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ÖZET 

 
SÜT ÜRÜNLERİNDEN İZOLE ED İLEN Kluyveromyces marxianus  MAYA 

TÜRLER İNİN MOLEKÜLER İDENTİFİKASYONU VE HÜCRE DI ŞI BAZI 

ENZİMAT İK AKT İVİTELER İNİN BELİRLENMESİ 

 
Tuğba ÇELİK 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Yüksek Lisans Tezi 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

12. 07. 2012, 112 sayfa 

 
Mayaların doğal olarak bulundukları yaşam alanları oldukça çeşitlidir. Besin 

içerikleri nedeniyle süt ve süt ürünleri mayalar için oldukça uygun bir yaşam alanıdır. Süt 

ürünlerinden izole edilen ve tür tanımı yapılan mayaları içeren birçok araştırma 

bulunmaktadır. Araştırmamızda Çanakkale bölgesinden toplanan çiğ süt, yoğurt, ayran ve 

peynir örneklerindeki maya florası belirlenerek izole edilen Kluyveromyces marxianus 

maya türlerinin moleküler yöntemlerle tanımlanması amaçlanmıştır. Ayrıca tanımlanan 

maya suşlarının bazı hücre dışı enzimatik aktiviteleri belirlenerek glikoz baskılamasına 

uğrayan enzim aktiviteleri belirlenmeye çalışılmıştır. 

Çalışmamızda süt ve süt ürünlerinden Candida inconspicua, Candida norvegensis, 

Candida lambica, Candida tropicalis, Candida zeylanoides, Candida lipolytica, Candida 

utilis, Candida parapsilosis, Candida famata, Candida colliculosa, Candida pelliculosa, 

Candida lusitaniae, Candida sake, Candida melibiosica, Candida intermedia, Candida 

guillermondii, Rhodotorula. muciloginosa, Rhodotorula glutinis, Geotrichum capitatum, 

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis ve Kluyveromyces marxianus olmak 

üzere toplam 22 farklı maya türü tanımlanmıştır. Moleküler karakterizasyon sonrası 

tanımlanan 66 K. marxianus maya türünün 2 farklı haplotipe sahip olduğu bulunmuştur. K. 

marxianus maya suşlarının hücre dışı enzim profilleri maya suşları arasında farklılıklar 

göstermektedir. Ayrıca repres ve derepres koşullarda belirlenen hücre dışı invertaz, 

inülinaz ve β-galaktozidaz enzim aktivitelerinin bazı suşlarda baskılandığı bazı suşlarda ise 

aynı üreme koşullarında baskılanmadığı görülmüştür. 

Çalışmamız sonucunda K. marxianus maya suşlarının çevresel faktörlere karşı 
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oluşturdukları genetik ve buna bağlı metabolik cevapları farklılıklar göstermektedir. K. 

marxianus maya hücrelerinin bulunduğu ortam şartlarına karşı oluşturdukları fizyolojik 

cevapları tamamen değişiktir. Glikoz farklı karbon kaynaklarının kullanımı ile ilgili genleri 

baskılamakta tek başına yetersizdir. K. marxianus maya türünde henüz tanımlanmamış 

ancak büyük olasılıkla var olan glikoz sensör ve transporter proteinlerinin bu duruma 

neden olması kuvvetli bir ihtimaldir. 

 

Anahtar sözcükler: Kluyveromyces marxianus, 5,8S rDNA, invertaz, inülinaz, β-

galaktozidaz. 
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ABSTRACT 

 

DETERMINATION OF SOME EXTRACELLULAR ENZYMATIC ACTIVITIES  

AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF Kluyveromyces marxianus YEAST 

SPECIES ISOLATED FROM DIARY PRODUCTS  

 

Tuğba ÇELİK 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Science and Engineering 

Chair for BiologyThesis of Master of Science 

Advisor: Asist. Prof. Dr. Tülay TURGUT GENÇ 

July 12, 2012, 112 pages 

  

Natural habitats of yeast are quite varied. Due to its content, dairy products is very 

suitable environment for the yeasts. Many studies conducted on the identification of yeast 

species isolated from dairy products. In our research, we described yeast in raw milk, 

yoghurt, ayran and cheese samples collected from Çanakkale, Turkey. In addition 

molecular characterization of isolated Kluyveromyces marxianus yeast species were done. 

Extracellular enzyme activities of yeast species were determined and their glucose 

repression patterns uncovered. 

In our study, twenty two different yeast species were identified from dairy products 

as Candida inconspicua, Candida norvegensis, Candida lambica, Candida tropicalis, 

Candida zeylanoides, Candida lipolytica, Candida utilis, Candida parapsilosis, Candida 

famata, Candida colliculosa, Candida pelliculosa, Candida lusitaniae, Candida sake, 

Candida melibiosica, Candida intermedia, Candida guillermondii, Rhodotorula 

muciloginosa, Rhodotorula glutinis, Geotrichum capitatum, Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces lactis and Kluyveromyces marxianus. After molecular analysis of 66 K. 

marxianus yeast strains, 2 haplotype patterns were found. Extra cellular enzyme profiles of 

K. marxianus yeast strains were different between the strains. Invertase, inulinase and β-

galactosidase enzyme activities determined in both repres and derepres conditions were 

very changeable between strains.  

The metabolic, and so genetic, responses of K. marxianus yeast strains against 

environmental factors were different. Physiological responses of yeast cells to 

environmental conditions were also different. Glucose, itself, was not enough for 
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repressing the genes related with the utilization of other carbon sources. Glucose sensors 

and transporters that are not identified yet in K. marxianus species may responsible from 

these variable results. 

 

Keywords: Kluyveromyces marxianus, 5,8S rDNA, invertase, inülinase, β-galactosidase. 
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BÖLÜM 1 

GİRİŞ 

Kluyveromyces marxianus maya türü oldukça değişik habitatlarda bulunmakla 

birlikte genel olarak süt ve süt ürünlerinde yoğun dağılım göstermektedir. Pek çok süt 

ürününün fermantasyonun da ve çeşitli peynirlerin olgunlaştırılmasında mayalardan 

yararlanılmakla beraber mayalar aynı zamanda süt ürünlerinde bozulmalara yol 

açmaktadır. Patojenik etkisi olmadığı için endüstride ve biyoteknolojide yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Alkolün, farklı enzimlerin, tek hücre proteinlerinin ve bazı aroma 

bileşiklerinin üretimi gibi farklı biyoteknolojik uygulamalarda K. marxianus maya suşları 

kullanılmaktadır. Bunun yanında K. marxianus maya suşları arasında yüksek oranda 

metabolik farklılıklar ve intraspesifik polimorfizm görülmektedir (Gustavo ve ark., 2008). 

Kluyveromyces cinsine ait maya türleri Ascomycetes sınıfında olup oval, küresel 

veya uzamış hücre fenotiplerine sahiptirler. Hücreler vejetatif olarak ürerler ve aseksüel 

üremeleri multilateral tomurcuklanma ile gerçekleşmektedir. Diploid olan Kluyveromyces 

türleri spor oluşturabilmekte ancak hücrelerde gerçek hif oluşumu gözlenmemektedir 

(Wesolowski-Louvel ve ark., 1996; Kurtzman, 2003).  

K. marxianus ilk defa 1888 yılında E. C. Hansen tarafından Saccharomyces 

marxianus olarak tanımlanmıştır (Lodder ve Krager-van Rij, 1952). Kluyveromyces cinsi 

ise Kluyveromyces polysporus tip örneği üzerinden ilk defa 1956 yılında tanımlanmıştır 

(van der Walt, 1956). Daha sonra Saccharomyces cinsi içerisinde tanımlanan S. marxianus, 

S. lactis ve S. fragilis maya türlerinin K. polysporus ile benzer özellikleri taşıdığı görülerek 

bu üç türde dahil olmak üzere toplam 18 maya türü Kluyveromyces cinsi içinde yer almıştır 

(Lodder, 1970). İlerleyen zaman içerisinde tür tanımlamalarında moleküler tekniklerin 

kullanılmasıyla Kluyveromyces cinsi K. marxianus, K. lactis, K. aesturaii, K. 

nonfermentas, K. wickerhamii ve K. dobzhanskii olmak üzere 6 türe indirgenmiştir. Daha 

önce tip örneği olan K. polysporus ise yeni bir cins olan Vanderwaltozyma içerisinde yer 

almıştır (Kurtzman, 2003; Lachance, 2007).  

Klasik yöntemlerle yapılan tanımlamalarda oluşan bu tür hatalar ve bazı belirsizlikler 

aynı taksona farklı isimlerin verilmesine veya farklı gruplarda sınıflandırılmalarına neden 

olmaktadır. Maya türlerinin hızlı bir şekilde tanımlanmasına yönelik test sistemleri 

geliştirilmi ş olmakla beraber güvenilirlikleri %100 değildir (Spencer ve ark., 2011). 

Son yıllarda moleküler biyolojide gerçekleşen gelişmeler mayaların identifikasyonu 

için yeni yöntemler ortaya çıkarmıştır. DNA-DNA hibridizasyonu, mikrosatellit analizleri, 

genomik  ve mitokondriyel DNA’dan rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA (Random 

Amplified Polymorphic DNA; RAPD) analizleri ve restriksiyon parça uzunluğu 
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polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) gibi değişik moleküler 

teknikler mayaların tür tanımlamalarında kullanılmaya başlanmıştır (Torok ve ark., 1993; 

Vaughan Martini ve Martini, 1985; Vaughan Martini ve Martini, 1987; Baleiras Couto ve 

ark., 1996; Lopandic ve ark., 2004; Versavaud ve Hallet, 1995; Belloch ve ark., 1997; 

Guillamon ve ark., 1994, 1997; Perez ve ark., 1995; Romano ve ark., 1996). Bu teknikler 

hızlı ve klasik yöntemlere göre daha güvenilir olmalarına rağmen bazı türlerin 

tanımlanabilmesinde ve tür içi sınıflandırmalarda yeterli olmamıştır. Maya türlerinin hızlı 

şekilde identifikasyonu için ribozomal DNA bölgeleri son yıllarda sıklıkla çalışmalarda 

kullanılmaktadır (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; Taylor ve ark., 2000). 

Ribozomlar protein sentezinden sorumlu büyük ribonükleoproteinler (RNP) olup 

diğer ökaryotik hücrelerde olduğu gibi mayalarda da büyük 60S alt ünite (Large subunit, 

LSU) ve küçük 40S alt üniteden (Small subunit, SSU) oluşmuştur. 25S, 5,8S, 5S ribozomal 

RNA molekülleri ile 42 protein büyük alt üniteyi (60S), 18S ribozomal RNA molekülü ve 

32 protein ise küçük alt üniteyi (40S) oluşturmaktadır (Venema ve Tollervey, 1999; 

Verschoor ve ark., 1998).  

Ribozomal RNA genlerinin kodlandığı DNA bölgeleri funguslarda taksonomik 

ili şkilerin ve genetik varyasyonun belirlenerek mikroorganizmalar arasındaki evrimsel 

ili şkilere göre filogenetik ağaçların oluşturulmasında kullanılmaktadır (Madigan ve ark., 

2003). Mayaların nükleer ve mitokondriyel DNA’sında rRNA gen dizileri ardışık tekrar 

eden oldukça korunmuş ve değişken bölgelerden oluşan diziler olarak bulunur (Salazar ve 

ark., 2000; White ve ark., 1990). Nükleer rRNA genleri her genomda yaklaşık birkaç yüz 

kopya bulunabilir. S. cerevisiae maya türünde ribozomal DNA RDN1 geni tarafından 

kodlanır. RDN1 geni 12. kromozomda, her biri 9,1 Kb büyüklüğünde olan yaklaşık 100-

200 tekrardan oluşan 1-2 Mb büyüklüğünde bir gendir (Venema ve Tollervey, 1999). 

Tekrar eden her birim içinde 5S için RDN5, 5,8S için RDN58, 25S için RDN25 ve 18S 

için RDN18 geni bulunur. Ayrıca her tekrar içinde Internal Transcribed Spacer (ITS1, 

ITS2) ve External Transcribed Spacer (5’ETS, 3’ETS) olarak adlandırılan ayırıcı bölgeler 

içermektedir. Bu tekrar eden üniteler RNA polimeraz I tarafından transkribe edilir ve 

transkripsiyonu yapılmayan Intergenic Spacer (IGS) veya Non-transcribed Spacer (NTS1, 

NTS2) adı verilen bölgeler ile birbirlerinden ayrılırlar. 5.8S rRNA geni mayalarda 

mitokondriyel DNA içinde bulunmaz. Tekrar eden diziler sonunda yer alan 5S rDNA maya 

türüne bağlı olarak tekrar eden diziler içinde veya gen kümesinin sonunda bulunabilir 

(Şekil 1.1) (Venema ve Tollervey, 1999; Johnston ve ark., 1997). 
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Şekil 1.1. Saccharomyces cerevisiae maya türünde ribozomal DNA tekrarları ve 

çevresindeki diziler (Johnston ve ark., 1997). 

 

ITS, ETS ve NTS bölgelerinin transkripsiyonu yapılmadığından (veya, ITS gibi, 

transkripsiyon sonrası kesilerek çıkarıldığından) korunmuş olan 25S, 5,8S, 18S ve 5S alt 

birim dizilerinden değişkendir. Bu nedenle bu bölgeler türler arasında (interspesifik) veya 

tür içi (intraspesifik) çalışmalarda kullanılmaktadır. Kompleks ITS bölgeleri ve korunmuş 

5,8S rRNA kodlu gen bölgesi tür içi (intraspesifik) akrabalıkların belirlenmesinde 

kullanılırken, 18S ve 25S rRNA gen bölgeleri türler arası (interspesifik) akrabalıkların 

belirlenmesinde kullanılmaktadır (Cai ve ark., 1996; James ve ark., 1996; Kurtzman, 1992, 

1993).  

K. lactis maya türü ile karşılaştırıldığında K. marxianus maya türünde yapılan 

metabolik ve moleküler çalışmalar oldukça azdır. Ancak K. marxianus maya türü, K. lactis 

maya türüne göre daha geniş substrat aralığına sahip olması, yüksek üreme hızına sahip 

olması, sıcaklığa toleransının (thermotolerance) fazla olması ve yüksek şeker içeren 

ortamlarda fermentasyon eğiliminin yüksek oluşundan dolayı son yıllarda oldukça ilgi 
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gören bir maya türü olmuştur (Gustavo ve ark., 2008). 

K. lactis ve K. marxianus maya türleri üreme ortamına verdiği organik esterlerden 

dolayı hoş meyvemsi kokusuyla diğer maya türlerinden ayırt edilebilmektedir. K. 

marxianus maya türleri K. lactis türleri gibi aerobik organizmalar olup oksijen varlığında 

fermentasyon yaparak etanol üretebilirler. Mayaların aerobik koşullarda etanol 

oluşturmasına Crabtree etkisi adı verilir (Breunig ve ark., 2000). K. marxianus maya türü 

Crabtree negatif bir maya olup bimass üretimi, S. cerevisiae gibi Crabtree pozitif 

mayalardan daha yüksektir (Fonseca ve ark., 2007). K. marxianus maya türünde aerobik 

metabolizma K. lactis maya türünde olduğu gibi glikoz baskılanmasından 

etkilenmemektedir (Breunig ve ark., 2000; van Dijken ve ark., 1993). 

K. marxianus maya türlerinde kromozom sayısı 6 ile 12 arasında değişmekle birlikte 

genellikle 8 kromozom içermektedir. Örneğin, K.marxianus var. marxianus maya suşu 

14Mb uzunluğunda 10 kromozoma sahiptir (Belloch ve ark., 1998). 

Yaklaşık olarak 700 den fazla bilinen maya türü arasında yalnızca %1’i laktozu 

fermente edebilmektedir (Barnett ve ark., 2000). K. fragilis, K. marxianus ve K. lactis 

maya türleri laktozu fermente edebilme özelliğine sahip nadir maya türlerindendir. β-

galaktozidaz enzimi ile laktozu glikoz ve galaktoza hidrolize ederek enerji kaynağı olarak 

kullanırlar (Dickson ve Markin, 1979). β-galaktozidaz (laktaz; E.C. 3.2.1.23) hidrolaz 

grubu enzim olup özellikle gıda ve ilaç sektöründe oldukça önemlidir. Farklı 

populasyonların bireylerinde yaygın olarak görülen ve laktoz intoleransı (Lactose 

Intolerance, Lactase deficiency, hypolactasia) olarak bilinen sağlık probleminde, bireyler 

enzim eksikliğinden dolayı süt ve süt ürünleri içinde bulunan laktozu parçalayamazlar 

(Bayless ve ark., 1971; Gekas ve Lopez-Leiva, 1985). Süt ve süt ürünlerinde bulunan 

laktozun büyük kısmının veya tümünün hidrolize edilmesi durumunda bu bireyler süt ve 

süt ürünlerini tüketebilmektedir. Laktoz içermeyen veya çok az laktoz içeren bu tür 

ürünlerin eldesi mümkündür (Rao ve ark., 1988). Bu ürünlerde bulunan laktoz, β-

galaktozidaz enzim aktivitesine sahip patojen olmayan mikroorganizmalar kullanılarak 

veya saf enzimi kullanılarak hidrolize edilmektedir. Laktaz enziminin kullanımı oldukça 

maliyetli bir sistem olduğundan bu tür ürünlerin fiyatları da oldukça yüksektir. K. 

marxianus Gıda ve İlaç Uygulamaları (Food and Drug Administrations, FDA) örgütü 

tarafından GRAS (Generally Recognised As Safe) olarak sınıflandırılan maya türlerinden 

biri olup β-galaktozidaz enzimini üretmek için kullanılan mikroorganizmalardandır. Gıda 
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ve ilaç sektöründe laktozun parçalanması ve kullanımı ile ilgili çalışmalarda β-

galaktozidaz enzim aktivitesi oldukça önemlidir (Belem ve Lee, 1998). 

K. marxianus maya türlerinde, laktaz enzimine ilave olarak diğer endüstriyel öneme 

sahip inülinaz, invertaz, protein fosfataz, karboksipeptidaz ve aminopeptidaz gibi 

enzimlerle yapılan çalışmalarda bulunmaktadır (Rouwenhorst ve ark., 1990a, b; Jolivet ve 

ark., 2001; Ramirez-Zavala ve ark., 2004). İnvertaz ve inülinaz enzimleri β-glikozidaz 

ailesine ait enzimler olup sukroz ve inülinin hidrolizinden sorumludur. İnülin molekülü β-

2→1 fruktozidik bağdan oluşan ve bir sukroz molekülü ile sonlanan bir polifruktozdur 

(Vandamme ve Dercke, 1983). Sukroz ise α-1→2 glikozidik bağ ile bağlı glikoz ve fruktoz 

molekülünden oluşan bir disakkarittir. Maya hücreleri invertaz ve inülinaz aktiviteleri ile 

sukrozu ve inülinü karbon kaynağı olarak kullanabilmektedir. K. marxianus maya 

suşlarında yüksek oranda invertaz ve inülinaz enzim aktivitesi bulunmaktadır (Snyder ve 

Phaff, 1960; Vandamme ve Derycke, 1983). 

Araştırmamızda süt ve süt ürünlerinden izole edilen K. marxianus maya türlerinin 

identifikasyonları kit sistemi ve 5,8S rDNA ITS1 ve ITS2 bölgeleri kullanılarak 

yapılmıştır. Tanımlanan K. marxianus maya türlerinin asimilasyon ve fermentasyon testleri 

ile birlikte hücre dışı proteaz, lipaz ve üreaz aktiviteleri belirlenmiştir. Ayrıca diğer hücre 

dışı enzim profilleri belirlenerek invertaz, inülinaz ve β-galaktozidaz enzim aktivitelerine 

glikoz baskılmasının ve ozmotik stresin etkileri araştırılmıştır. 
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BÖLÜM 2 

ÖNCEKİ ÇALI ŞMALAR 

2.1. Süt ve Süt Ürünlerindeki Maya Florası ve K. marxianus Maya Türlerinin 

Dağılımı 

Süt ve süt ürünleri gerek işlenmeleri sırasında gerekse raf ömürleri sırasında 

mayaların da dâhil olduğu birçok mikroorganizma için mükemmel bir besi ortamıdır. 

Yapılan çalışmalarda süt ve süt ürünlerinde en çok Debaryomyces hansenii, Candida 

famata, Kluyveromyces marxianus, Candida stellata, Yarrowia lipolytica, Candida holmii, 

Saccharomyces exiguus, Pichia membranaefaciens, Pichia fermentans, Rhodotorula 

glutinis ve Rhodotorula rubra maya türlerine rastlanmıştır (Fleet,1990). Bazı maya türleri 

peynirlerin olgunlaşması gibi, süt ürünlerinde olgunlaşma aşamasında rol alarak pozitif 

katkı sağlarken bazıları bu sürece negatif olarak etki etmektedir. Örneğin K. lactis, K. 

marxianus, D. hensenii, Y. lipolytica, Trichosporon moniliforme, Saccharomyces dairensis, 

Saccharomyces unisporus ve Rhodotorula spp. cinsine ait bazı maya türleri laktoz 

asimilasyonu yaparak süt ürünlerinin bozulmasına ve kalitesinin düşmesine neden 

olmaktadır (Fleet, 1990; Deak ve Beuchat, 1996; Pitt ve Hocking, 1999; Loureiro ve 

Querol, 1999; Jakobsen ve Narvhus, 1996). 

Değişik ülkelerde farklı bölgelere ait süt ve süt ürünlerinde maya florasını belirleyici 

çalışmalar yapılmıştır (Fadda ve ark., 2004; Cosentino ve ark., 2001; Westall ve 

Filtenborg, 1998; Eliskases-Lechner ve Ginzinger, 1995; Fleet, 1990; Pereira-Dias ve ark., 

2000; Romano ve ark., 2001; Roostita ve Fleet, 1996; Tornadijo ve ark., 1998; Welthagen 

ve Viljoen, 1999; Öztürk ve Uçar, 2001; Devoyod, 1990; Lenoir, 1984; Viljoen and 

Greyling, 1995). Mısır’da yürütülen bir çalışmada çiğ süt örneklerinden izole edilen 126 

maya türünün tanımlanması sonucu, D. hansenii, Clavispora lusitaniae, K. marxianus, 

Trichosporon beigelii ve R. mucilaginosa maya türlerinin yoğun olarak bulunduğu tespit 

edilmiştir (Haridy, 1992). Avustralya’nın Sydney kentinde satışa sunulan çeşitli süt ve süt 

ürünlerinden (pastörize süt, krema, yağ, dondurma, yoğurt ve peynir) oluşan toplam 161 

örnek üzerinde maya florası belirlenmiştir. Araştırma sonucunda, en yüksek maya 

sayısının yoğurt ve peynir örneklerinde olduğu saptanmış ve peynirlerde özellikle C. 

famata, K. marxianus ve Candida diffluens türlerinin yoğun olarak bulunduğu tespit 

edilmiştir (Fleet ve Mian, 1987).  

Bulgaristan’ın farklı yörelerinde geleneksel süthane ürünlerinden (yoğurt, peynir ve 

tereyağı) izole edilen ve yoğun olarak bulunan 12 farklı mayanın tanımlanması sonucunda 
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yoğurtta K. marxianus türlerinin floraya hâkim olduğu görülmüştür (Savova ve Nikolova, 

2002).  

Yunanistan’ın geleneksel peyniri olan feta peyniriyle yapılan değişik çalışmalarda 

Torulaspora delbrueckii, D. hansenii, C. sake, C. famata, S. cerevisiae, Dekkera anomala, 

Dekkera bruxellensis, Geotrichum candidum, Rhodotorula rubra, Candida tropicalis, K. 

lactis ve K. marxianus maya türlerinin florada bulunduğu gösterilmiştir (Kaminarides ve 

Laskos, 1992; Westall ve Filterborg, 1998; Fadda ve ark., 2001). İtalyanın yöresel süt 

ürünlerinden Pecorino peynirinin olgunlaşma sürecinde maya florası belirlenmeye 

çalışılmıştır. Çalışmada S. cerevisiae ve K. lactis maya türlerinin olgunlaşma işleminin 

başlangıcında yoğun olarak bulunduğu ancak daha sonra tuza dirençli olan D. hansenii ve 

Y. lipolytica maya türlerinin florada yoğunluk kazandığı belirlenmiştir (Gardini ve ark., 

2006). Gouda peynirinin işlenme ve olgunlaşması sırasında maya profili üzerine yapılan 

çalışmada D. hansenii maya türünün florada yoğun bulunduğu tespit edilerek florada K. 

marxianus türlerine de rastlanmıştır. İzole edilen K. marxianus maya türleri üzerinde 

yapılan hücre dışı enzim aktivitelerini belirlemeye yönelik çalışmada maya suşlarının 

hücre dışı lipolitik aktiviteye sahip olduğu fakat hücre dışı proteolitik aktivite göstermediği 

belirtilmiştir (Viljoen ve Welthagen, 1998). Fakat daha önce yapılan benzer çalışmada K. 

marxianus maya türlerinin hücre dışı proteolitik aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir 

(Devoyod, 1990). 

Geleneksel yöntemlerle yapılan tür tanımlamalarının yerini zamanla hazır kit 

sistemleri ve devamında moleküler yöntemler almıştır. İzole edilen mayaların genomik ve 

mitokondiriyel DNA’ları PCR yöntemiyle çoğaltıldıktan sonra farklı restriksiyon enzimleri 

ile kesilerek RFLP yöntemiyle tanımlamaları yapılmıştır (Esteve-Zarzoso ve ark., 1999; 

Tempel ve Jakobsen, 2000, Hall ve ark., 2003; Lopandic ve ark., 2004). Geliştirilen 

yöntemlerin çoğu ITS bölgesinin analizine dayanmaktadır. ITS dizileri düşük tür içi 

polimorfizmi ve yüksek türler arası değişkenlik gösterdiğinden farklı fungus ve mayaların 

tanımlanmasında yaygın olarak tercih edilen bölgelerdir (Accensi ve ark., 1999; La 

Guerche ve ark., 2004; Lee ve Taylor, 1992). 

Polonya’ya özgü mavi-küflü peynir olarak bilinen Rokpol peynirinden izole edilen 

24 maya türü API ID 32C kit sistemi ile ve PCR-RFLP yöntemi ile tanımlanmıştır. Her iki 

yöntem sonunda 11 maya türü C. famata olarak, 5 maya suşu C. lipolytica ve 4 maya suşu 

C. sphaerica olarak tanımlanmıştır. Geriye kalan 4 maya suşu API ile C. sphaerica olarak 

tanımlanırken restriksiyon profillerinin C. famata türleri ile aynı olduğu görülmüştür 
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(Wojtatowicz ve ark., 2007). Tüm Rus Mikroorganizma Koleksiyonunda (All-Russian 

Collection of Microorganisms, ARCM) bulunan Kluyveromyces türleri moleküler 

yöntemlerle tekrar tanımlandığında daha önce K. lactis olarak tanımlanan maya türlerinin 

birçoğunun K. marxianus maya suşları olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca K. lactis suşlarını 

K. marxianus maya suşlarından ayıran temel fizyolojik özelliğin, K. marxinaus maya 

suşlarının maltoz, melezitoz ve α-metil-glikoziti asimile edememesi olarak bulunmuştur 

(Naumova ve ark., 2012).  

Türkiyede süt ürünlerinden izole edilerek klasik yöntemle tanımlamaları yapılan 

araştırmalar bulunmaktadır. İzmir ve Aydın yöresine ait değişik peynir ve yoğurt 

çeşitlerinde Candida sp., Kluyveromyces sp., Trichosporon sp., ve Saccharomyces sp. 

cinslerine ait türlerin maya florasında yoğun olarak bulunduğu tespit edilmiştir (Kavas ve 

ark., 2006). Diğer bir araştırmada ev yapımı yoğurt ve peynir örneklerinde maya florası 

belirlenmiş, D. hansenii maya türünün her iki ürünün florasında da yoğun olarak 

bulunduğu tespit edilmiştir. Ayrıca çalışmada izole edilen D. hansenii maya suşlarının 

moleküler tanımlaması yapılarak hücre dışı lipolitik ve proteolitik aktiviteleri belirlenmiştir 

(Çorbacı ve ark., 2011).  

 

2.2. K. marxianus Maya Türlerinin Hücre Dı şı Enzim Aktiviteleri  

Son yıllarda K. marxianus maya türü oldukça yüksek biyoteknolojik potansiyele 

sahip bir maya türü olmaya başlamıştır (Gustavo, 2008). K. marxianus maya suşları bazı 

aroma bileşiklerinin, tek hücre proteinlerinin, değişik endüstriyel enzimlerin ve alkolün 

üretimi için biyoteknoljide kullanılmaktadır. Son yıllarda doğal yollarla aroma 

bileşiklerinin biyoteknolojik eldesi önem kazanmıştır. Oldukça önemli bir aroma bileşiği 

olan 2-feniletanol ağırlıklı olarak petrokimyasal yolla elde edilmektedir. K. marxinaus ve 

S. cerevisiae maya suşları L-fenilalanin’den 2-feniletanol ve 2-feniletilasetat bileşiğini 

sentezleyebilmektedir (Fabre ve ark., 1998, Albertazzi ve ark., 1996). Yapılan bir 

çalışmada 21 maya suşu arasında K. marxianus maya türünün optimal üretim özelliklerine 

sahip olduğu ve uygun şartlarda oldukça yüksek oranda bu aroma bileşiğini üretebildiği 

belirlenmiştir (Fabre ve ark., 1997, Fabre ve ark., 1998).  

Pektinaz enzimi meyvelerin içindeki pektinleri parçalayarak olgunlaşmasını 

sağlamakta olup özellikle içecek endüstrisinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Visser ve 

Voragen, 1996). Poligalakturanaz (EC 3.2.1.15) (PG) pektin hidrolize eden ve endüstride 

meyve sularının viskositesini azaltmada kullanılan önemli bir enzimdir (Schwan ve ark., 
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1996). K. marxianus maya türünde endoPG geni klonlanarak S. cerevisiae maya türü ile 

karşılaştırması yapılmıştır (Siekstele ve ark., 1999). Bu genin doğal diploid K. marxianus 

maya suşlarında tek kopya olduğu, polimorfizim içermediği ve hücre dışına salgılandığı 

gösterilmiştir (Jia ve Wheals, 2000).  

K. marxianus maya türünde Pectin-degrading endopolygalacturonase için kodlu 

EPG1 geni klonlanmıştır (Siekstele ve ark., 1999). K. marxianus maya türünde klonlanan 

diğer bazı genler ise endüstriyel öneme sahip inülinaz, β-glikozidaz, pirüvat dekarboksilaz 

ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz için kodlu genlerdir (Laloux ve ark., 1991; 

Holloway ve Subden, 1993; Raynal ve Guerineau, 1984; Fernandes ve ark., 1995). Benzer 

şekilde ADH1 ve ADH2 tarafından kodlanan alkol dehidrogenaz gibi diğer biyoteknolojik 

öneme sahip genlerin de dizileri ve düzenlenmelerine yönelik çalışmalar mevcuttur 

(Ladriere ve ark., 1993; Ladriere ve ark., 2000). Ayrıca β-galaktozidaz için kodlu LAC4 ve 

inülinaz için kodu INU1 genlerinin dizileri belirlenerek regülasyonlarına yönelik 

çalışmalar yapılmıştır (Huo ve Li, 1995; Laloux ve ark., 1991). 

Mikrooraganizmalar içinde en iyi inülinaz üreticisi K. marxianus maya türüdür 

(Selvakumar ve Pandey, 1999). İnülinaz enzimi inülini ve sukrozu hidrolize ederek yüksek 

fruktoz şurubu (high fructose syrups, HFS) üretimi için endüstride kullanılmaktadır. 

Fruktoz, sukrozdan daha tatlı ve daha ucuz olup diabetik hastaların kullandığı 

tatlandırıcılarda, meyve sularında ve endüstriyel gıdalarda tat verici olarak 

kullanılmaktadır. İnülinaz enzimi inülinin hidrolizi sonucu % 95 oranında HFS açığa 

çıkarken sukrozun hidrolizi sonrası % 45 oranında HFS açığa çıkmaktadır (Pandey ve ark, 

2000; Otha ve ark, 2002; Pandey, 2003). 

Polifruktozit olan inülin molekülü, β-2→1 fruktozidik bağ içeren uzun bir 

polifruktoz zincirinden (n=~35) ve zincirin sonunda bir sukroz molekülünden 

oluşmaktadır. İnülin, inülinaz enzimi tarafından hidrolize edilmektedir (Vandamme ve 

Dercke, 1983). Sukroz ise α-1→2 glikozidik bağ ile bağlı glikoz ve fruktoz molekülünden 

oluşan bir disakkarit olup invertaz enzimi ile hidrolize edilmektedir. İnvertaz ve inülinaz 

enzimleri hem sukrozu hemde inülini hidrolize edebilme yeteneğine sahip olmalarına 

rağmen, invertaz enziminin büyük moleküler ağırlığa sahip inülin molekülünü hidrolize 

edebilme yeteneği oldukça düşüktür (Vandamme ve Derycke, 1983).  

K. marxianus maya türünde inülinaz (EC 3.2.1.7) enzimi %34’ü karbonhidrattan 

oluşan bir glikoprotein olup hücre duvarına bağlı (Cell Wall Associated, CWA) ve üreme 
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ortamına salgılanan (Secreted in Culture, SC) olmak üzere iki formda bulunur. CWA-

inülinaz tetramer yapıda 350 kDa ağırlığında iken SC-inülinaz iki alt üniteden oluşup 165 

kDa ağırlığındadır (Rouwenhorst ve ark., 1990). S. cerevisiae maya türünde invertaz (EC 

3.2.1.26) enzimi hücre duvarına bağlı (CWA) ve üreme ortamına salgılanan (SC) iki 

formda bulunup % 50’si karbonhidrattan oluşan bir glikoproteindir. CWA-invertaz 

oktamer yapıda ve 800 kDa büyüklüğünde, SC-invertaz ise dimer yapıda olup 270 kDa 

ağırlığındadır. S. cerevisiae maya türünde CWA-invertaz aktivitesi ağırlıklı olarak 

sukrozun hidrolizinden sorumludur (Esmon ve ark., 1987; Rouwenhorst ve ark., 1990). 

İnvertaz ve inülinaz enzimlerinin sukroza karşı afiniteleri yüksektir. Sukroz 

molekülü küçük olduğu için hücre duvarından geçebilir ve CWA-invertaz tarafından 

hidrolize edilir. Ancak büyük molekül olan inülin hücre duvarından geçemediği için 

CWA-invertaz tarafından hidroliz edilemez fakat SC-invertaz tarafından hidroliz 

edilebilmektedir (Nam ve ark., 1993). Bu nedenle invertaz enziminin inüline karşı afinitesi 

düşüktür. İnülinaz enzimi ise hücre duvarını geçen sukrozu CWA-inülinaz enzimi ile 

hidrolize ederken hücre duvarı bariyerini geçemeyen inülini hidrolize edemez. İnülin 

yalnızca SC-inülinaz tarafından hidrolize edilir. Benzer şekilde trisakkarit olan rafinozda 

(glikoz-fruktoz-galaktoz) büyük molekül olup inülin gibi hidrolize edilir (Phelps, 1965; 

Scherrer ve ark., 1974). Bu nedenle inülinaz enzimi sukroz ve inüline aynı oranda affinite 

göstermesine rağmen invertazın inüline afinitesi düşüktür.  

K. marxianus gibi her iki enzim aktivitesinede sahip maya suşlarında invertaz ve 

inülinaz aktiviteleri Sukroz/İnülin oranına (S/I ratio) göre belirlenmektedir. Düşük S/I 

oranı inülinaz aktivitesinin, yüksek S/I oranı ise invertaz aktivitesinin varlığını 

göstermektedir (Snyder ve Phaff, 1960; Vandamme ve Derycke, 1983). 

K. marxianus maya suşunda inülinaz üretimi ile ilgili çalışmalar diğer enzimlere göre 

daha fazladır. Sıcaklık, pH, üreme ortamı, çalkalama ve havalandırma gibi değişik 

parametreleri içeren koşullarda ve farklı K. marxianus maya suşlarında inülinaz aktivitesi 

belirlenmiştir (Cruz-Guerrero ve ark., 1995; Kalil ve ark., 2001, Singh ve ark., 2007; 

Lertwattanasakul ve ark., 2011). Bu çalışmaların tümü SC-inülinaz ve CWA-inülinaz 

enzim aktiviteleri ile ilgilidir. Ancak bu çalışmalarda inülinaz enziminin düzenlenme 

mekanizması ile ilgili elde edilen sonuçlar birbirlerine benzerlik göstermemektedir. K. 

marxianus maya türünde inülinaz geni (KmINU1) klonlanarak dizisi belirlenmiştir (Laloux 

ve ark., 1991). KmINU1 geninin transkripsiyon seviyesinde, K. lactis maya türünün tersine, 

KmMig1 proteini aracılığıyla baskılandığı gösterilmiştir (Cassart ve ark. 1997).  
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Başka bir çalışmada, farklı karbon kaynaklarında (sukroz, rafinoz ve inülin) üretilen 

K. marxianus maya suşunda (DMKU-3-1042) glikoz baskılamasının inülinaz enzim 

aktivitesine etkisi araştırılmıştır (Lertwattanasakul ve ark., 2011). KmINU1 geninin 

transkript miktarının karbon kaynağına bağlı olmaksızın Mig1 proteini (KmMig1p) 

aracılığıyla azaldığı belirlenmiştir. Ancak transkripsiyon seviyesinde gözlenen 

baskılamanın translasyon seviyesinde kullanılan karbon kaynağına göre farklı olduğu 

görülmüştür. Bu durum oldukça şaşırtıcı ve tutarlı olmayan bir sonuç olarak 

değerlendirilerek ‘glikoz varlığında dahi inülinazın aktivitesini yerine getirebildiği’ 

şeklinde açıklanmıştır (Lertwattanasakul ve ark., 2011). Yine aynı çalışmada rafinoz ve 

inülin karbon kaynaklarında inülinaz aktivitesi 30 °C sıcaklıkta azalırken yüksek sıcaklıkta 

(45 °C) glikozun inülinaz aktivitesini tamamen baskıladığı tespit edilmiştir. Sukroz karbon 

kaynağında ise glikoz baskılamasının her iki sıcaklıkta da etkilenmediği görülmüştür.  

K. marxianus maya suşunda (ATCC 16045) yapılan bir çalışmada farklı karbon 

kaynaklarının (glikoz, fruktoz ve sukroz) ve farklı azot konsantrasyonlarının inülinaz 

enzim aktivitesine etkisi araştırılmıştır (Santisteban ve ark., 2009). Enzim aktivitesinin 

zengin ortamda minimal ortamdan daha yüksek olduğu, düşük azot konsantrasyonunda ise 

enzim aktivitesinin 4 kat azaldığı tespit edilmiştir.  

K. fragilis, K. lactis ve K. marxianus maya türleri laktozu kullanabilen ve endüstriyel 

öneme sahip maya türleridir. K. marxianus maya türü β-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) enzim 

aktivitesi ile laktozu hidrolize ederek galaktoz ve glikoz açığa çıkarır (Rajoka ve ark., 

2003; Gonzalez-Siso, 1994). Daha düşük maliyetle daha yüksek miktarda β-galaktozidaz 

enzimi üretebilmeyi amaçlayan biyoteknolojik çalışmaların büyük kısmında K. marxianus 

maya suşları kullanılmaktadır.  

β-galaktozidaz enziminin pürifikasyonu ve regülasyonu ile ilgili çalışmalar 

1980’lerde itibaren yoğunluk kazanmıştır (Gonçalves ve Castillo, 1982; Bacci Junior ve 

ark., 1996; Brady ve ark., 1995; Martins ve ark., 2002). Peynir altı suyunun farklı ürünlere 

dönüştürülmesinde GRAS grubunda bulunan K. marxianus ve K. lactis maya suşları 

kullanılmaktadır. K. marxianus maya türü kullanılarak peynir altı suyundan ve şeker 

kamışı melasından laktaz enzimi üretimi ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır (Rech ve ark., 

1999; Furlan ve ark., 2000).  

Yürütülen bir araştırmada K. marxianus maya suşunda (CBS6556), galaktozun 

laktozdan daha fazla oranda β-galaktozidaz enzim aktivitesini artırdığı, ancak artan 
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galaktoz konsantrasyonunun β-galaktozidaz enzim aktivitesini kısa süreli bir indüksiyon 

sonrasında çok fazla oranda azalttığı gözlenmiştir (Bruneska ve ark., 2002). β-galaktozidaz 

enzimi K. lactis maya türünde LAC4 geni tarafından kodlanmaktadır ve transkripsiyon 

seviyesinde glikoz baskılaması ile kontrol edilmektedir (Sheetz ve Dickson, 1981; 

Zachariae ve ark., 1993; Breunig, 1989; Breunig ve ark, 2000).  

 

2.3. K. marxianus Maya Türünde Glikoz Baskılaması  

Glikoz mayalar tarafından öncelikli tercih edilen karbon kaynağı olup, glikoz 

varlığında alternatif karbon kaynaklarının kullanımı için gerekli olan enzimlerin genleri 

baskılanır. Bu duruma karbon katabolit represyon veya mayalardaki genel kullanımı olarak 

glikoz baskılaması adı verilir (Trumbly, 1992; Carlson, 1999). K. lactis maya türünde 

GAL/LAC regulonu karbon kaynağına bağlı olarak düzenlenmektedir (Breunig, 1989; 

Breunig ve ark., 2000; Rubio-Texeira, 2005). Benzer şekilde hekzokinaz aktivitesi yine 

glikoz baskılamasından etkilenmektedir (Goffrini ve ark., 1995). K. lactis maya türünde 

MIG1 (Multicopy Inhibitor of GAL Gene Expression) geni klonlanmıştır (Cassart ve ark., 

1995). Glikoz, Mig1p aracılığıyla KlGAL1 genini baskılayarak KlGAL-LAC genlerini 

düzenlemede görev almaktadır. Ancak KlGAL/LAC regulonunda bulunan KlGAL4 geninin 

promotor bölgesinde KlMig1p için bir bağlanma bölgesi bulunmamaktadır (Dong ve 

Dickson, 1997). K. lactis maya suşları arasında laktaz geninin farklı oranlarda 

baskılanması KlGAL4 geninin promotor bölgesinde gözlenen bu değişikliklerden 

kaynaklanmaktadır (Dickson ve Markin, 1980; Witte ve Dickson, 1988; Breunig, 1989).  

S. cerevisiae maya türünde invertaz için kodlu SUC2 geni Mig1p ve Mig2p 

aracılığıyla glikoz varlığında baskılanmaktadır (Johnston ve Carlson, 1992; Entian ve 

Schuller, 1997; Nehlin ve Ronne, 1990; Lutfiyya ve Johnston, 1996). K. lactis maya 

türünde invertaz enziminin glikoz baskılamasına uğradığı tespit edilmiştir (Goffrini ve 

ark., 1995). Ancak K. lactis maya türünde invertaz enzimi için kodlu KlINV1 geninin tek 

kopya olarak bulunduğu ve transkripsiyonel baskılanması sırasında KlMig1 proteininin 

görev almadığı gösterilmiştir (Georis ve ark.,1999). K. marxianus maya türünde ise 

KmINV1 geninin baskılanması için KmMig1p gerekmektedir (Cassart ve ark., 1997). Bu 

nedenle K. lactis maya türünde KlINV1 geni üzerinde gözlenen glikoz baskılama 

mekanizması K. marxianus maya türünde KmINV1 geni üzerinde gözlenen glikoz 

baskılama mekanizmasından farklıdır.  
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Avrupa Kültür Koleksiyonundan (European Culture Collection, ECC) alınan 13 K. 

marxianus maya suşu kullanılarak yürütülen bir çalışmada farklı karbon kaynaklarının 

kullanımı ve glikoz baskılaması incelenmiştir. Çalışma sonucunda bazı suşlarda aynı 

karbon kaynağına karşı glikoz baskılaması gözlenirken bazı suşlarda gözlenmemiş veya 

farklı karbon kaynağında glikoz baskılaması gözlenmiştir. Bu durum K. marxianus maya 

suşalarında genetik veya metabolik bir özellik için, S. cerevisiae veya K. lactis maya 

türlerinde olduğu gibi, genelleme yapılamayacağını gözlenen özelliğin suş spesifik 

olduğunu göstermiştir. Bu nedenle K. marxianus maya türü içinde farklı suşlarda farklı 

fizyolojik ve genetik cevaplar gözlenmektedir (Lane ve ark., 2011).  

K. marxianus maya suşunda farklı karbon kaynaklarının kullanımında glikoz 

baskılamasının etkisini tespit etmek ve ısı stresinin glikoz baskılamasına etkisini 

belirleyebilmek için yürütülen başka bir çalışmada hekzoz olarak glikoz, galaktoz ve 

mannoz, pentoz olarak arabinoz ve ksiloz (xylose) karbon kaynakları kullanılmıştır. 

Galaktoz, arabinoz ve ksiloz karbon kaynaklarının kullanımı glikoz tarafından 

baskılanırken mannozun kullanımının glikoz tarafından baskılanmadığı görülmüştür. 

Glikoz baskılamasının yüksek sıcaklıkta (45 °C) ve 2-deoxyglucose içeren ortamlarda 

tamamen üremeyi durdurduğu belirlenmiştir. Mannozda ise sıcaklık artışında glikoz 

baskılaması görülmemiştir. Sukroz karbon kaynağında ise kullanılan tüm sıcaklıklarda 

glikoz baskılaması görülmemiştir (Rodrussamee ve ark., 2011).  

S. cerevisiae maya türünde GAL1 geni ve K. lactis maya türünde KlGAL1 geninin 

promoter bölgelerinde Mig1p için bir tane ve Gal4p için 4 tane bağlanma bölgesi 

bulunmaktadır (Rubio-Texeira, 2005). K. marxianus maya suşunda KmGAL1 genininin 

promoter bölgesinde, transkripsiyonun başlama bölgesinden yaklaşık +1Kb uzaklıkta, 

Gal4p bağlanabileceği 5 bağlanma bölgesi bulunmakta ancak KmMig1p için bağlanma 

bölgesi bulunmamaktadır. Yapılan çalışmada KmGAL1 geninin özellikle yüksek sıcaklıkta 

glikoz tarafından baskılanmasının, KmGAL1 geninin bilinen Mig1 proteininin bağlanma 

dizisinden farklı bir diziye bağlanabileceğini ve bu şekilde transkripsiyonu 

baskılayabileceği düşünülmektedir (Rodrussamee ve ark., 2011). KmXYL1 geni glikoz 

baskılanmasından etkilenmekte ancak promoter bölgesinde KmMig1p bağlanma bölgesi 

bulunmamaktadır. KmXYL1 geninin, KmMig1p içermeden farklı bir iz yolu üzerinden 

glikoz baskılaması yaptığı düşünülmektedir (Rodrussamee ve ark., 2011).  

Mannoz ve glikoz karbonhidratları K. marxianus maya suşunda aynı düşük-afiniteli 

glikoz transporter üzerinden taşınmaktadır (Gasnier, 1987). Ksiloz ve arabinoz için K. 
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marxianus maya suşunda tanımlanmış transporter sistemi bulunmamaktadır. S. cerevisiae 

ve Pichia stipitis maya türlerinde tanımlanan glikoz baskılamasına duyarlı hekzoz 

transporterlarına benzer bir sistem tarafından ksiloz ve arabinozun taşınabileceği olasılığı 

önerilmiştir (Rodrussamee ve ark., 2011). Diğer maya türlerinde de ksiloz ve arabinoz 

metabolizmasında glikoz baskılaması ile ilgili genler ve düzenlenmelerine yönelik çalışma 

bulunmamaktadır. 

K. lactis maya türünde HGT1, RAG1, KHT1 ve KHT2 olmak üzere 4 farklı hekzoz 

transporter tanımlanmış ve yapılan mutasyon çalışmalarında bu transporter proteinlerine ek 

olarak başka transporter proteinlerinin olabileceği öne sürülmüştür (Breunig ve ark., 2000). 

RAG1 (Resistance to Antimycin A on Glucose) geninin düşük afiniteli hekzoz transporter 

(Low-affinity glucose transporter) için kodlu olduğu ve diğer RAG genlerinin (RAG4, 

RAG5 ve RAG8) RAG1 geninin regülasyonunda görev aldıkları gösterilmiştir (Goffrini ve 

ark., 1990; Chen ve ark., 1992; Wesolowski-Louvel ve ark., 1992; Prior ve ark., 1993). 

Bazı K. lactis maya suşlarında RAG1 geninin yerine KHT1 ve KHT2 genlerinin aynı görevi 

üstlendiği görülmüştür (Weirich ve ark., 1997). Glikoz baskılamasına hassasiyet maya 

suşunun içerdiği transporter gene göre değişmektedir. KHT1/KHT2 genlerini taşıyan K. 

lactis maya suşları glikoz baskılamasına RAG1 genini taşıyan maya suşlarından daha 

duyarlıdır (Weirich ve ark., 1997). RAG1 ve KHT1/KHT2 genlerinin düzenlenmesi karbon 

kaynağına göre değişmektedir (Billard ve ark., 1996; Chen ve ark., 1992; Milkowski ve 

ark., 2001). Son olarak tanımlanan hekzoz transpoter geni KHT3 olup, bu genin yüksek 

ekspresyonunun snf1 ve lac12 mutant K. lactis maya hücrelerinin galaktozda üremesini 

sağlamıştır (Wiedemuth ve Breunig, 2005). HGT1 (High-affinity Glucose Transporter 1) 

geninin yüksek afiniteli hekzoz transporter için kodlu olduğu ve sürekli ekspres edildiği 

göstrilmiştir (Billard ve ark., 1996). Galaktoz alım kinetiği ile yapılan çalışmalar 

sonrasında K. lactis maya suşunda LAC12 (Lactose Permease 12) genine ilave olarak 

HGT1 geninin de galaktozu transport edebildiği gösterilmiştir. Hgt1p yüksek afiniteli 

galaktoz transporter olarak Lac12p ise düşük afiniteli galaktoz transporter olarak 

belirlenmiştir. Ayrıca HGT1 geninin ekspresyonu galaktoz tarafından indüklenirken glikoz 

baskılamasından etkilenmemektedir (Baruffini ve ark., 2006). 

KHT1/KHT2 (Kluyveromyces Hexose Transporter 1 ve 2) genlerini taşıyan maya 

suşunda laktoz permeaz için kodlu LAC12 geninin ekspresyonunu glikoz varlığında Lac9 

proteini acalığıyla baskılandığı, RAG1/HGT1 genlerini taşıyan maya suşunda LAC12 

geninin bilinmeyen bir mekanizmayla baskılandığı ve RAG1/mutant hgt1 genlerini taşıyan 
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maya suşunda ise LAC12 geninde glikoz baskılamasının olmadığı gözlenmiştir (Suleau ve 

ark., 2006). Bu durum maya suşlarının glikoz varlığında laktozu farklı oranlarda 

kullanabildiğini ve farklı β-galaktozidaz enzim aktivitesi gösterdiğini açıklamaktadır. K. 

lactis maya türünün fizyolojisini ve üremesini kontrol eden mekanizmaların genetik 

regülasyonunda glikozun hücre içine alınmasının en kritik ve en önemli basamak olduğu 

düşünülmektedir. Oldukça az transporter geninin biliniyor olması ve bilinen genlerin farklı 

suşlarda farklı oranlarda ekspres edilmesi oldukça ilginç ve henüz açıklanamayan bir 

durumdur (Suleau ve ark., 2006). Tüm bu çalışmalar K. lactis ve K. marxianus maya 

türlerinin glikoz baskılamasına S. cerevisiae maya türünden daha dirençli olduğunu 

göstermektedir. 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 
3.1. Süt Örneklerinin Toplanması ve Maya İzolasyonu 

Çalışmamızda kullanılan örnekler Çanakkale ilinin yerel pazarlarında satılan yöresel 

süt ve süt ürünlerinden 2011 yılının Haziran ve Temmuz aylarında toplandı. Ürün satıcıları 

Çanakkale merkezine yakın mahalle bazında üreticiler olup köy veya ilçeden gelen 

üreticiler değildir. Ürün satıcıları ve örnek alınan ürünler Çizelge 3.1’de verildi. Peynir 

örneklerinin iç kısmından steril koşullarda 1 gram örnek tartılarak alındı. Örnekler steril 

sodyum sitrat çözeltisi (% 2) içinde homojenize edildikten sonra uygun seyreltmeler 

yapılarak sodyum propiyonat içeren YGC (40 gr/l Yeast Extract Glucose Chloramphenicol 

Agar, % 0.1 (w/v) Sodyum Propionat) petrilerine yayma ekimi yapıldı. İşlenmemiş süt (çiğ 

süt), ayran ve yoğurttan 100 µl örnek alınarak YGC katı besi ortamlarına ekildi. Uygun 

sıcaklıkta (30°C) 2-3 gün inkübe edilen petrilerin koloni sayıları belirlenip farklı morfoloji 

gösteren koloniler öncelikli olmak üzere rastgele maya kolonileri seçilerek glikoz içeren 

YP-D (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 20 gr/l (w/v) Agar, % 2 

Dextrose) katı besi ortamlarına aktarıldı. İşlenmemiş süt, ayran ve yoğurt örneklerinde 

koloni oluşturabilen birim sayıları (Colony Forming Unit) CFU/ml olarak, peynir 

örneklerinde ise CFU/gr olarak hesaplandı. Maya örneklerine kod numaraları verilerek % 

15 gliserol içerisinde -80 °C’de stokları yapıldı.  

 

Çizelge 3.1. Çanakkale yerel pazarında bulunan ürün satıcıları ve alınan örnekler  
 

Ürün Satıcısı (S) Örneklenen Ürün 
S1 Çiğ süt ve peynir 

S2 Çiğ süt ve peynir 

S3 Çiğ süt ve peynir 

S4 Çiğ süt, yoğurt ve ayran 

S5 Çiğ süt, yoğurt ve ayran 

S6 Çiğ süt, yoğurt ve ayran 

S7 Yoğurt ve ayran 

S8 Peynir 

S9 Yoğurt ve ayran 
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3.2. İzole Edilen Maya Örneklerinin Tür Tanımlamaları 

Çalısmamızda izolasyonları yapılan maya türleri öncelikli olarak koloni 

morfolojilerine (renk, şekil, büyüklük v.s.) göre gruplandırıldı. Daha sonra izole edilen 

maya örnekleri YP-Lac (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 20 gr/l 

(w/v) Agar, % 2 Laktoz) besi ortamlarına ekilerek pozitif sonuç veren maya türleri seçildi. 

Yüksek sıcaklığa dayanıklı olan maya türlerini belirlemek için laktoz pozitif maya suşları 

40°C’ de 2-3 gün süreyle YP-D ve YP-Lac üreme ortamlarında inkübe edildi. Üreme 

gösteren maya suşlarının seçimi yapılarak laktoz pozitif ve sıcaklık pozitif maya suşları 

olası K. marxianus maya suşları olarak değerlendirildi. 

Aynı zamanda maya türlerinin tanımlamalarını yapmak için hızlı bir maya tanımlama 

sistemi olan; API ID 32C (Analytical Profile Index) test sistemi (BioMérieux, Fransa) 

kullanıldı. API ID 32C sistemi, bir tane negatif kontrol olmak üzere farklı karbon ve azot 

kaynaklarını içeren (D-Galaktoz, Sakkaroz (sukroz), N-Asetil-glukozamin, Laktik asit, L-

Arabinoz, D-Sellibioz, D-Raffinoz, D-Maltoz, D-Trehaloz, Potasyum 2-Keto-glukonat, 

Metil-α-D-glukopiranosit, D-Mannitol, D-Laktoz, Inositol, D-Sorbitol, D-Ksiloz, D-Riboz, 

Gliserol, L-Rhamnoz, Palatinoz, Erithritol, D-Melibioz, Sodyum Glukuronat, D-Melezitoz, 

Potasyum Glukonat, Levulinik asit (Levulinate), D-Glikoz, L-Sorboz, Glikozamin, 

Siklohekzimit (Actidion) ve Eskulin Ferrik Sitrat) 32 kuyucuktan olusan mikro ölçekli bir 

asimilasyon test sistemidir. Test sonucunda elde edilen pozitif ve negatif sonuçlar 

APIWEB R1.2.1 programında analiz edilerek maya türleri belirlendi.  

API ID 32C tanımlama kiti ile elde edilen sonuçlar klasik yöntemle elde edilen 

sonuçlar ile karşılaştırılarak analizi yapıldı. K. marxianus maya türlerinin çiğ süt, ayran, 

yoğurt ve peynir örneklerine göre dağılımı belirlendi.  

 

3.3. K. marxianus Maya Suşlarının Asimilasyon ve Fermentasyon Testleri 

K. marxianus olarak tanımlanan maya suşlarının ve referans maya suşunun 

(DBVPG-6072/CBS4857 maya suşu; DBVPG maya koleksiyonu, Perugia Üniversitesi- 

İtalya) farklı karbon kaynaklarında fermentasyon testleri ile farklı karbon ve azot 

kaynaklarında asimilasyon testleri yapıldı. Asimilasyon testleri için API ID 32C kit sistemi 

kullanıldı. Fermentasyon sonucu oluşacak gaz (karbondioksit) çıkışını gözlemleyebilmek 

için Durham tüpleri kullanıldı. Üreme ortamının pH değişimini gözlemleyebilmek için 

bromtimol mavisi (0, 8 g/l (w/v)) fermentasyon ortamına ilave edildi.  

Fermentasyon testleri % 2 Glikoz, % 2 Galaktoz, % 2 Laktoz, % 2 Sukroz, % 2 
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Maltoz ve % 2 Gliserol karbon kaynaklarını içeren zengin (YP) üreme ortamlarında 

yapıldı. Durham tüpleri yerleştirilmi ş uygun karbon kaynaklarını ve pH indikatörünü 

içeren 4,5 ml sıvı besi ortamlarına (YP-D, YP-Gal, YP-Lac, YP-Suc, YP-Mal ve YP-G) 

0,5 ml bir gecelik kültürlerden ilave edilerek 28 °C’de 7 gün süre ile inkübe edildi. Maya 

hücresi ilave edilmemiş, indikatörsüz ve karbon kaynağı içermeyen tüpler kontrol olarak 

kullanıldı. Tüpler içindeki gaz çıkışı ve renk değişimleri kontrollerle beraber günlük olarak 

takip edildi ve değişimler kaydedildi (Winn ve ark., 2006; Leboffe ve Pierce, 2006)  

 

3.4. Genomik DNA İzolasyonu 

Genomik DNA izolasyonu için K. marxianus olarak tanımlanan maya suşları ve 

referans maya suşu (DBVPG-6072/CBS4857) kullanıldı. Genomik DNA izolasyonları 

Sherman ve arkadaşlarının genomik DNA izolasyon yöntemi kullanılarak yapıldı 

(Sherman ve ark., 1986). Steril tüplerde toplanan maya hücreleri steril distile su ile 

yıkandıktan sonra, maya hücreleri üzerine 500 µl 1M sorbitol ve 100 µl 0,5 M EDTA ilave 

edildi. Elde edilen hücre süspansiyonu üzerine 30 µl Lyticase (0,391µg/µl) eklenerek 

37°C’ de 2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası hücreler çöktürülerek sıvı kısım atıldı ve 

pellet üzerine 500 µl 50mM Tris, 20 mM EDTA (pH 7,5) eklenerek süspanse edildi. Hücre 

süspansiyonu üzerine 50 µl %10 SDS eklenerek 65°C’ de 30 dakika inkübe edildi. Bu 

aşamadan sonra karışıma 300 µl 5M (pH 5,5) potasyum asetat eklenerek 60 dakika buz 

içerisinde bekletildi. Çöktürme işlemi sonrası supernatant kısmı yeni tüpe transfer edilerek 

üzerine 1:1 hacim izopropanol eklendi. Oda sıcaklığında 5 dakika bekletildikten sonra 20 

dakika santrifüj edildi. Sıvı kısım atılarak üzerine 1ml %70’lik etanol ilave edildi ve 

çöktürüldü. Sıvı kısım atılarak oda sıcaklığında kurutulan tüplere 100 µl TE (pH 7,5) ilave 

edildi. İki kez fenol-kloroform ekstraksiyonu (1:1 hacim) yapıldı. Steril tüplere geçirilen 

sıvı faza 30 µl 3M K, 5M asetat (pH 5,8) eklendikten sonra 200 µl absolute etanol ilave 

edilerek buz içerisinde 5 dakika bekletildi ve çöktürülerek sıvı kısmı atıldı. Tüplere 1 ml 

%70 etanol eklenip çöktürüldü ve sıvı kısım atılarak oda sıcaklığında kurutuldu. Tüpte 

bulunan genomik DNA 100 µl TE (pH 8 ) içinde çözülerek -20 °C’de depolandı. Genomik 

DNA’nın saflığı ve miktarı spektrofotometre (260/280nm) kullanılarak belirlendi. Ayrıca 

5µl genomik DNA % 0, 8’lik (w/v) agaroz jelde görüntülendi.  

 

3.5. ITS1- 5,8S- ITS2 Bölgelerinin Amplifikasyonu 

İzole edilen maya türlerine ait genomik DNA kullanılarak ITS1-5,8 rDNA-ITS2 
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bölgeleri, ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) primerleri kullanılarak daha önceden belirlenen PCR 

şartlarında gerçekleştirildi (White ve ark., 1990). PCR bileşenleri ve konsantrasyonları 

Çizelge 3.2’de verildi. PCR reaksiyonları Çizelge 3.3’te belirtilen sıcaklık ve sürelerde 

BİO-RAD marka Thermal cycler cihazında yapıldı. PCR ürünleri ve Marker 6X yükleme 

tamponu ile karıştırılarak %1’lik (w/v) agaroz jelde 80 dakika (120 voltta) yürütüldü. 

Kullanılan marker haritası Şekil 3.1’de verildi. PCR ürünlerinin resimleri ultraviolet 

transilluminatör (UV) tablasında Olympus C- 5060 marka fotoğraf makinesi ile 

fotoğraflandı. 

 

Çizelge 3.2. PCR bileşenleri ve konsantrasyonları 
 

Bileşen Miktar ( µl) Final konsantrasyon 

Master mix  

(Fermentas, K0171) 

10 pmol/µl forward primer 

10 pmol/µl reverse primer 

Genomik DNA 

Nuclease free-water 

12,5 

 

1 

1 

0,5 

10 

- 

 

10 pmol/µl  

10 pmol/µl 

100 ng 

- 

Toplam hacim 25  

 

Çizelge 3.3. PCR reaksiyon şartları  
 

Reaksiyon aşamaları Sıcaklık (°C) Süre (Dak.) Döngü sayısı 

İlk denatürasyon 

Denatürasyon 

Primerlerin bağlanması 

Uzama 

Sonlanma 

95 

94 

60 

72 

72 

1,5 

2 

1 

2,5 

5 

1 

- 

30 

- 

1 
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Şekil 3. 1. Çalışmada kullanılan marker haritası. 

 

3.6. Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi 

PCR reaksiyon ürünleri, PCR pürifikasyon kiti (Fermentas K0702) kullanılarak 

saflaştırıldıktan sonra farklı restriksiyon enzimleri (Fermentas; HinfI, HaeIII, HhaI, AluI ve 

HpaII) kullanılarak üretici firmanın önerdiği koşullarda restriksiyon kesimleri 

gerçekleştirildi (Çizelge 3.4). Restriksiyon ürünleri ve marker DNA % 2, 5 (w/v) agaroz 

jelde 1XTAE tamponu içinde 120 dakika (120 voltta) yürütüldü. Restriksiyon ürünlerinin 

görüntüleri ultra violet transilluminatör (UV) tablasında Olympus C-5060 marka fotoğraf 

makinesi ile fotoğraflandı. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda elde edilen 

bantların büyüklüğü Gel-Pro Analyzer Version 4.0 programı kullanılarak belirlendi.  

 

Çizelge 3.4. Restriksiyon enzimlerinin kesim işlemi için reaksiyon bileşenleri 
 

Bileşen Miktar ( µl) 

Restriksiyon enzimi 

10X Green buffer 

Kalıp DNA 

Nuclease free-water 

0,5 

1 

5 

8,5 

Toplam hacim 15 
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3.7. Restriksiyon Veri Analizi   

Her bir restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda oluşan bant profilleri bir harf ile 

kodlandı. Bant profillerine göre Bileşik Haplotip (Composite Haplotype) veri dosyası 

oluşturuldu. Her bir populasyon için haplotip çeşitlili ği (Haplotype Diversity) ve haplotip 

frekansı (Haplotype Frequency) hesaplandı (Nei, 1987). Her bir populasyon için nükleotid 

çeşitlili ği (Nucleotide Diversity) haplotipler arasındaki kesim bölgesine göre hesaplandı. 

Populasyonlar arasındaki farklılaşma (Divergency) REAP (Restriction Enzyme Analysis 

Programme) programı kullanılarak belirlendi (McElroy ve ark., 1991). Haplotipler 

kullanılarak köksüz DOLLO parsimoni ağaçları PHYLIP ver. 3.5c programı kullanılarak 

elde edildi (Felsenstein, 1993). Moleküler varyansın dağılımı (AMOVA) farklı düzeylerde 

ARLEQUIN 3.1 programı kullanılarak analiz edildi: populasyon içi, populasyonlar arası 

ve oluşturulan gruplar arası (Schneider ve ark., 1996). Moleküler varyans dağılımı ve FST 

değerleri 1000’lik permütasyon ile istatistiksel olarak değerlendirildi. Bu filogenetik 

analizlerin yorumlanmasında Abant İzzet Baysal Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi 

Biyoloji Bölümü Öğretim Üyesi Doç. Dr. Serap MUTUN yardımcı oldu. 

 

3.8. K. marxianus Maya Suşlarının Hücre Dışı Proteaz, Lipaz ve Üreaz Enzim 

Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi 

 

3.8.1. Hücre dışı proteaz aktivitesi 

K. marxianus maya suşlarının ve referans maya suşunun hücre dışı proteolitik 

aktivitelerinin belirlenmesi için PCA-SM (5,0 g/l (w/v) Peptone from casein, 2,5 g/l (w/v) 

Yeast extract, 1,0 g/l (w/v) Glikoz, 15 g/l (w/v) Agar ve % 50 Skim milk) ve YP-D-SM 

(10 g/l (w/v) Yeast extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone, 10 g/l (w/v) Glikoz, 15 g/l (w/v) 

Agar ve % 50 Skim milk) katı besi ortamları kullanıldı (Koburger, 1972; Nelson ve 

Young, 1986). Glikoz içeren zengin besi ortamında üretilen taze maya kültürlerinden 

hazırlanmış olan katı besi ortamlarına 5µl damlatılarak 30°C’de 15 gün inkübe edildi. 

Maya kolonileri etrafında oluşan transparent bölgenin çapı günlük ölçülerek kaydedildi. İlk 

7 gün sonunda zon oluşturan maya suşlarında yüksek proteolitik aktivite olarak 

değerlendirilerek pozitif sonuç kabul edildi. Daha sonraki günlerde zon oluşumu gözlenen 

maya suşları zayıf proteolitik aktivite gösteren suşlar olarak değerlendirildi. Zon oluşumu 

göstermeyen maya suşlarında ise proteolitik aktivite bulunmadığından negatif olarak 

değerlendirildi. 



BÖLÜM 3 – MATERYAL VE YÖNTEM                                                  Tuğba ÇELİK 

 
 
 

22 
 
 

3.8.2. Hücre dışı lipaz aktivitesi 

K. marxianus maya suşlarının ve standart maya suşunun hücre dışı lipolitik 

aktivitelerinin belirlenmesi için PCA-SM (5,0 g/l (w/v) Peptone from casein, 2,5 g/l (w/v) 

Yeast extract, 1,0 g/l (w/v) Glikoz, 15 g/l (w/v) Agar, 0.01% Kalsiyum klorid ve 0.5 % 

Tween 40) katı besi ortamı kullanıldı (Koburger, 1972). Glikoz içeren zengin besi 

ortamında üretilen taze maya kültürlerinden hazırlanmış olan katı besi ortamlarına 5µl 

damlatılarak 28-30°C’de 15 gün inkübe edildi. Lipolitik aktiviteye sahip maya kolonileri 

etrafında kalsiyum palmitatın çökmesi sonucu oluşan zon pozitif sonuç, 15 gün sonunda 

hala zon oluşumu göstermeyen maya suşlarında ise negatif sonuç olarak değerlendirildi. 

 

3.8.3. Hücre dışı üreaz aktivitesi 

K. marxianus maya suşlarının ve standart maya suşunun hücre dışı üreaz 

aktivitelerinin belirlenmesi için Christensen urea medium (1,0 g/l (w/v) peptone, 1,0 g/l 

(w/v) Glikoz, 5 g/l (w/v) Sodyum klorid, 2 g/l (w/v) Potasyum dihidrojen fosfat, 0,012 g/l 

(w/v) fenol red, 20 g/l (w/v) Agar ve 20 g/l (w/v) Üre) besi ortamı hazırlandı. Filtre 

sterilizasyonu yapılan üre daha sonra besiyerine ilave edilerek besi yerinin pH değeri 6,8’ e 

ayarlandı. (Seeliger, 1956; Difco, 1998; Winn, 2006). Glikoz içeren zengin katı üreme 

ortamında bulunan taze maya hücrelerinin besi yerlerine ekimleri yapılarak 30°C’de 5 gün 

inkübe edildi. Üreme ortamını koyu pembe-kırmızı renge dönüştüren maya suşları üreaz 

aktivitesi pozitif olarak değerlendirilirken renk dönüşümü göstermeyen (sarı-turuncu) besi 

ortamlarındaki maya suşlarında negatif sonuç olarak değerlendirildi. 

 
3.9. K. marxianus Maya Suşlarının İnvertaz ve ββββ-galaktozidaz Enzim Aktivitelerinin 

Kantitatif Olarak Repres–Derepres Şartlarda Belirlenmesi 

K. marxianus maya suşlarının invertaz ve β-galaktozidaz enzim aktivitelerini 

belirleyebilmek için maya hücreleri YP-D (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) 

Bacto-peptone ve % 2 Glikoz) içeren sıvı kültürlerde durağan faza kadar 28-30ºC ve 120 

rpm’de 16-18 saat çalkalamayla üretildi. Daha sonra durağan faz maya kültürlerinden 

repres şartlar için YP-D ve derepres şartlar için YP-G (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l 

(w/v) Bacto-peptone ve % 2 Gliserol) besi ortamlarında taze kültürler başlatılarak 

logaritmik aşamaya (OD600=1,0) kadar üretildi. Sıvı kültürde üretilen maya hücreleri 

santrifüj edilerek toplandı ve 5 ml steril soğuk distile su ile yıkandı. 

Maya hücrelerinin invertaz enzim aktivitesini belirlemek için çöktürülerek toplanan 
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hücreler 50 mM NaOAc pH 5 tampon çözeltisi ile yıkandı. Tekrar çöktürülen hücreler 200 

µl’lik 50mM NaOAc pH 5,2, 2mM PMSF tampon çözeltisinde çözüldü. Bu hücre 

çözeltisinden 50 µl alınıp 200 µ’lik 200mM sukroz çözeltisiyle karıştırılarak 37 ºC‘de 15 

dakika bekletildi. Reaksiyon periyodu sonunda enzim aktivitesi 50 µl, 1M Tris-HCl pH 8,8 

çözeltisi eklenerek durduruldu. Reaksiyon sonucu açığa çıkan glikoz miktarı glikoz 

oksidaz-peroksidaz reaksiyonu (GOD-POD) ile belirlendi. (Rothe ve Lehle, 1998). 

Tekrarlanan deneylerden elde edilen sonuçların ortalamaları enzim aktivitesi sonucu açığa 

çıkan µM glikoz/ dakika/ 100mg kuru ağırlık olarak hesaplandı. Mayaların kuru ağırlığı 

(OD600=1) 0.5 mg olarak alındı (Coons ve ark, 1995).  

Maya hücrelerinin β-galaktozidaz enzim aktivitesini belirlemek için çöktürülerek 

toplanan hücreler 1 ml steril soğuk distile su ile yıkandıktan sonra tekrar çöktürülerek 

toplandı. Toplanan hücreler 200µl’lik permeabilizasyon tampon çözeltisi (20µl saf 

kloroform ve 20 µl 0.1%’lik SDS) içinde süspanse edildi (Guarente, 1983). Hücre 

süspansiyonundan 20- 40 µl Z tampon çözeltisi (16,1 g/l (w/v) disodyum hidrojen fosfat-7 

hidrat, 5,5 g/l (w/v) Sodyum fosfat mono bazik-7 hidrat, 0,75 g/l (w/v) potasyum klörür, 

0,246 g/l magnezyum sülfat-7 hidrat ve 2,7 ml (v/v) β-merkaptoetanol) içeren tüp içine 

transfer edildi. Süspansiyon 28ºC’de 10 dakika inkübe edilerek üzerine 200 µl ONPG ilave 

edilerek zaman kaydedildi. Süspansiyon rengi sarıya döndüğünde reaksiyon 500 µl 1M 

Na2CO3 ilave edilerek durduruldu ve tekrar zaman kaydedildi. Süspansiyonun absorbansı 

420 nm’de belirlendi. Hücre süspansiyonlarındaki protein konsantrasyonları Lowry 

metoduyla belirlendi (Lowry ve ark. 1951). β -galaktozidaz aktiviteleri parçalanan milimol 

ONPG/dakika/mg protein olarak verildi. 

Enzim deneyleri her K. marxianus maya suşu için ikili set olarak üç kez tekrar edildi 

ve ortalamaları alınarak standart sapmaları belirlendi. 

 

3.10. K. marxianus Maya Suşlarının İnvertaz ve İnülinaz Enzim Aktivitelerinin 

Repres–Derepres Şartlarda Belirlenmesi 

Enzimatik aktivitelerine göre seçilen maya suşları ve referans maya suşunun invertaz 

ve inülinaz enzim aktivitelerini belirleyebilmek için maya hücreleri YP-D (10 gr/l (w/v) 

Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone ve % 2 Glikoz) içeren sıvı kültürlerde durağan 

faza kadar 28-30ºC ve 120 rpm’de 16-18 saat çalkalamayla üretildi. Daha sonra durağan 

faz maya kültürlerinden repres şartlar için YP-D (%2 glikoz ve %4 glikoz) ve derepres 

şartlar için YP-G (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 gr/l (w/v) Bacto-peptone ve % 2 
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Gliserol) besi ortamlarında taze kültürler başlatılarak logaritmik aşamaya (OD600=1,0) 

kadar üretildi. Sıvı kültürde üretilen maya hücreleri santrifüj edilerek toplandı. Çöktürülen 

hücreler steril soğuk distile su ile yıkandıktan sonra invertaz ve inülinaz enzim aktiviteleri 

belirlendi. İnvertaz aktiviteleri Bölüm 3’te 9 numaralı konu başlığında verildiği gibi 

yapıldı. 

Maya hücrelerinin inülinaz enzim aktivitelerini belirlemek için Suzuki ve 

arkadaşlarının önerdiği metod bazı değişiklikler yapılarak kullanıldı (Suzuki ve ark., 

1988). Çöktürülerek toplanan maya hücreleri once steril soğuk distile su ile, daha sonra 

50mM NaOAc pH 5 tampon çözeltisi ile yıkandı ve 200µl’lik 50mM NaOAc, 2mM PMSF 

pH 5,2 tampon çözeltisinde homojenize edildi. Bu hücre çözeltisinden 50 µl alınıp 

200µl’lik 200mM sukroz çözeltisiyle karıştırılarak 55 ºC’de 15 dakika ve 30 dakika inkübe 

edildi. Reaksiyon periyodu sonunda enzim aktivitesi 50 µl 1M Tris-HCl pH 8,8 çözeltisi 

eklenerek durduruldu. Reaksiyon sonucu açığa çıkan glikoz miktarı glikoz oksidaz-

peroksidaz reaksiyonu (GOD-POD) ile belirlendi. (Rothe ve Lehle, 1998). Tekrarlanan 

deneylerden elde edilen sonuçların ortalamaları enzim aktivitesi sonucu açığa çıkan µM 

glikoz/dakika/100mg kuru ağırlık olarak hesaplandı. Mayaların kuru ağırlığı (OD600=1) 0.5 

mg olarak alındı (Coons ve ark., 1995).  

Enzim deneyleri her K. marxianus maya suşu için ikili set olarak üç kez tekrar edildi 

ve ortalamaları alınarak standart sapmaları belirlendi. 

 

3.11. K. marxianus Maya Suşlarının Hidrolitik Enzim Profillerinin Belirlenmesi 

K. marxianus maya türlerinin enzim profillerinin saptanabilmesi için kantitatif bir 

yöntem olan; API-ZYM test sistemi (BioMérieux, Fransa) kullanıldı. API-ZYM kit sistemi 

bir tane negatif kontrol olmak üzere içerisinde enzim substratı bulunan 20 kuyucuktan 

oluşmaktadır. API-ZYM test sistemi ile 19 farklı enzimin (Alkalin fosfataz, Esteraz (C 4), 

Esteraz Lipaz (C 8), Lipaz (C 14), Lösin arilamidaz, Valin arilamidaz, Sistin arilamidaz, 

Tripsin, α-kimotripsin, Asit fosfataz, Naftol-AS-BI-fosfohidrolaz, α-galaktozidaz, β-

galaktozidaz, β-glukuronidaz, α-glukozidaz, β-glukosidaz, N-asetil-β-glukozaminidaz, α-

mannosidaz, α-fukosidaz) varlığı hızlı bir şekilde test edilmektedir. API-ZYM test sistemi 

oldukça pahalı bir kit sistemi olduğu için enzimatik aktivitelerine göre seçilen Km5, 

Km38, Km63 ve referans K. marxiaus maya suşları test sisteminde kullanıldı. 

Maya hücrelerinin hücre dışı enzim profilleri zengin (10 gr/l (w/v) Yeast Extract, 20 

gr/l (w/v) Bacto-peptone) ve minimal (1.6 g/l (w/v) Yeast Nitrogen Base, 5.0 g/l (w/v) 
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Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) üreme ortamında iki farklı karbon kaynağında (% 2 

glikoz ve % 2 gliserol) belirlendi. Karbon kaynağı ilave edilmiş uygun besi ortamında 

(YP-D, YP-G, YNB-D ve YNB-G) üretilen sıvı kültürlerden maya hücreleri çöktürülerek 

toplandı ve suspension medium ile tekrar suspense edildi. Bu şekilde elde edilen sabit 

hücre derişimindeki kültür süspansiyonlarından kitteki her bir hücreye 65 µl olacak şekilde 

transfer edilerek 28-30°C’ de 4 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda her bir 

kuyucuğa ZYM A ve ZYM B çözeltileri eklenerek, 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

Kuyucuklarda oluşan renk, test kitleri ile birlikte verilen renk değerlendirme çizelgesine 

göre yorumlanarak, referans maya suşunun ve diğer seçilen K. marxianus maya suşlarının 

enzim profilleri belirlendi. 
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BÖLÜM 4 

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTI ŞMA 

4.1. Süt ve Süt Ürünlerinde Bulunan Maya Yoğunlukları 

Çalışmamızda Çanakkale ilinin yerel pazarlarında kendi ürettikleri süt ve süt 

ürünlerini satan 9 farklı yöre halkından çiğ süt, peynir, yoğurt ve ayran örnekleri alınarak 

laboratuara getirildi. Sodyum propiyonat içeren YGC besi ortamlarına gerekli miktarlarda 

ve uygun seyreltmeler yapılarak ekimleri yapıldı. Üreme ortamında sayılabilir yoğunlukta 

bulunan maya kolonilerinin sayımları yapılarak süt ve süt ürünleri üzerindeki mayaların 

koloni oluşturabilen birim değerleri süt, ayran ve yoğurt için CFU/ml, peynir örnekleri için 

CFU/mg olarak hesaplandı. Tüm üreticilere ve örneklenen ürünlere göre maya 

yoğunlukları Çizelge 4.1’de verildi. Çiğ süt, yoğurt, ayran ve peynir örneklerinde bulunan 

ortalama maya yoğunluğu ise Çizelge 4.2’de verildi. 

İncelenen çiğ süt, yoğurt ve ayran örneklerinde en fazla maya yoğunluğuna S5 

numaralı üreticinin çiğ süt örneğinde (1,5X104 CFU/ml) rastlanırken en düşük maya 

yoğunluğuna S5 ve S6 numaralı üreticilerin yoğurt örneklerinde (102 CFU/ml) rastlandı. 

S4, S7 ve S9 numaralı üreticilerin yoğurt örneklerinde ve S-5 numaralı üreticinin ayran 

örneğinde maya üremesi gözlenmedi. Peynir ürünlerinde ise en düşük maya yoğunluğu 

(103 CFU/gr) S1 numaralı üreticinin örneğinde gözlendi.  

Ortalama maya yoğunluğu 1 mililitre işlenmemiş çiğ süt ve ayranda 102 -104 CFU 

arasında değişirken 1 gram peynirde 10 -102 CFU (104 -105 CFU/mg) olarak bulundu. 

Yoğurt örneklerinde ise ortalama maya yoğunluğunun 102 -103 CFU/ml arasında değiştiği 

görüldü.  

Genel olarak peynir (87 CFU/mg) örneklerinde maya yoğunluğunun oldukça düşük 

olduğu çiğ süt (3500 CFU/ml) örneklerinde ise yüksek olduğu tespit edildi. Ayran (860 

CFU/ml) ve yoğurt (700 CFU/ml) örneklerinde ise maya yoğunluklarının birbirine yakın 

olduğu gözlendi. 
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Çizelge 4.1. Süt ve süt ürünlerinde belirlenen maya yoğunlukları  
 

Ürün Kaynağı Örnek CFU/ml CFU/gr 

S1 
Çiğ süt 2,3X103 - 

Peynir - 103 

S2 
Çiğ süt 3X102 - 

Peynir - 4X104 

S3 
Çiğ süt 4X102 - 

Yoğurt 1,8X103 - 

S4 

Çiğ süt 2X103 - 

Yoğurt 0 - 

Ayran 1,6X103 - 

S5 

Çiğ süt 1,5X104 - 

Yoğurt 102 - 

Ayran 0 - 

S6 

Çiğ süt 5X102 - 

Yoğurt 102 - 

Ayran 7,1X102 - 

S7 
Yoğurt 0 - 

Ayran 6,6X102 - 

S8 Peynir - 2,2X105 

S9 
Yoğurt 0 - 

Ayran 5X102 - 

 

 

Çizelge 4.2. Toplanan örneklerdeki ortalama maya yoğunluğu (Mean CFU) 
 

Örnek CFU/ml CFU/gr 

Çiğ süt 3,5X103 - 

Yoğurt 7X102 - 

Ayran 8,6X102 - 

Peynir - 8,7X104 
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4.2. Tanımlanan Maya Türlerinin Süt ve Süt Ürünlerine Göre Dağılımı 

Örnekleme yapılan 6 farklı çiğ süt örneğinden 110 maya suşu, 3 farklı yoğurt 

örneğinden 30 maya suşu, 4 farklı ayran örneğinden 111 maya suşu ve 3 farklı peynir 

örneğinden 53 maya suşu olmak üzere toplam 304 maya suşu izole edildi. İzole edilen 

maya suşlarının YPD ve YP-Lac üreme ortamlarında 30°C’de ve 40°C’de üreme sonuçları 

Çizelge 4.3’te verildi. Çiğ süt örneklerinde glikoz içeren ortamda 40°C sıcaklıkta 49 maya 

suşu üreme gösterirken 17 maya suşu 30°C’de laktoz içeren ortamda üreme gösterdi. Bu 

maya suşlarından yalnızca 16 tanesinin 40°C sıcaklıkta üreyebildiği belirlendi. Yoğurt 

örneklerinden izole edilen 111 maya suşundan 53 tanesi laktoz içeren ortamda üreme 

gösterirken bunlardan yalnızca 38 tanesi laktoz içeren ortamda 40°C sıcaklıkta üreme 

göstermedi. Yoğurt örneklerinden izole edilen suşlardan 14 tanesinin peynir örneklerinde 

ise 23 maya suşunun hem laktozda hemde 40°C sıcaklıkta ürediği tespit edildi. Laktoz 

içeren ortamda üreme gösterebilen 117 maya suşu ve bunlardan 91 tane izolat 40°C’de 

üreme gösterebildiği için olası K. marxianus maya suşları olarak değerlendirildi.  

 

Çizelge 4.3. İzole edilen maya suşlarının glikoz ve laktoz içeren besi ortamlarında farklı 

sıcaklıklarda üreme testleri  
 

Üreme Koşulları  Çiğ süt Yoğurt  Ayran Peynir Toplam 

YP-Glikoz-30°C 110 30 111 53 304 

YP-Laktoz-30°C 17 14 53 24 108 

YP-Glikoz-40°C 49 18 67 33 167 

YP-Laktoz-40°C 16 14 38 23 91 

 

İzole edilen maya örneklerinin tümü API ID 32C kit sistemi ile tanımlandı. Çiğ süt, 

yoğurt, ayran ve peynir örneklerinde Candida inconspicua, Candida norvegensis, Candida 

lambica, Candia tropicalis, Candida zeylanoides, Candida lipolytica, Candida utilis, 

Candida parapsilosis, Candida famata, Candida colliculosa, Candida pelliculosa, 

Candida lusitaniae, Candida sake, Candida melibiosica, Candida intermedia, Candida 

guilliermondii, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula glutinis, Geotrichum capitatum, 

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis ve K. marxianus olmak üzere toplam 22 

farklı maya türü tanımlandı. Çiğ sütten, yoğurtan, ayrandan ve peynirden izole edilerek 

tanımlanan maya türleri, her türe ait izolat sayısı ve 40°C’de laktoz içeren ortamda üreme 
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gösterebilen maya türleri Çizelge 4.4’te verildi.  

İşlenmemiş süt örneklerinden 11 farklı maya türü, yoğurt örneklerinde 5 farklı maya 

türü, ayran örneklerinde 14 farklı maya türü ve peynir örneklerinde 6 farklı maya türü 

tanımlandı. K. marxianus maya türü tüm süt ve süt ürünlerinde yüksek oranda dağılım 

gösterirken C. zeylanoides ve C. utilis maya türlerinin yalnızca çiğ süt örneklerinde, C. 

colliculosa, C. lusitaniae, C. sake, C. melibiosica, R. glutinis ve G. capitatum maya 

türlerinin yalnızca ayran örneklerinde, C. pelliculosa, C. intermedia ve C. guilliermondii 

maya türlerinin yalnızca peynir örneklerinde dağılım gösterdiği görüldü.  

Çiğ süt örneklerinde C. lipolytica, C. norvegensis ve K. marxianus maya türlerinin 

yoğun olarak bulunduğu görüldü. Tanımlanan C. tropicalis, C. utilis, R. mucilaginosa, K. 

lactis ve K. marxianus maya suşlarının 30°C sıcaklıkta laktozu kullanarak üreyebildikleri, 

C. tropicalis, C. utilis ve K. marxianus maya suşlarının laktoz içeren ortamda 40°C’de 

üreyebildikleri belirlendi. Yoğurt örneklerinde C. parapsilosis ve K. marxianus maya 

türlerinin 30°C sıcaklıkta laktozu hidrolize edebilirken yalnızca K. marxianus maya 

suşlarının 40°C’de laktozu kullanabildiği tespit edildi. Ayran örneklerinde C. parapsilosis 

ve K. marxianus maya türlerinin yoğun olarak bulunduğu, C. famata, C. colliculosa, G. 

capitatum, K. lactis ve K. marxianus maya suşlarının laktozu kullanarak 30°C’de üreme 

gösterirken, 40°C’de yalnızca C. famata, G. capitatum ve K. marxianus maya suşlarının 

laktozu karbon kaynağı olarak kullanabildiği belirlendi. Peynir örneklerinde C. pelliculosa 

maya türünün yoğun olarak bulunurken C. famata ve K. marxianus maya suşlarının 

40°C’de karbon kaynağı olarak laktozu kullanarak üreyebildikleri görüldü. 

İzole edilerek tanımlanan C. inconspicua, C. norvegensis, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. famata, C. utilis, C. lusitaniae, C. sake, C. melibiosica, G. capitatum ve K. 

marxianus maya türleri glikoz içeren ortamda 40°C’de üreme gösterirken C. lambica, C. 

zeylanoides, C. lipolytica, C. colliculosa, C. pelliculosa, C. intermedia, C. guilliermondii, 

R. mucilaginosa, R. glutinis, S. cerevisiae ve K. lactis maya türleri üreme göstermedi. 

Laktozu kullanarak 40°C’de üreme gösterebilen 91 maya suşunun C. famata, G. capitatum, 

K. marxianus ve C. utilis maya türlerine ait olduğu tespit edildi. Bu türler API ID 32C 

analizi öncesi olası K. marxianus maya türleri olarak tespit edilmişti. Analiz sonrasında çiğ 

sütten 15, yoğurttan 14, ayrandan 28 ve peynirden 13 olmak üzere toplam 70 maya suşu K. 

marxianus olarak tanımlandı. 
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Çizelge 4.4. Tanımlanan maya türlerinin süt ve süt ürünlerine göre dağılımı ve izolat 

sayıları  

*Laktoz içeren besi ortamında 40°C’de üreme gösterebilen maya türleri 
 

Maya Türü 
Maya Sayısı 

Çiğ Süt Yoğurt  Ayran Peynir 

Candida inconspicua 4 1 - - 

Candida norvegensis 25 - - - 

Candida lambica 12 12 4 - 

Candia tropicalis 4 1 - - 

Candida zeylanoides 1 - - - 

Candida lipolytica 33 - 10 - 

Candida utilis* 1 - - - 

Candida sake - - 1 - 

Candida famata* - - 1 10 

Candida parapsilosis - 2 18 10 

Candida colliculosa - - 4 - 

Candida lusitaniae - - 8 - 

Candida melibiosica - - 2 - 

Candida pelliculosa - - - 18 

Candida intermedia - - - 1 

Candida guilliermondii - - - 1 

Geotrichum capitatum* - - 9 - 

Rhodotorula mucilaginosa 1 - 6 - 

Rhodotorula glutinis - - 7 - 

Saccharomyces cerevisiae 13 - 12 - 

Kluyveromyces lactis 1 - 1 - 

Kluyveromyces marxianus* 15 14 28 13 

Toplam 110 30 111 53 

 

Genel olarak ayran örneklerinde maya çeşitlili ğinin çiğ süt örneklerine göre daha 

fazla olduğu belirlendi. Çiğ sütteki maya yoğunluğu ayranda belirlenen maya 

yoğunluğundan yaklaşık 5 kat daha yüksek olmasına rağmen maya çeşitlili ğinin ayranda 
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çiğ sütten daha fazla olduğu görüldü. 

Çiğ süt, ayran, yoğurt ve peynir örneklerinden izole edilerek tanımlanan K. 

marxianus maya suşlarının örneklere göre dağılımı ve araştırmanın buradan sonraki 

kısımlarında kullanılacak olan işlem kodları Çizelge 4.5’te verildi.  

 

Çizelge 4.5. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının örneklere göre dağılımı ve kodları 
 

İzole Edildiği Örnek  

(Toplam İzolat Sayısı) 
K. marxianus Maya Suşu Kodu 

Çiğ süt (15) 
Km1, Km2, Km3, Km4, Km7, Km8, Km21, Km22, Km33, 

Km34, Km35, Km38, Km39, Km40, Km41  

Yoğurt (14) 
Km9, Km10, Km11, Km12, Km13, Km69, Km28, Km29, 

Km30, Km31, Km32, Km70, Km37, Km51 

Ayran (28) 

Km14, Km15, Km16, Km17, Km18, Km19, Km20, Km23, 

Km24, Km25, Km26, Km27, Km36, Km42, Km43, Km44, 

Km45, Km46, Km47, Km48, Km49, Km50, Km52, Km53, 

K54, Km55, Km67, Km68 

Peynir (13) 
Km5, Km6, Km56, Km57, Km58, Km59, Km60, Km61, 

Km62, Km63, Km64, Km65, Km66 

 

4.3. K. marxianus Maya Suşlarının Asimilasyon ve Fermentasyon Testleri 

K. marxianus olarak tanımlanan maya suşlarının ve referans maya suşunun (Kontrol, 

K) % 2 Glikoz, % 2 Galaktoz, % 2 Laktoz, % 2 Sukroz, % 2 Maltoz ve % 2 Gliserol 

karbon kaynaklarını içeren zengin (YP) besi ortamında fermentasyon testleri yapıldı. 

Glikoz, galaktoz ve sukroz sonuçları Çizelge 4.6’da, laktoz ve gliserol sonuçları Çizelge 

4.7’de verildi. Fermentasyon sırasında oluşan organik asitler ve karbondioksit üreme 

ortamın pH değerini değiştirmektedir. Karbondioksit çıkışını tespit edebilmek için 

kullanılan Durham tüplerine ilave olarak pH indikatörü olan Bromtimol mavisi de üreme 

ortamına ilave edildi. Bromtimol mavisi ortamın pH değeri asidik olduğunda sarı bazik 

olduğunda ise koyu mavi renge dönüştürmektedir.  

Çalışmamızda üreme ortamının sarı renge dönüşümü ve Durham tüpleri içindeki gaz 

birikimi fermentasyon pozitif, ortamın maviye dönmesi ve gaz birikimi gözlenmemesi 

fermentasyon negatif olarak değerlendirildi. Fermentasyon hızı yüksek olan maya 
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suşlarında daha kısa sürede renk değişimi ve gaz birikimi gözlendi. Çizelgelerde maya 

suşlarının fermentasyon süreleri, 24 saat içinde sonuç verenler ‘++++’, 2-3 gün sonunda 

sonuç verenler ‘+++’, 4-5 gün içinde sonuç verenler ‘++’, 6-7 gün sonunda sonuç verenler 

‘+’ ve fermentasyon yapamayanlar ise ‘-‘ olarak tanımlandı. 

 

Çizelge 4.6. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının glikoz, galaktoz ve sukroz içeren 

zengin üreme ortamında fermentasyon testleri 
 

Karbon 
Kaynağı K. marxianus Maya Suşu Fermentasyon 

Süresi 

Glikoz 
Tüm K. marxianus maya suşları  
(Km1-Km70) 

++++ 

Galaktoz 

Km1, Km5, Km6, Km7, Km9, Km10, 
Km11, Km13, Km14, Km16, Km17, 
Km18, Km19, Km20, Km21, Km22, 
Km23, Km24, Km25, Km26, Km27, 
Km28, Km29, Km30, Km31, Km32, 
Km33, Km34, Km35, Km36, Km37, 
Km38, Km39, Km40, Km41, Km42, 
Km43, Km44, Km45, Km46, Km47, 
Km48, Km49, Km50, Km51, Km52, 
Km53, Km54, Km62, Km65, Km66, 
Km70 

++++ 

Km8, Km15, Km55, Km56, Km57, Km58, 
Km59, Km61, Km63, Km67 +++ 

Km3, Km4, Km64 ++ 
Km68 + 
Km2, Km12, Km60, Km69,  - 

Sukroz 

Km1, Km2, Km5, Km6, Km7, Km8, Km9, 
Km10, Km11, Km13, Km14, Km15, 
Km16, Km17, Km18, Km19, Km20, 
Km21, Km22, Km23, Km24, Km25, 
Km26, Km27, Km28, Km29, Km30, 
Km31, Km32, Km33, Km34, Km35, 
Km36, Km37, Km38, Km39, Km40, 
Km41, Km42, Km43, Km44, Km45, 
Km47, Km48, Km49, Km50, Km51, 
Km52, Km53, Km54, Km55, Km56, 
Km57, Km58, Km59, Km61, Km64,  
Km66, Km67 

++++ 

Km3, Km4, Km12, Km46, Km60, Km62, 
Km63, Km65, Km69 +++ 

Km70 ++ 
Km68 - 
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Çizelge 4.7. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının laktoz ve gliserol içeren zengin 

üreme ortamında fermentasyon testleri 
 

Karbon 
Kaynağı K. marxianus Maya Suşu Fermentasyon 

Süresi 

Laktoz 

Km1, Km2, Km3, Km4, Km9, Km10, 
Km11, Km13, Km14, Km15, Km16, 
Km17, Km18, Km21, Km22, Km23, 
Km24, Km25, Km26, Km27, Km28, 
Km29, Km30, Km31, Km32, Km33, 
Km34, Km35, Km36, Km37, Km38, 
Km39, Km40, Km41, Km42, Km43, 
Km44, Km45, Km47, Km48, Km49, 
Km50, Km51, Km52, Km53, Km54, 
Km55, Km56, Km57, Km58, Km59, 
Km60, Km61, Km62, Km63, Km65, 
Km66 

++++ 

Km5, Km6, Km7, Km20, Km64 +++ 
Km8, Km46, Km67  ++ 
Km12, Km19, Km68, Km69, Km70 - 

Gliserol 

Km12, Km17, Km43, Km69 ++++ 
Km11, Km67 +++ 
Km1, Km2, Km4, Km5, Km6, Km7, Km8, 
Km13, Km15, Km16, Km19, Km21, 
Km22, Km23, Km24, Km42, Km44, 
Km45, Km46, Km55, Km56, Km58, 
Km59, Km60, Km63, Km64, Km65, 
Km68 

++ 

Km3, Km9, Km18, Km20, Km25, Km38, 
Km48 

+ 

Km10, Km14, Km26, Km27, Km28, 
Km29, Km30, Km31, Km32, Km33, 
Km34, Km35, Km36, Km37, Km39, 
Km40, Km41, Km47, Km49, Km50, 
Km51, Km52, Km53, Km54, Km57, 
Km61, Km62, Km66, Km70 

- 

 

Asimilasyon testleri API ID 32C kit sistemi kullanılarak belirlendi ve elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.8 ve Çizelge 4.9’da verildi. Kullanılan kit sistemi ile D-Galaktoz, D-

Sakkaroz, N-Asetil-glukozamin, Laktik asit, L-Arabinoz, D-Sellibioz, D-Raffinoz, D-

Maltoz, D-Trehaloz, Potasyum 2-Keto-glukonat, Metil-α-D-glukopiranosit, D-Mannitol, 

D-Laktoz, Inositol, D-Sorbitol, D-Ksiloz, D-Riboz, Gliserol, L-Rhamnoz, Palatinoz, D-

Melibioz, Sodyum Glukuronat, D-Melezitose, Potasyum Glukonat, Levülinik asit 

(Levülinat), D-Glukoz, L-Sorboz, Glukozamin, Siklohekzin (Aktidion) ve Eskulin ferrik 
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sitrat olmak üzere farklı karbonhidrat ve azot kaynaklarının kullanımını belirlemektedir.  

 

Çizelge 4.8. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının farklı karbon ve azot kaynaklarında 

asimilasyon testleri-1 
 

Karbon ve Azot Kaynağı K. marxianus Maya Suşu Asimilasyon Sonucu 

D-Glukoz  

Tüm K. marxianus maya suşları + 

D-Galaktoz  

D-Sakkaroz 

D-Laktoz 

D-Raffinoz 

D-Maltoz 

Tüm K. marxianus maya suşları - 

D-Trehaloz 

D-Sellibioz 

2-Keto-glukonat 

Metil-α-D-glukopiranosit 

Inositol 

L-Rhamnoz,  

Palatinoz 

Eritritol 

D-Melibioz  

Glukuronat 

D-Melezitoz 

Glukonat 

Levülinat 

L-Sorboz 
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Çizelge 4.9. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının farklı karbon ve azot kaynaklarında 

asimilasyon testleri-2  
 

Karbon ve Azot 
Kaynağı K. marxianus Maya Suşu Asimilasyon 

Sonucu 

N-Asetil-glikozamin 
Km9, Km12, Km59, Km68, Km69 + 

Diğer K. marxianus suşları - 

Laktik asit 
Diğer K. marxianus suşları + 

Km56, Km57, Km58 - 

L-Arabinoz 
Km1, Km2, Km33,  + 

Diğer K. marxianus suşları - 

D-Mannitol 

Km1, Km3, Km4, Km10, Km12, Km13, 

Km17, Km18, Km33, Km34, Km29, Km35, 

Km39, Km59, Km60, Km61, Km62, Km63, 

Km64, Km65, Km66, Km67 

+ 

Diğer K. marxianus suşları - 

D-Sorbitol 
Diğer K. marxianus suşları + 

Km9, Km34, Km68 - 

D-Ksiloz 
Diğer K. marxianus suşları + 

Km3, Km4, Km17, Km34,  - 

D-Riboz 
Km13, Km22, Km14, Km38, Km36 + 

Diğer K. marxianus suşları - 

Gliserol 

Km2, Km3, Km4, Km5, Km6, Km7, Km8, 

Km12, Km13, Km17, Km22, Km37, Km38 
+ 

Diğer K. marxianus suşları - 

Glikozamin 
Km2, Km9, Km68, Km69 + 

Diğer K. marxianus suşları - 

 

Tüm K. marxianus maya suşlarının D-Glikozu, D-Galaktozu, D-Sukrozu, D-

Laktozu ve D-Rafinozu kullanarak üreyebilirken D-Maltozu, D-Trehalozu, D-Sellibiozu, 

2-Keto-glukonatı, Metil-α-D-glikozidi, İnositolü, Ramnozu, Palatinozu, Eritritolü, D-

Melibiozu, Glukuronatı, D-Melezitozu, Potasyum Glukonatı, Levülinatı ve L-Sorbozu 
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asimile edemediği görüldü. K. marxianus maya suşlarının %95’inin N-Asetil-glikozamini, 

D-Ribozu ve L-Arabinozu, %58’inin Gliserolü ve %69’unun D-Mannitolü asimile 

edemediği belirlendi. Maya suşlarının %95’inin ise Laktik asiti, D-Sorbitolü ve D-Ksilozu 

asimile ettiği tespit edildi. Tüm K. marxianus maya suşlarının glikozu hem asimile hem de 

fermente edebildiği belirlendi. 

 

4.4. K. marxianus Maya Türünden Genomik DNA İzolasyonu ve Amplifikasyonu  

K. marxianus maya hücrelerinden genomik DNA izolasyonu yapılarak DNA’nın 

saflığı ve miktarı spektrofotometrik (A260/A280) yöntemle tespit edildi. ITS bölgesinin 

(ITS1-5,8rDNA-ITS2) amplifikasyonu için ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 

ve ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) primerleri kullanıldı. K. marxianus 

referans maya suşuna ve diğer izole edilen maya suşlarına ait PCR sonuçları ise Şekil 4.1, 

Şekil 4.2, Şekil 4.3 ve Şekil 4.4’te verildi. Km67, Km68, Km69 ve Km70 maya suşları 

hariç diğer tüm izole edilen maya suşlarında ve referans maya suşunda yaklaşık 700 baz 

çifti uzunluğunda DNA bölgesinin amplifike olduğu belirlendi. Km67, Km68 ve Km69 

maya suşlarında yaklaşık 450 baz çifti, Km70 maya suşunda ise yaklaşık 850 baz çifti 

uzunluğunda DNA bölgesinin amplifike olduğu belirlendi.  

Km67, Km68, Km69 ve Km70 maya suşları kullanılan kit sistemi ile %98 K. 

marxianus olarak tanımlanmıştı. Fermentasyon testlerinde özellikle karbon kaynağı olarak 

laktoz kullanıldığında Km68, Km69 ve Km70 maya suşlarının negatif sonuç verdiği, 

Km67 maya suşunun ise oldukça uzun sürede fermentasyon (++) yapabildiği görülmüştü. 

Ayrıca Km68 maya suşunun sukrozu, Km69 maya suşunun galaktozu ve Km67 maya 

suşunun maltozu fermente edemediği belirlenmişti. Fermentasyon testleri ve son olarak 

PCR sonuçlarına göre bu dört maya suşunun K. marxianus maya türü olmadıklarına karar 

verilerek daha sonraki çalışmalardabu maya suşları kullanılmadı.  
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4.5. Restriksiyon Kesim Profilleri 

Amplifikasyon sonrası 66 K. marxianus maya suşlarının ve referans maya suşunun 

ITS bölgesi PCR ürünleri HaeIII, HhaI (CfoI), HinfI, HpaII (MspI) ve AluI restriksiyon 

enzimleri ile kesildi.  

K. marxianus maya suşlarının HaeIII enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.5 (Km1-

Km4 arasındaki suşlar), Şekil 4.6 (Km5 ile Km22 arasındaki suşlar), Şekil 4.7 (Km23 ile 

Km40 arasındaki suşlar), Şekil 4.8 (Km41 ile Km58 arasındaki suşlar) ve Şekil 4.9’da 

(Km59 ile Km66 arasındaki suşlar) verildi.  

K. marxianus maya suşlarının HhaI (CfoI) enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.10 

(Km1-Km4 arasındaki suşlar), Şekil 4.11 (Km5-Km22 arasındaki suşlar), Şekil 4.12 

(Km23-Km40 arasındaki suşlar), Şekil 4.13 (Km41-Km58 arasındaki suşlar) ve Şekil 

4.14’de (Km59-Km66 arasındaki suşlar) verildi.  

K. marxianus maya suşlarının HinfI enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.15 (Km1-

Km4 arasındaki suşlar), Şekil 4.16 (Km5-Km12 arasındaki suşlar), Şekil 4.17 (Km13-

Km30 arasındaki suşlar), Şekil 4.18 (Km31-Km48 arasındaki suşlar) ve Şekil 4.19’da 

(Km49-Km66 arasındaki suşlar) verildi.  

K. marxianus maya suşlarının HpaII (MspI)) enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.20 

(Km1-Km4 arasındaki suşlar), Şekil 4.21 (Km5-Km12 arasındaki suşlar), Şekil 4.22 

(Km13-Km30 arasındaki suşlar), Şekil 4.23 (Km31-Km48 arasındaki suşlar) ve Şekil 

4.24’te (Km49-Km66 arasındaki suşlar) verildi. 

K. marxianus maya suşlarının Alu I enzimi ile kesim sonuçları Şekil 4.25 (Km1-

Km18 arasındaki suşlar), Şekil 4.26 (Km19-Km36 arasındaki suşlar), Şekil 4.27 (Km37-

Km54 arasındaki suşlar) ve Şekil 4.28’de (Km55-Km66 arasındaki suşlar) verildi. K. 

marxianus referans maya suşunun restriksiyon enzimleri ile kesim sonuçları Şekil 4.29’da 

verildi. 

K. marxianus maya suşlarının HaeIII, HhaI (CfoI), HinfI, HpaII (MspI) ve AluI 

restriksiyon kesimi sonucu elde edilen bantların büyüklüğü hesaplanarak Çizelge 4.10’da 

verildi.  

Tüm K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinde HaeIII ve HhaI 

enzimleri için tek kesim profili gösterdiğinden dolayı ve HpaII kesim bölgesi bulunmaması 

nedeniyle HpaII, HaeIII ve HhaI enzim kesimlerinde polimorfizm gözlenmedi. HinfI ve 

AluI kesimleri ise iyi bir diskriminasyon gösterdiğinden polimorfizm tespit edildi. Farklı 
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profilleri içeren restriksiyon kesim sonuçları toplu olarak Şekil 4.30’da verildi. 

Referans maya suşu AluI kesimi sonrasında diğer izole edilen K. marxianus maya 

suşlarından farklı restriksiyon profili gösterdi. AluI kesimi sonrasında 400 bç-175 bç-120bç 

olmak üzere 3 DNA parçasına ilave olarak yaklaşık 500 bç uzunluğunda bir DNA parçası 

gözlenmiştir.  

 

 

  
 

Şekil 4.5. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin HaeIII enzimi ile 

kesim sonuçları (Km1-Km4). 
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Şekil 4.9. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin HaeIII enzimi ile 

kesim sonuçları (Km59-Km66). 

 

 
 

Şekil 4.10. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin HhaI (CfoI) enzimi 

ile kesim sonuçları (Km1 Km4). 
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Şekil 4.14. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin HhaI (CfoI) enzimi 

ile kesim sonuçları (Km59-Km66). 

 

 

 
 

Şekil 4.15. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin Hinf I enzimi ile 

kesim sonuçları (Km1-Km4). 
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Şekil 4.16. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin Hinf I enzimi ile 

kesim sonuçları (Km5-Km12). 
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Şekil 4.20. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin HpaII (MspI) 

enzimi ile kesim sonuçları (Km1-Km4). 

 

 
 

Şekil 4.21. K. marxianus maya suşlarının ITS bölgesi PCR ürünlerinin HpaII (MspI) 

enzimi ile kesim sonuçları (Km5-Km12). 
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4.6. Restriksiyon Bant Profilleri ve Veri Analizleri 

Her bir restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda oluşan bant profillerinin her biri bir 

harf ile kodlanarak Çizelge 4.11’de verildi. Örneklenen süt ürünlerinden izole edilen maya 

türleri toplam iki farklı profil (Profil A ve Profil B) gösterirken kullanılan referans maya 

suşunun farklı bir profil (Profil C) oluşturduğu gözlendi. Bu nedenle daha sonraki 

analizlerde referans maya suşuda kullanıldı. Bileşik Haplotip (Composite haplotype) 

tablosu ve çalışılan her bir populasyonda (süt ve süt ürününde) bulunan haplotiplerin 

frekansı Çizelge 4.12’te verildi. En yaygın (frekansı en yüksek) olan haplotip Tip 1 

(AAAA) olup tüm populasyonlarda (çiğ süt, yoğurt, ayran ve peynir) ve 63 bireyde 

bulundu. Frekansı en düşük (en az yaygın) haplotip Tip 2 (AABB) olup yalnızca 2 

populasyonda (Çiğ süt ve ayran) ve 3 bireyde bulundu.  

 
Çizelge 4.11. Restriksiyon kesimi sonrası oluşan bant profilleri 
 

 HaeIII HhaI HinfI AluI 

PCR ürünü ~ 720 bp ~ 720 bp ~ 720 bp ~ 720 bp 
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Çizelge 4.12. Bileşik Haplotipler ve K. marxianus maya populasyonunda bulunan 

haplotiplerin frekansı. (Bileşik haplotipler 4 restriksiyon enziminin kesimi sonucu 

oluşturulan profillere göre belirlenmiş olup restriksiyon enzimlerinin sırası HaeIII, HhaI, 

HinfI ve AluI şeklindedir.) 
 

Haplotip Bileşik Haplotip Çi ğ süt Yoğurt Ayran Peynir 

Tip 1 AAAA 13 12 25 13 

Tip 2 AABB 2 0 1 0 

Tip 3 

(Kontrol) 
AAAC 1 0 0 0 

Örnek Sayısı - 16 12 26 13 

 

Populasyon içi haplotip çeşitlili ği ve nükleotid çeşitlili ği Çizelge 4.13’te verildi. 

Haplotip çeşitlili ği en fazla (0,3417±0,14031) çiğ süt örneklerinin maya populasyonunda 

bulunurken en düşük ayran örneklerinde (0,0769±0,06975) tespit edildi. Nükleotit 

çeşitlili ği en fazla çiğ süt popülasyonunda (0,017054) en az ise ayran populasyonunda 

(0,005265) görüldü. Yoğurt ve peynir örneklerinde haplotip ve nükleotid çeşitlili ği 

saptanmadı. Süt ve süt ürünlerinde ortalama haplotip çeşitlili ği (Average Haplotype 

Diversity, AHD) 0,1046±0,00654 olarak ve nükleotid çeşitlili ği (Average Nucleotide 

Diversity, AND) 0,005580±0,0000162 olarak hesaplandı. 

REAP (Restriction Enzyme Analysis Programme) programı kullanılarak her bir 

populasyon için hesaplanan populasyonlar arası nükleotid çeşitlili ği ve genetik farklılaşma 

Çizelge 4.14’te verildi. Nükleotid çeşitlili ği (Nucleotide diversity) en yüksek çiğ süt ve 

ayran populasyonları arasında (0,011079) görüldü. Ayran ile yoğurt populasyonları ve 

ayran ile peynir populasyonları arasındaki nükleotid çeşitlili ği aynı olup oldukça düşük 

(0,002632) hesaplandı. En yüksek nükleotid farklılaşma değeri (0,000582) çiğ süt ile 

yoğurt populasyonu ve çiğ süt ile peynir populasyonları arasında bulundu. En düşük 

farklılaşma (0,000080) ise çiğ süt populasyonu ile ayran populasyonu arasında tespit 

edildi.  
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Bu nedenle genetik farklılaşma yalnızca yoğurt ve peynir maya populasyonları ile çiğ 

süt maya populasyonu arasında bulundu. Populasyonlar arası ortalama nükleotid çeşitlili ği 

0,005760±0,0000034 ve nükleotid farklılaşma değeri 0,000181±0,0 olarak tespit edildi.  

 

Çizelge 4.13. Populasyon içi haplotip ve nükleotit çeşitlili ğinin ortalaması ve standart 

hatası (Mean±SE) 
 

Populasyon 
Haplotip Çeşitlili ği 

(Haplotype Diversity) 

Nükleotit Çeşitlili ği 

(Nucleotide Diversity) 

Çiğ Süt 0,3417±0,14031 0,017054 

Yoğurt 0,0000±0,0000 0,00000 

Ayran 0,0769±0,06975 0,005265 

Peynir 0,0000±0,0000 0,00000 

Ortalama 0,1046±0,00657 0,005580±0,0000162 

 

Çizelge 4.14. K. marxianus maya populasyonları arasındaki nükleotid çeşitlili ği (pair-wise 

nucleotide diversity) (üst diagonal) ve genetik farklılaşma (nucleotide divergence) (alt 

diagonal) 
 

 Çiğ Süt Yoğurt Ayran Peynir 

Çiğ Süt  0,009108 0,011079 0,009108 

Yoğurt 0,000582  0,002632 0,000000 

Ayran 0,000080 0,000000  0,002632 

Peynir 0,000582 0,000000 0,000000  

Ortalama Nükleotid Çeşitlili ği 

Ortalama Nükleotid Farklılaşması 

0,005760±0,0000034 

0,000181±0,0000000 
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4.7. Filogenetik Analiz Sonuçları 

Restriksiyon kesimleri sonucu oluşturulan K.marxianus maya türüne ait haplotip veri 

dosyası PHYLIP ver.3.5c programında (Phylogenetic Inference Package, version 3.5c) 

DOLLO ağacı oluşturmak üzere kullanıldı. Elde edilen köksüz DOLLO ağacı Şekil 

4.31’de verildi. Tip 2 (AABB) monofiletik bir ‘cluster’ oluşturan Tip 1 (AAAA) ve Tip 3’e 

(AAAC) göre daha ‘basal’ durumda bulundu.  

Tip 2 haplotipi taşıyan bireyler ağırlıklı olarak süt ve ayran örneklerinden izole 

edildi. Tip 1 haplotipini taşıyan bireyler çiğ süt, yoğurt, ayran ve peynir örneklerinden 

izole edilirken, Tip 3 haplotipini oluşturan tek birey çalışmada referans maya suşu olarak 

kullanılan K.marxianus oldu. Elde edilen sonuçlara göre çiğ sütteki K.marxianus maya 

populasyonlarının diğer örneklere dağılımında en önemli kaynak oluşturduğu belirlendi. 

Süt ve süt ürünlerinden izole edilen K. marxianus haplotipleri göz önüne alınarak 

Grup 1 (Çiğ süt maya populasyonunun bireyleri), Grup 2 (yoğurt ve ayran maya 

populasyonlarının bireyleri) ve Grup 3 (peynir pouplasyonunun bireyleri) olmak üzere 3 

grup oluşturuldu ve AMOVA (Analysis of Molecular Variance) analizleri yapıldı (Weir ve 

Cockerham, 1984; Excoffier ve ark., 1992; Weir, 1996). Referans maya suşu farklı profil 

(Tip 3) oluşturduğu için süt örnekleri içinde gruplandırıldı. Elde edilen sonuçlar Çizelge 

4.15’te verildi.  

Yapılan analizlerde genetik varyansın % 97’si populasyon içinde ve istatiksel olarak 

önemli (FST: 0,02435, significant, p<0.01) bulundu. Gruplar arası arasında genetik 

varyansın (FCT= %7; p<0.01) yine istatistiksel olarak önemli olduğu bulundu. Bununla 

birlikte populasyonlar arasında istatistiksel olarak önemli herhangi bir farklılaşma (FSC= 

negatif değer; p>0.5) gözlenmedi.  

 

 
 

Şekil 4.31. K.marxianus  haplotiplerinin köksüz Dollo parsimoni ağacı. 

 



BÖLÜM 4 – ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTI ŞMA                    Tuğba ÇELİK  

 
 
 

68 
 
 

 

 

 

 

 

 

Ç
iz

el
ge

 4
.1

5. 
K

. m
ar

xi
an

us
 m

ay
a 

po
pu

la
sy

on
la

rı
n

ın
 A

M
O

V
A

 a
na

liz
i (

*1
0

00
 p

er
m

üt
as

yo
n 

so
nr

as
ı 

P
 <

 0
.0

1;
 V

a,
 V

b,
 v

e 
V

c 
bi

rle
şi

k 
ko

va
ry

an
s 

  k
om

po
ne

nt
le

ri 
(A

ss
oc

ia
te

 C
ov

a
ria

nc
e 

C
om

po
ne

nt
s)

) 
 



BÖLÜM 4 – ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTI ŞMA                    Tuğba ÇELİK  

 
 
 

69 
 
 

4.8. K. marxianus Maya Suşlarının Hücre Dışı Proteaz, Lipaz ve Üreaz Enzim 

Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi 

K. marxianus maya suşlarının ve standart maya suşunun hücre dışı proteolitik 

aktivitelerinin kalitatif olarak belirlenmesi için substrat olarak skim milk kullanıldı. Maya 

kolonileri etrafında oluşan transparent bölgenin çapı günlük ölçülerek kaydedildi. 7 gün 

sonunda zon oluşturan maya suşları yüksek proteolitik aktiviteye (++) ve daha sonraki 

günlerde zon oluşumu gözlenen maya suşları zayıf proteolitik aktiviteye (+) sahip maya 

suşları olarak değerlendirildi. 15 gün sonunda zon oluşumu göstermeyen maya suşlarının 

ise proteolitik aktiviteye sahip olmadığı (-) belirlenerek elde edilen sonuçlar Çizelge 4. 

16’da verildi. K. marxianus maya suşlarının % 3’ünde yüksek proteolitik aktivite, % 

32’sinde düşük proteolitik aktivite gözlenirken % 65’inde aktivite gözlenmedi. 

Maya suşlarının lipaz aktivitesini belirleyebilmek için substrat olarak Tween 40 

(Polyoxyethylene sorbitan monopalmitate) kullanıldı elde edilen sonuçlar Çizelge 16’da 

verildi. İzole edilen tüm K. marxianus maya suşlarında lipaz aktivitesine rastlanmadı.  

Maya suşlarının üreaz aktivitesini belirleyebilmek için substrat olarak üre kullanıldı 

ve sonuçlar Çizelge 16’da verildi. Üreme ortamına ilave edilen pH indikatörü (fenol red) 

sayesinde, üreme ortamının orijinal sarı-turuncu rengini koyu pembe-kırmızıya dönüştüren 

maya suşlarında üreaz aktivitesi pozitif olarak değerlendirildi. Renk dönüşümü 

bulunmayan besi ortamlarındaki maya suşlarında üreaz aktivitesi negatif sonuç olarak 

değerlendirildi. K. marxianus maya suşlarının % 6’sında üreaz aktivitesi gözlenirken, % 

94’ünde üreaz aktivitesi gözlenmedi.  

Referans maya suşunda proteaz ve lipaz aktivitesi gözlenmezken üreaz aktivitesi 

tespit edildi. 
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Çizelge 4. 16. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının ve referans maya suşunun 

proteaz, lipaz ve üreaz aktiviteleri 

 

K. marxianus Maya Suşu 

Proteaz 

Aktivitesi 

(% oranı) 

Lipaz 

Aktivitesi 

(% oranı) 

Üreaz 

Aktivitesi 

(% oranı) 

Km23, Km24 
++ 

(% 3) 
- - 

Km1, Km4, Km9, Km17, 

Km20, Km25, Km26, 

Km27, Km29, Km32, 

Km36, Km37, Km40, 

Km42, Km43, Km44, 

Km46, Km47, Km56, 

Km58, Km59 

+ 

(% 32) 
- - 

Km12, Km28, Km31, 

Km48, Kontrol 
- - 

+ 

(% 6) 

Km2, Km3, Km5, Km6, 

Km7, Km8, Km10, Km11, 

Km13, Km14, Km15, 

Km16, Km18, Km19, 

Km21, Km22, Km30, 

Km33, Km34, Km35, 

Km38, Km39, Km41, 

Km45, Km49, Km50, 

Km51, Km52, Km53, 

Km54, Km55, Km57, 

Km60, Km61, Km62, 

Km63, Km64, Km65, 

Km66  

- 

(% 65) 
- 

- 

(% 94) 
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4.9. Maya Türlerinin Repres ve Derepres Şartlarda İnvertaz ve β-galaktozidaz 

Enzim Aktiviteleri 

K. marxianus maya suşlarının invertaz ve β-galaktozidaz enzim aktivitelerini 

belirleyebilmek için maya hücreleri YPD içeren sıvı kültürlerde bir gece üretilerek repres 

şartlar için %2 glikoz ve derepres şartlar için %2 gliserol içeren üreme ortamlarına 

aktarıldı. Logaritmik aşamaya kadar üretilen kültürlerden invertaz ve β-galaktozidaz enzim 

aktivitesi belirlendi. İnvertaz enzim aktivitesi açığa çıkan µM glikoz/dakika/100mg kuru 

ağırlık olarak hesaplandı. Mayaların kuru ağırlığı (OD600=1) 0.5 mg olarak alındı. β-

galaktozidaz enzim aktiviteleri parçalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak verildi. 

Hücre süspansiyonlarındaki protein konsantrasyonları Lowry metoduyla belirlendi (Lowry 

ve ark., 1951).  

Repres ve derepres şartlar için elde edilen invertaz enzim aktiviteleri Çizelge 4.17, 

Çizelge 4.18 ve Çizelge 4.19’da verildi. Genel olarak tüm izole edilen K. marxianus maya 

suşlarında invertaz enzim aktivitesinin yüksek olduğu gözlenirken 9 maya suşunda (Km17, 

Km23, Km24, Km25, Km26, Km29, Km36, Km37 ve Km42) repres ve derepres şartlarda 

belirlenen enzim aktivitelerinin (R: 16,9 U–48,7 U; DR: 44,7 U-75,6 U) diğer maya 

suşlarından daha düşük oranda olduğu bulundu. Km13, Km15, Km22, Km30, Km54, 

Km57, Km61, Km62 ve Km66 maya suşlarında repres ve derepres şartlarda çok yüksek 

invertaz aktivitesi (1000 U üzerinde) gözlenirken glikoz baskılamasının oldukça düşük 

olduğu belirlendi. Km2, Km3, Km4, Km6, Km7, Km8, Km13, Km15, Km17, Km18, 

Km21, Km22, Km23, Km28, Km29, Km31, Km32, Km36,, Km37, Km39, Km44, Km47, 

Km48, Km52, Km53, Km54, Km57, Km58, Km61, Km62, Km63, Km64, Km65 ve 

kontrol maya suşlarında 2 ile 10 kat arasında glikoz baskılaması gözlenirken Km24, Km25, 

Km26, Km30, Km42 ve Km66 maya suşlarında glikoz baskılamasının iki kattan daha az 

olduğu tespit edildi. Km1, Km5, Km9, Km10, Km11, Km12, Km14, Km16, Km19, Km20, 

Km38, Km45, Km46, Km49, Km50, Km51, Km55 ve Km56 maya suşlarında glikoz 

baskılamasının 20 kattan daha fazla olduğu gözlendi. Km27, Km33, Km34, Km35, Km40, 

Km41, Km43, Km59 ve Km60 maya suşlarında ise invertaz enzim aktivitesi bulunmasına 

rağmen glikoz baskılamasının olmadığı görüldü. 

Maya suşları arasında invertaz enziminin dolayısıyla ilgili geninin glikoz tarafından 

baskılanması değişken olmakla beraber glikozun tek başına baskılamayı 

gerçekleştiremediği tespit edildi.  
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Çizelge 4. 17. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının (Km1-Km30) repres ve derepres 

şartlarda invertaz enzim aktiviteleri 

*Enzim Aktivitesi: Açığa çıkan µM glikoz/dakika/100mg kuru ağırlık olarak verilmiştir. 

**  Tüm K. marxianus maya suşlarının invertaz enzim aktiviteleri için Standart hatası (SD) 

%12’nin altında olduğu için çizelgede ayrıca belirtilmemiştir. 

 

K. marxianus 

Maya Suşu 

Enzim Aktivitesi* ( ±SD**) 

Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol) 

Km1 78,6 4126,1 
Km2 512,6 3897,5 
Km3 625,3 1425,3 
Km4 512,8 1785,4 
Km5 227,3 5450,2 
Km6 449,1 2560,6 
Km7 468,8 3556,2 
Km8 627,1 2495,6 
Km9 81,4 2456,6 
Km10 61,6 2517,0 
Km11 20,2 3028,6 
Km12 67,5 2296,6 
Km13 1054,9 2461,6 
Km14 88,9 5007,6 
Km15 1447,4 3728,9 
Km16 34,8 2598,2 
Km17 18,6 50,4 
Km18 972,3 3909,8 
Km19 50,1 2879,1 
Km20 65,1 3025,1 
Km21 675,1 3525,8 
Km22 1027,1 2537,3 
Km23 41,1 75,6 
Km24 30,6 47,5 
Km25 48,7 75,3 
Km26 44,4 68,1 
Km27 3598,5 2685,9 
Km28 734,3 1362,5 
Km29 29,6 63,3 
Km30 2290,8 3148,8 
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Çizelge 4. 18. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının (Km31-Km60) repres ve derepres 

şartlarda invertaz enzim aktiviteleri 

*Enzim Aktivitesi: Açığa çıkan µM glikoz/dakika/100mg kuru ağırlık olarak verilmiştir. 

**  Tüm K. marxianus maya suşlarının invertaz enzim aktiviteleri için Standart hatası (SD) 

%12’nin altında olduğu için çizelgede ayrıca belirtilmemiştir. 

 

K. marxianus 

Maya Suşu 

Enzim Aktivitesi* ( ±SD**) 

Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol) 

Km31 196,9 649,9 
Km32 202,46 1163,8 
Km33 335,8 43,4 
Km34 196,1 56,9 
Km35 281,8 47,4 
Km36 16,9 65,9 
Km37 36,8 50,2 
Km38 168,3 4971,4 
Km39 479,1 2659,2 
Km40 134,2 54,4 
Km41 268,6 42,2 
Km42 32,8 44,7 
Km43 225,2 57,8 
Km44 778,1 3877,2 
Km45 120,2 4071,8 
Km46 86,9 5539,9 
Km47 394,3 2786,7 
Km48 459,3 4262,6 
Km49 154,3 5195,5 
Km50 134,5 6082,6 
Km51 161,3 4801,1 
Km52 719,1 4032,0 
Km53 574,6 2460,7 
Km54 1221,5 4770,3 
Km55 240,8 4102,8 
Km56 192,2 4336,9 
Km57 1590,4 3749,9 
Km58 583,2 4489,8 
Km59 3927,2 3957,5 
Km60 4041,9 4002,9 
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Çizelge 4. 19. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının (Km61-Km66) ve referans maya 

suşunun repres ve derepres şartlarda invertaz enzim aktiviteleri  

*Enzim Aktivitesi: Açığa çıkan µM glikoz/dakika/100mg kuru ağırlık olarak verilmiştir. 

**  Tüm K. marxianus maya suşlarının invertaz enzim aktiviteleri için Standart hatası (SD) 

%12’nin altında olduğu için çizelgede ayrıca belirtilmemiştir. 

 

K. marxianus 

Maya Suşu 

Enzim Aktivitesi*( ±SD**) 

Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol) 

Km61 4098,3 8088,0 

Km62 4454,1 8121,7 

Km63 806,2 3807,3 

Km64 403,8 4075,9 

Km65 860,1 4303,0 

Km66 3980,9 4362,8 

Kontrol 518,0 4137,2 

 

 

İzole edilen K. marxianus maya suşlarının ve referans maya suşunun repres ve 

derepres şartlarda belirlenen β-galaktozidaz enzim aktiviteleri Çizelge 4.20, Çizelge 

4.21 ve Çizelge 4.22’de verildi. K. marxianus maya suşlarının repres ve derepres 

şartlarda β-galaktozidaz enzim aktiviteleri, invertaz enzim aktivitelerine göre daha 

düşük olup Km1, Km3, Km4, Km23, Km33, Km35 ve Km63 maya suşlarında glikoz 

baskılaması görülmedi. Diğer maya suşlarında 2 ile 6 kat arasında glikoz baskılaması 

gözlenirken referans maya suşunda yaklaşık 40 kat glikoz baskılaması tespit edildi. 

Km39, Km44, Km46, Km48 ve Km65 maya suşlarında derepres şartlarda 1000 U üzeri 

enzim aktivitesine rastlandı.  
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Çizelge 4.20. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının (Km1-Km30) repres ve derepres 

şartlarda β-galaktozidaz enzim aktiviteleri  

*Enzim Aktivitesi: Parçalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiştir.  

**  Tüm K. marxianus maya suşlarının invertaz enzim aktiviteleri için Standart hatası (SD) 

%6,5’in altında olduğu için çizelgede ayrıca belirtilmemiştir. 

 

K. marxianus 

Maya Suşu 

Enzim Aktivitesi* (SD**) 

Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol) 

Km1 60,4 67,9 
Km2 92,8 583,8 
Km3 51,7 29,8 
Km4 176,2 97,4 
Km5 25,7 58,0 
Km6 39,5 42,1 
Km7 18,9 262,6 
Km8 120,4 842,4 
Km9 120,4 544,8 
Km10 104,7 688,2 
Km11 97,5 536,2 
Km12 137,3 386,4 
Km13 61,3 265,2 
Km14 71,0 574,2 
Km15 131,6 170,8 
Km16 47,4 368,0 
Km17 18,0 69,0 
Km18 152,4 384,8 
Km19 75,0 154,7 
Km20 69,2 438,1 
Km21 38,9 186,0 
Km22 102,5 42,2 
Km23 123,3 121,9 
Km24 53,4 168,3 
Km25 104,0 244,2 
Km26 100,9 146,2 
Km27 125,8 349,8 
Km28 11,2 104,6 
Km29 35,8 93,4 
Km30 51,9 102,2 
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Çizelge 4.21. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının (Km31-Km60) repres ve derepres 

şartlarda β-galaktozidaz enzim aktiviteleri  

*Enzim Aktivitesi: Parçalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiştir.  

**  Tüm K. marxianus maya suşlarının invertaz enzim aktiviteleri için Standart hatası (SD) 

%6,5’in altında olduğu için çizelgede ayrıca belirtilmemiştir. 

 

K. marxianus 

Maya Suşu 

Enzim Aktivitesi* (SD**) 

Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol) 

Km31 11,3 36,5 
Km32 21,3 75,8 
Km33 57,4 61,5 
Km34 19,4 338,4 
Km35 131,5 62,8 
Km36 71,4 197,4 
Km37 84,1 199,8 
Km38 99,6 184,5 
Km39 199,0 1096,7 
Km40 148,3 343,7 
Km41 82,2 334,9 
Km42 109,5 240,9 
Km43 22,1 243,1 
Km44 99,8 1033,1 
Km45 110,1 599,1 
Km46 56,6 1173,6 
Km47 60,7 805,5 
Km48 35,7 1237,0 
Km49 62,5 898,7 
Km50 44,5 194,3 
Km51 78,8 904,4 
Km52 49,2 434,4 
Km53 119,6 180,3 
Km54 57,4 561,3 
Km55 115,5 992,1 
Km56 40,1 970,9 
Km57 70,3 764,2 
Km58 79,5 747,2 
Km59 94,2 505,2 
Km60 100,6 991,2 
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Çizelge 4.22. İzole edilen K. marxianus maya suşlarının (Km61-Km66) ve referans maya 

suşunun repres ve derepres şartlarda β-galaktozidaz enzim aktiviteleri  

*Enzim Aktivitesi: Parçalanan mM ONPG/dakika/mg protein olarak verilmiştir.  

**  Tüm K. marxianus maya suşlarının invertaz enzim aktiviteleri için Standart hatası (SD) 

%6,5’in altında olduğu için çizelgede ayrıca belirtilmemiştir. 

 

K. marxianus 

Maya Suşu 

Enzim Aktivitesi*( ±SD**) 

Repres (%2 Glikoz) Derepres (%2 Gliserol) 

Km61 95,5 650,9 

Km62 249,3 688,0 

Km63 723,5 466,8 

Km64 68,2 900,0 

Km65 114,3 1223,9 

Km66 95,9 430,7 

Kontrol 4,0 167,3 

 

4.10. Maya Türlerinin Repres ve Derepres Şartlarda İnvertaz ve İnülinaz Enzim 

Aktiviteleri 

Elde edilen invertaz enzim aktivitesi sonuçlarına göre yüksek invertaz aktivitesine 

sahip ve farklı oranlarda glikoz baskılamasına uğrayan Km5 ve Km38 (25-30 kat glikoz 

baskılaması), Km44, Km63 ve Km65 (3-5 kat glikoz baskılaması) maya suşları ile referans 

maya suşu invertaz ve inülinaz enzim aktivitelerini belirlemek için seçildi. Seçilen K. 

marxianus maya suşlarının zengin üreme ortamında repres (% 2 glikoz) ve derepres (% 2 

gliserol) şartlarda enzim aktiviteleri belirlenerek Çizelge 4.23’te verildi. İnülinaz 

aktivitesini belirlemek için 55 ºC’de 15 dakika ve 30 dakika inkübasyon sonrası elde edilen 

değerler Çizelge 4.23’te verildi. Yüksek glikoz konsantrasyonunun invertaz enzim 

aktivitesine etkisini belirlemek için %4 glikoz konsantrasyonunda invertaz aktivitesi ve 

inülinaz aktivitesi ölçüldü. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.23’te verildi. 
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İnvertaz enzim aktivitesinin tüm maya suşlarında 5 ile 30 kat arasında baskılandığı 

gözlendi. Glikoz konsantrasyonu iki katına çıkarıldığında Km5 maya suşunda glikoz 

baskılamasının yaklaşık iki kat azaldığı, Km44, Km63 ve Km65 maya suşlarında tersine 

yaklaşık iki kat arttığı, Km38 maya suşunda ise fazla değişikli ğin olmadığı gözlendi. 

Referans maya suşunda ise artan glikoz konsantrasyonunda baskılamanın yaklaşık 23 kat 

arttığı gözlendi.  

Km44, Km63 ve Km65 maya suşlarının inülinaz enzim aktivitesinde glikoz 

baskılaması gözlenmezken diğer suşlarda 2 ile 9 kat arasında baskılama gözlendi. Ancak 

bu baskılamanın oldukça az olduğu belirlendi. Glikoz konsantrasyonu iki katına 

çıkarıldığında Km38 suşu hariç tüm suşlarda baskılamada artış gözlendi. Km38 maya 

suşunda ise değişiklik gözlenmedi. İnülinaz aktivitesinde inkübasyon süresi arttığında (30 

dakika) enzim aktivitesinin repres ve derepres şartlarda değişik oranlarda azaldığı 

belirlendi. 

 

4.11. K. marxinaus Maya Türünün Hidrolitik Enzim Profilinin Belirlenmesi 

API-ZYM test sistemi oldukça pahalı bir kit sistemi olduğu için izole edilen tüm K. 

marxiaus maya türleri bu test sisteminde analiz edilmedi. Repres ve derepres şartlarda 

Km44, Km63 ve Km65 maya suşlarının invertaz ve inülinaz enzim aktiviteleri benzer 

olduğundan Km65 maya suşu hidrolitik enzim aktivitesinin belirlenmesi için seçildi. 

Ayrıca Km5, Km38 ve referans maya suşları API-ZYM test siteminde kullanıldı. Maya 

suşları %2 glikoz ve %2 Gliserol içeren zengin ve minimal besi ortamında üretilerek 

hidrolitik enzim aktiviteleri belirlendi. Km5 maya suşu için elde edilen sonuçlar Şekil 

4.32’de, Km38 için elde edilen sonuçlar Şekil 4.33’de, Km63 için elde edilen sonuçlar 

Şekil 4.34’te ve referans maya suşu için elde edilen sonuçlar Şekil 4.35’te verildi. 

Kuyucuklarda oluşan renk, test kitleri ile birlikte verilen renk değerlendirme çizelgesine 

göre yorumlanarak maya suşlarına ait enzim profilleri Çizelge 4.24’te verildi. 

Tüm maya suşlarında Lipaz (C 14), Tripsin, α-galaktozidaz, β-glukuronidaz, α-

glukosidaz, N-asetil-β-glukozaminidaz, α-mannosidaz ve α-fukosidaz enzim aktiviteleri 

gözlenmedi. Esteraz (C 4), Esteraz Lipaz (C 8) ve Sistin arilamidaz enzim aktiviteleri ise 

oldukça düşük (1-2) bulundu. Lösin arilamidaz enzim aktivitesinin tüm besi ortamlarında 

ve maya suşlarında çok yüksek (5) olduğu görüldü.  
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Şekil 4.32. K. marxianus maya suşunun (Km5) repres ve derepres şartlarda zengin ve 

minimal üreme ortamında enzim aktiviteleri. 
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Şekil 4.33. K. marxianus maya suşunun (Km38) repres ve derepres şartlarda zengin ve 

minimal üreme ortamında enzim aktiviteleri. 
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Şekil 4.34. K. marxianus maya suşunun (Km63) repres ve derepres şartlarda zengin ve 

minimal üreme ortamında enzim aktiviteleri. 
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Şekil 4.35. Referans K. marxianus maya suşunun repres ve derepres şartlarda zengin 

ve minimal üreme ortamında enzim aktiviteleri. 
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Valin arilamidaz aktivitesi tüm maya suşlarında ve besi ortamlarında görüldü. Enzim 

aktivitesinin glikoz içeren zengin üreme ortamında Km38 ve Km63 maya suşlarında 

yüksek (4) olurken minimal üreme ortamında enzim aktivitesinin oldukça azaldığı 

belirlendi. Km5 maya suşunda enzim aktivitesi minimal üreme ortamında (1) zengin üreme 

ortamından (2) daha düşük olduğu görüldü. Tüm maya suşlarında Naftol-AS-BI-

fosfohidrolaz enzim aktivitesi gözlenirken en yüksek enzim aktivitesi glikoz içeren üreme 

ortamlarında Km38 (5) maya suşunda gözlendi. Km5 (4) ve referans maya suşunda (4) 

glikoz içeren, Km38 (4) ve referans maya suşunda (4) gliserol içeren zengin üreme 

ortamlarında enzim aktivitesi tespit edildi. Genel olarak gliserol içeren minimal üreme 

ortamında enzim aktivitesinin oldukça düştüğü ve Km38 maya suşunda olmadığı tespit 

edildi. 

Tüm maya suşlarının alkalin fosfataz ve asit fosfataz aktivitelerinde glikoz 

baskılaması görülmedi. En yüksek alkalin fosfataz aktivitesine Km63 (5) ve referans maya 

(5) suşlarında glikoz içeren zengin üreme ortamında, Km5 maya suşunda (5) ise gliserol 

içeren minimal üreme ortamında rastlandı. Genel olarak gliserol içeren üreme ortamlarında 

asit fosfataz aktivitesi azalırken en yüksek enzim aktiviteleri referans maya suşunda (5) 

YP-D üreme ortamında ve Km38 (5) maya suşunda YNB-D üreme ortamında belirlendi 

Tüm maya suşlarının oldukça yüksek -galaktozidaz enzim aktivitesine sahip 

oldukları tespit edildi. Referans maya suşunda repres ve derepres şartlarda zengin ve 

minimal üreme ortamında -galaktozidaz enzim aktivitesi çok yüksek (5) tespit edilirken 

glikoz baskılamasının olmadığı gözlendi. Benzer şekilde Km38 ve Km63 maya suşlarında 

zengin üreme ortamında glikoz baskılaması görülmedi. Minimal üreme ortamında Km65 

maya suşunun azda olsa enzim aktivitesi baskılanırken Km38 maya suşunda baskılanma 

gözlenmedi. Km5 maya suşunda her iki üreme ortamında da glikoz baskılaması 

gözlenirken özellikle minimal üreme ortamında -galaktozidaz enzim aktivitesinin 

tamamen baskılandığı belirlendi. 

Referans maya suşunun tüm üreme ortamlarında oldukça yüksek -glikozidaz enzim 

aktivitesine sahip olduğu ve glikoz baskılamasına uğradığı belirlendi. Km5 maya suşunda 

zengin üreme ortamında glikoz baskılaması gözlenirken minimal üreme ortamında 

baskılama görülmedi. Tersine Km63 maya suşunda ise minimal üreme ortamında 

baskılama gözlenirken zengin üreme ortamında baskılamanın olmadığı belirlendi. Km 

maya suşunda zengin üreme ortamında glikoz baskılamasına uğramayan oldukça düşük 
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enzim aktivitesi belirlenirken minimal üreme ortamında enzim aktivitesi görülmedi. 

API-ZYM enzim aktiviteleri izole edilen maya suşlarında ve kontrol maya suşunda 

tespit edilen enzim aktivitelerinin maya suşları arasında değişkenlik göstermekte olduğu, 

glikoz baskılamasının maya suşuna ve hücrenin fizyolojik şartlarına göre değişkenlik 

gösterdiği görülmüştür. 
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BÖLÜM 5 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda Çanakkale ilinin yerel pazarlarında kendi ürettikleri süt ve süt 

ürünlerini satan 9 farklı üreticiden çiğ süt, yoğurt, ayran ve peynir örneklerinden maya 

izolasyonu yapılmıştır. Toplanan örnekler içerisinde en fazla maya yoğunluğuna çiğ süt 

örneklerinde rastlanırken en düşük maya yoğunluğuna peynir örneklerinde rastlanmıştır. 

Çiğ süt örneklerinin işlenmemiş örnekler olmasından dolayı maya yoğunluğunun yüksek 

çıkması beklenen bir sonuçtur. Peynir örnekleri ise kaynatılarak steril edilen sütten 

yapıldığı için maya yoğunluğunun düşük çıkması doğaldır. Örnekleme yapılan ürünlerden 

304 maya izole edilerek tanımlaması gerçekleştirilmi ştir. Ağırlıklı olarak Candida sp. 

cinsine ait C. inconspicua, C. norvegensis, C. lambica, C. tropicalis, C. zeylanoides, C. 

lipolytica, C. utilis, C. parapsilosis, C. famata, C. colliculosa, C. pelliculosa, C. lusitaniae, 

C. sake, C. melibiosica, C. intermedia ve C. guilliermondii olmak üzere 16 maya türü, R. 

mucilaginosa, R. glutinis, G. capitatum, S. cerevisiae, K. lactis ve K. marxianus olmak 

üzere toplam 22 farklı maya türü tanımlanmıştır. K. marxianus maya türünün tüm süt ve 

süt ürünlerinde yüksek oranda dağılım gösterdiği belirlenmiştir.  

Çiğ sütteki maya yoğunluğunun ayranda belirlenen maya yoğunluğundan daha 

yüksek olmasına rağmen maya çeşitlili ğinin ayranda daha fazla olduğu belirlenmiştir. 

Ayranın işlenmiş sütten üretildiği ve laktoz şekeri içeriğinin sütten daha düşük olması göz 

önüne alındığında bu durum beklenen bir sonuç değildir. Yöre üreticileri çiğ sütü günlük 

olarak ayranı ise daha önce yapılan 1 veya 2 günlük yoğurttan hazırlayarak pazara 

getirmektedirler. Haziran ve temmuz aylarında hava sıcaklıklarının yüksekliği de göz 

önüne alındığında yaklaşık 48 saatlik zaman farklı maya türlerinin oluşması için yeterli bir 

süredir. Yoğurt örneklerinde tespit edilen C. lambica, C. parapsilosis ve K. marxianus 

maya türlerinin ayranda da bulunması bu olasılığı desteklemektedir. 

Laktozu kullanabilen ve 40°C’de üreme gösterebilen C. famata, C. utilis ve G. 

capitatum maya türleri API ID 32C analizi öncesi muhtemel K. marxianus maya türleri 

olarak tespit edilmesine rağmen analiz sonrası bu örneklerin K. marxianus maya türleri 

olmadığı tespit edilmişti. Bu durum klasik yöntemlerde yanlış tanımlama olasılığının 

oldukça yüksek olduğunu göstermektedir. Analiz sonuçlarına göre en fazla ayrandan 

olmak üzere toplam 70 maya örneği K. marxianus olarak tanımlanmıştır. Tanımlanan tüm 

K. marxianus maya suşları glikozu hem asimile hem de fermente edebilmektedir. Ancak 

maya suşlarının tümü galaktozu, sukrozu ve laktozu kullanabilmesine rağmen bir kısmı 
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fermente edebilmektedir. Ayrıca maya suşlarının yaklaşık olarak yarısının gliserolu karbon 

kaynağı olarak kullanamadığı ve fermente edemediği, laktoz ve galaktoz 

fermentasyonlarının ise tüm K. marxianus suşlarında pozitif olmadığı belirlenmiştir. Bu 

durum K. marxianus olarak tanımlanan maya suşlarının metabolizmaları arasında 

farklılıklar olduğunu göstermektedir. K. lactis ve K. marxianus maya türleri 

Kluyveromyces sp. cinsinde bulunan diğer maya türlerinden ve diğer non-Saccharomyces 

maya türlerinden laktozu kullanabilme özellikleri ile ayırt edilirler. Özellikle K. marxianus 

maya türü yüksek sıcaklıklarda dahi respiro-fermentatif maya türü olarak bilinmektedir. 

Ancak izole edilen bazı suşların (Km12, Km19, Km68, Km69 ve Km70) laktozu fermente 

edemediği görülmüştür. Bu suşların K. marxianus olmama ihtimali yüksektir. Yapılan bir 

çalışmada K. lactis olarak tanımlanan çoğu maya suşunun yapılan moleküler tanımlama 

sonrasında K. marxianus maya suşları olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca aynı çalışmada K. 

marxinaus maya suşlarının maltoz, melezitoz ve α-metil-glikoziti asimile edemediği 

belirtilerek tür tanımlamalarında moleküler yöntemlerin kullanımının gerekliliği 

gösterilmiştir (Naumova ve ark., 2012). Araştırmamızda izole edilen ve K. marxianus 

olarak tanımlanan 70 maya suşunun maltoz, melezitoz ve α-metil-glikoziti asimile 

edemediği tespit edilmiştir. Bu maya suşlarının ITS bölgeleri moleküler tanımlama için 

kullanılarak K. marxianus olarak tanımlanan tüm maya suşlarının moleküler tanımlaması 

yapılmıştır. ITS bölgesi PCR sonuçlarına göre Km68, Km69 ve Km70 maya suşlarının K. 

marxianus maya suşları olmadığı görülmüştür. Fermentasyon sonuçlarına göre Km68, 

Km69 ve Km70 maya suşlarının laktozu fermente edemediği tespit edilmişti. Moleküler 

tanımlama sonrası bu suşların farklı maya türleri olduğu belirlenmiştir. Bununla birlikte 

fermentasyon sonuçlarında Km12 ve Km69 maya suşlarının laktozu fermente edemediği 

gözlenmesine rağmen bu suşların K. marxianus türler oldukları moleküler tanımlama 

sonrasında doğrulanmıştır. Km67 maya suşu ise tüm testlerde pozitif sonuç vermesine 

rağmen moleküler tanımlama sonrasında K.marxianus maya türü olmadığı görülmüştür. 

Moleküler tanımlama sonrasında Km67, Km68, Km69 ve Km70 maya suşlarının maltoz, 

melezitoz ve α-metil-glikoziti asimile edememesine rağmen K. marxianus maya türleri 

olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca bu maya suşları K. lactis maya türünede ait değillerdir. 

Tüm bu sonuçlar tanımlanan maya suşlarının kesinlikle moleküler yöntemlerle 

doğrulanması gerekliliğini bir kez daha göstermektedir. 

K. marxianus ve K. lactis maya türlerinin 5,8S –ITS rDNA bölgesinin PCR ile 

çoğaltılması sonucu elde edilen parça büyüklükleri (720 bp-740 bp) yaklaşık olarak aynıdır 
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(Kurtzman, 2003). Bu nedenle elde edilen K. marxianus türlerinin PCR sonuçlarına göre 

K. lactis olma ihtimali vardır. Fakat yapılan bir çalışmada 740 bp büyüklüğündeki PCR 

ürününün HinfI restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda K. lactis maya suşunda 

290+180+120+80+65 bp olmak üzere 5 DNA parçası, K. marxianus maya suşunda 

240+185+120+80+65+50 bp olmak üzere 6 DNA parçası verdiği bulunmuştur (Esteve-

Zarzoso ve ark., 1999). Ancak başka bir çalışmada kullanılan K. lactis maya suşu ile K. 

marxianus maya suşlarının 240+185+120+80+65+50 bp olmak üzere aynı restriksiyon 

profiline sahip olduğu görülmüştür (Querol ve ark., 1998). Çalışmamızda izole ettiğimiz K. 

marxianus maya suşlarında, Km3, Km4 ve Km17 maya suşları hariç, 260+180+110+65 bp 

uzunluğunda 4 DNA parçası gözlenmiştir. PCR ürününün büyüklüğü yakaşık 720 bp olup 

kesim sonrası DNA parçalarının toplamı 615 baz çiftidir ve toplamda 105 bp 

büyüklüğünde DNA parçası gözlenememiştir. Benzer durum referans K. marxianus maya 

suşunda da tespit edilmiştir. Eksik olan baz çiftlerinin 50 baz çiftinden daha küçük 

parçalara kesilerek agaroz jelde görüntülenememiş olabir. Ayrıca 65 bp uzunluğunda 

gözlenen band bölgesi yaklaşık eşit uzunlukta ikinci bir band içeriyor olabilir, veya 110 bp 

uzunluğunda band bölgesi yine benzer şekilde ikinci bir DNA parçası içeriyor olabilir. Bu 

durumun netlik kazanabilmesi için farklı profil gösteren maya suşlarının Polyacrylamide 

gel electrophoresis (PAGE) ile tespit edilmesi gereklidir. 

Yapılan başka bir çalışmada K. marxinaus maya türü ile K. lactis maya türünün RsaI 

restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda oluşan bant profillerinin farklı olduğu 

bulunmuştur. K. lactis maya suşunda RsaI kesim bölgesi bulunmadığı için 740 bp 

uzunluğunda tek DNAparçası (PCR ürünü) gözlenirken K. marxianus maya suşunda 

660+80 bp olmak üzere 2 DNA parçası belirlenmiştir (Querol ve ark., 1998). Diğer bir 

çalışmada ise K lactis ve K. marxianus maya suşlarının moleküler karakterizasyonu 

HindIII  restriksiyon enzim sonuçlarına göre belirlenmiştir. Seçilen referans K. lactis maya 

türünde HindIII  restriksiyon kesim bölgesi bulunmazken seçilen referans K. marxianus 

maya türünde bir tane bulunmaktadır (Naumova ve ark., 2012). Bu nedenle ileride 

yapacağımız yayın çalışmaları için izole edilen K. marxianus maya suşlarının RsaI ve 

HindIII  restriksiyon profillerinin belirlenmesi uygun olacaktır.  

Referans maya suşunun ITS bölgesinin PCR ürününün AluI restriksiyon enzimi ile 

kesimi sonrasında 500 bç uzunluğunda bir band daha gözlenmiştir. Kullanılan DNA’nın 

saf olmaması veya kullanılan enzimin saf olmaması enzimin yeterince çalışamayarak 

parsiyel kesim yapmasına neden olabilir. PCR sonrası yapılan pürifikasyon işlemi 
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nedeniyle amplifike edilen DNA saftır. AluI enziminin gerek üretici firmanın sunduğu 

güvence ile gerekse diğer suşlarda enzimin olumlu çalışması nedeniyle parsiyel kesime 

sebep olabileceği düşünülmemektedir. DNA bölgesinde gözlenen metilasyonlarında yine 

parsiyel kesime neden olması muhtemeldir. Metilasyon 400bç ile 120 bç arasındaki AluI 

kesim bölgesinde gerçekleşmişse bu bölgede parsiyel kesim gerçekleşerek yaklaşık 500 bç 

uzunluğunda kesilmemiş bir DNA parçası oluşturabilir. Ancak bu durumda 175 bç-120bç 

arasındaki kesim bölgesinde de gerçekleşecek parsiyel kesim sonrasında yaklaşık 275-330 

bç uzunluğunda bir DNA parçasının daha açığa çıkması gerekirdi. Bu nedenle gözlenen 

500 bç uzunluğundaki DNA parçasının mutasyon nedeniyle kesim bölgesinin 

tanınamasından dolayı bu DNA parçası gözlenmiş olabilir. ITS bölgesi çok tekrarlı 

dizilerden oluştuğundan ve korunmamış bölgeleri içerdiğinden kopyalardan bir kısmında 

bu durum gözlenirken bir kısmında gözlenmemiş ve iki farklı band gözlenmesine neden 

olabilir. Aynı maya suşunda dahi tekrarlar içerisindeki mutasyonların her tekrar içinde aynı 

oranda ve bölgede gerçekleşmediğini göstermektedir. Bu durum intraspesifik polimorfism 

veya ITS heterogenity olarak tanımlanmış ve daha önce birkaç fungal tür için rapor 

edilmiştir (O’Donnell ve Cigelnik, 1997; Okabe ve ark., 2001; Wang ve Yao, 2005). 

Kluyveromyces cinsi içinde bulunan türlerin değişik moleküler yöntemler 

kullanılarak yapılan tanımlama çalışmaları sonunda türler arasında çok fazla yakınlık 

olduğu gözlenmiştir (Naumov, 1988; Fuson ve ark., 1987; Sidenberg ve Lachance, 1983; 

Viljoen ve ark., 1989; Lehmann ve ark., 1992; Belloch ve ark. 1997; Molnar ve ar., 1996). 

Bu durum özellikle biyoteknolojik öneme sahip K. lactis ve K. marxianus maya türlerinin 

tanımlanmasında problemlere neden olmaktadır. K.lactis maya türünün genom dizisini 

belirleme çalışmaları tamamlanmıştır (Bolotin-Fukuhara ve ark., 2000; Dujon ve ark., 

2004). K. marxianus maya türünün genom dizisini belirleme çalışmaları devam etmekte 

olup dizilemeler tamamlandığında yeni moleküler markerların belirlenmesiyle türlerin 

tanımlamaları sağlıklı olarak yapılacaktır (Llorente ve ark., 2000; Souciet ve ark., 2000).  

Tanımlanan maya suşlarının dört farklı restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda 2 

farklı restriksiyon profili ve 2 farklı haplotip bulunduğu belirlenmiştir. En yaygın haplotip 

(AAAA) tüm süt ve süt ürünlerindeki maya populasyonlarında bulunurken en az yaygın 

olan haplotip (AABB) çiğ süt ve ayran maya populasyonlarında bulunmuştur. Haplotip ve 

nükleotid çeşitlili ği en fazla çiğ süt ve ayran maya populasyonlarında görülmüştür. 

Nükleotid farklılaşma (Nucleotide Divergency) değerlerine göre çiğ süt populasyonu ile 

diğer ürünlerin maya populasyonları arasında genetik farklılaşma gözlenirken peynir, 
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yoğurt ve ayran populasyonları arasında genetik farklılaşma olmadığı tespit edilmiştir. 

Oluşturulan köksüz DOLLO ağacında Tip 2 (AAAA) ‘bazal’ haplotip olup tüm 

populasyonlarda (çiğ süt, yoğurt, ayran ve peynir) bulunmaktadır. Genetik farklılaşmaya 

neden olabilecek populasyonların ise çiğ süt ve ayranda bulunduğu görülmüştür. AMOVA 

analizleri sonucunda populasyon içi varyansın yüksek ve anlamlı olduğu, populasyonlar 

arası varyansın ise bulunmadığı belirlenmiştir. Gruplar arası varyansın anlamlı olmasına 

rağmen populasyon içi varyantsan daha düşük olduğu tespit edilmiştir. Tüm bu sonuçlar 

çiğ süt maya populasyonunun diğer süt ürünlerindeki maya populasyonlarının hem tür 

bazında çeşitlili ğinde hem de genetik çeşitlili ğinde ana kaynak oluşturduğunu 

göstermektedir.  

Moleküler yöntemlerle K. marxianus olarak tanımlanan maya suşlarının tümünde 

hücre dışı lipaz aktivitesine rastlanmazken birkaç maya suşunda yüksek proteaz 

aktivitesine ve üreaz aktivitesine rastlanmıştır. Bu durum yine K. marxianus maya 

suşlarının hücre dışı enzim aktiviteleri arasında da farklılıklar olduğunu göstermektedir. 

Daha önce yapılan çalışmalarda benzer durum tespit edilmiş maya suşları arasında lipolitik 

ve proteolitik aktivite sonuçlarının farklı olduğu, bazı suşlarda proteolitik aktivite 

gözlenirken bazılarında bulunmadığı tespit edilmiştir (Devoyod, 1990; Viljoen ve 

Welthagen, 1998).  

K. marxianus maya suşlarının repres ve derepres koşullarda belirlenen hücre dışı 

invertaz ve β-galaktozidaz enzim aktiviteleri arasında çok büyük farklılıklar 

bulunmaktadır. Maya suşlarının bir kısmında glikoz baskılamasına uğramayan çok yüksek 

seviyede invertaz aktivitesi gözlenirken bazı maya suşlarında glikoz baskılamasına maruz 

kalan invertaz aktivitesi gözlenmiştir. Benzer şekilde glikoz baskılamasına uğramayan ve 

glikoz tarafından baskılanan β-galaktozidaz enzim aktiviteleri yine maya suşları arasında 

değişiklik göstermektedir. Genel olarak maya suşlarında β-galaktozidaz enzim aktivitesi 

invertaz enzim aktivitesinden daha düşük olarak bulunmuştur. 

İnülinaz enzim aktivitesi seçilen maya suşlarında repres ve derepres şartlarda 

belirlenmiştir. İnülinaz aktivitesinin invertaz enzim aktivitesinden daha yüksek olduğu ve 

daha az glikoz baskılamasına maruz kaldığı tespit edilmiştir. Glikoz baskılaması için 

kullanılan %2 glikoz konsantrasyonu artırıldığında glikoz baskılamasının bazı suşlarda 

arttığı bazılarında ise azaldığı görülmüştür. İnülinaz enzim aktivitesini belirlerken 15 

dakikalık ve 30 dakikalık inkübasyon süreleri kullanılmıştır. Uzun süre inkübasyona maruz 
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kalan maya suşlarının tümünde inülinaz enzim aktivitesinin repres ve derepres şartlarda 

azaldığı görülmüştür. Bu sonuca neden olabilecek üç sebep olabilir: Birincisi maya hücresi 

inülinaz aktivitesi ile sukrozu hidrolize ederek açığa çıkardığı glikozun bir kısmını tekrar 

geri kullanabilir ve bu nedenle ölçülen enzim aktivitesi düşük çıkabilir. İkincisi ortamda 

bulunan tüm sukrozun (0,2M) hidrolize edilerek tükenmesi ve daha fazla glikoz üretimi 

olmamasıdır. Dolayısyla ortamda bulunan (açığa çıkan) glikozun hücre içine alınarak geri 

kullanılması sonucu düşük aktivite gözlenmiş olabilir. Bu olasılığı test etmek için artan 

substrat konsantrasyonunda enzim aktivitesinin belirlenmesi uygun olacaktır. Üçüncüsü ise 

açığa çıkan glikozun, glikoz baskılaması oluşturması ve aktivitenin azalmasına neden 

olması ihtimalidir. Fakat kullanılan sukroz miktarı 0,2M olup, açığa çıkabilecek glikoz 

miktarı glikoz baskılaması oluşturacak konsantrasyonda (0,1% glikoz) değildir. Ayrıca % 

4 glikoz konsantrasyonunda ölçülen inülinaz aktivitesi 30 dakika sonunda ölçülen inülinaz 

aktivitesinden daha düşüktür. Glikoz baskılaması olduğu takdirde ölçülen enzim 

aktivitesinin % 4 glikozda ölçülen enzim aktivitesine yakın olması gerekirdi.  

Yapılan bir çalışmada inülinaz için kodlu KmINU1 geninin transkript miktarının 

KmMig1p aracılığıyla sukroz, rafinoz ve inülin substratlarının varlığında azaldığı 

belirlenmiştir (Lertwattanasakul ve ark., 2011). Fakat inülinaz enzim aktivitesinin sadece 

rafinoz ve inülin varlığında ve yüksek sıcaklıkta baskılandığı, sukrozda ise glikoz 

baskılamasının gözlenmediği belirtilmiştir. Rafinoz ve inülinin hidrolizini SC-inülinaz, 

sukrozu ise CWA-inülinaz hidrolize etmektedir. Glikoz baskılamasına uğrayan enzimin 

SC-inülinaz olduğu muhtemeldir. Ancak yapılan çalışmada zamana bağlı enzim aktivitesi 

belirlenmemiştir.  

Yürüttüğümüz çalışmada 30 dakika sonra enzim aktivitesinde azalma gözlenmesi 

hücre içinde baskılama gerçekleşmeden sentezlenen transkriplerin translasyona uğrayarak 

aktif enzimleri oluşturmasından kaynaklı olabilir. Bu nedenle % 4 ve % 2 glikoz içeren 

ortamlarda zamana bağımlı olarak enzim aktivitelerinin belirlenmesi gereklidir.  

Çalışmamızda inülinaz aktivitesini belirlemek için substrat olarak sukroz kullanıldı. 

Açığa çıkan glikoz miktarı ölçülerek invertaz ve inülinaz aktiviteleri belirlendi. İnvertaz ve 

inülinaz enzimlerinin sukroza karşı afinitesi yüksek olup, invertazın ise inüline karşı 

afinitesi düşüktür. İnülin yalnızca SC-inülinaz tarafından hidrolize edilmektedir (Nam ve 

ark., 1993; Phelps, 1965; Scherrer ve ark., 1974). Çalışmamızda SC-inülinaz aktivitesine 

bakılmadı ve substart olarak inülin kullanılmadı. Bu testlerin yapılması daha önce sunulan 

tez önerisinde de belirtilmedi. Tez kapsamında yapılan çalışmaların yayına dönüştürülmesi 
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için bu analizlerin yapılması özellikle inülinaz aktivitesinin doğru şekilde belirlenebilmesi 

ve yorumlanabilmesi için şarttır. S/I oranının az veya çok olmasına göre inülinaz 

aktivitesinin veya invertaz aktivitesinin varlığı tespit edilmektedir. (Snyder ve Phaff, 1960; 

Vandamme ve Derycke, 1983). K. marxianus maya türünde hem invertaz hem de inülinaz 

aktivitesi bulunduğu için S/I oranın hesaplanarak hangi enzim aktivitesinin hangi üreme 

ortamında bulunduğu belirlenmelidir. Tüm bu çalışmalar glikoz baskılaması koşullarında 

tekrar edilmelidir. Önerilen tüm bu analizlerin yapılmasına başlanmıştır.  

Km5, Km38, Km63 ve referans maya suşları API ZYM test siteminde kullanılarak 

hücrelerin hücre dışı hidrolitik enzim aktiviteleri API ZYM test sistemi kullanılarak tespit 

edildi. Maya suşlarının enzim profilleri fermente edilebilir karbon kaynağı glikoz ve 

fermente edilemeyen karbon kaynağı gliserol içeren zengin ve minimal besi ortamlarında 

belirlendi. Genel olarak tüm maya suşlarında Lipaz (C 14), Tripsin, α-galaktozidaz, β-

glukuronidaz, α-glukosidaz, N-asetil-β-glukozaminidaz, α-mannosidaz ve α-fukosidaz 

enzim aktivitelerine sahip olmadığı görüldü. Diğer enzim aktivitelerinde ise farklı 

ortamlarda farklı şekillerde sentezlendikleri ve maya suşları arasında farklılıklar olduğu 

gözlendi.  

Tüm maya suşlarının oldukça yüksek β-galaktozidaz enzim aktivitesine sahip 

oldukları tespit edildi. Km38, Km63 ve referans maya suşunda repres ve derepres şartlarda 

zengin ve minimal üreme ortamında β-galaktozidaz enzim aktivitesi gözlenirken glikoz 

baskılamasına uğramadığı belirlendi. Ancak Km5 maya suşunda her iki üreme ortamında 

da glikoz baskılaması gözlenirken özellikle minimal üreme ortamında β-galaktozidaz 

enzim aktivitesinin tamamen baskılandığı tespit edildi. Km5 maya suşunun β-glikozidaz 

enzim aktivitesi zengin üreme ortamında glikoz baskılamasına uğrarken minimal üreme 

ortamında baskılamaya uğramadığı bulundu. Km63 maya suşunda ise β-glikozidaz enzim 

aktivitesinin minimal üreme ortamında baskılanırken zengin üreme ortamında 

baskılanmadığı görüldü. 

Maya suşlarının biyokimyasal yöntemle belirlenen β-glikozidaz (invertaz ve 

inülinaz) ve β-galaktozidaz enzim aktiviteleri ile API ZYM testi sonucu belirlenen enzim 

profilleri arasında farklılıklar bulunmaktadır. Örneğin; Km63 ve referans maya suşunda β-

galaktozidaz enzim aktivitesi API ZYM sonuçlarına göre tüm besi ortamlarında glikoz 

baskılamasına uğramazken biyokimyasal testlerde glikoz tarafından baskılanmaktadır. Bir 

diğer Km 38 maya suşunun API ZYM test sonuçlarına göre β-glikozidaz (invertaz ve 
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inülinaz) enzim aktivitesi zengin üreme ortamında baskılanmazken biyokimyasal test 

sonucuna göre baskılanmaktadır. 

K. lactis maya türünde KlKHT1/KlKHT2, KlKHT3, KlRAG1 ve KlHGT1 genleri 

tarafından kodlanan transporter proteinleri tanımlanmıştır. KlKHT1/KlKHT2 ve KlRAG1 

düşük afiniteli glikoz transporter KlHGT1 ise yüksek afiniteli transporter proteinleridir. 

KlLAC/GAL regulonunda görev alan KlLAC12 geni laktoz/galaktoz taşınmasında görev 

alan permeaz proteini için kodludur. KlLac12p düşük afiniteli glikoz transporter olup 

yüksek galaktoz ve laktoz konsantrasyonunda çalışmaktadır. KlLAC12 geninin 

transkripsiyonu diğer transporter proteinleri ile glikoz varlığına göre kontrol edilmektedir. 

Hgt1p bulunmadığında KlLAC12 geninde glikoz baskılaması gözlenirken Rag1p ve 

KlKht1p/KlKht2p transporterlarının varlığında KlLAC12 geni baskılanmaktadır (Suleau ve 

ark., 2006). KlHGT1 geninin transkripsiyonu glikoz baskılanmasından etkilenmemektedir 

ve sürekli ekspres edilmektedir. KlRag4 proteini glikoz sensör proteini olup hücre içinde 

glikoz sinyali oluşturmaktadır. KlRag4p, S. cerevisiae maya türündeki Snf3p/Rgt2p glikoz 

sensör proteinlerine yapısal olarak benzemektedir (Betina ve ark., 2001). KlRag4p 

olmadığında K. lactis maya suşlarında KlRAG1 gen transkripsiyonu gözlenmemektedir. 

KlRAG1 geni KlRgt1p (Sra1p) tarafından baskılanmaktadır (Rolland ve ark., 2006). 

Yüksek glikoz konsantrasyonunda KlRag4 proteini KlRgt1 proteinini baskılayarak 

KlRAG1 geni üzerindeki baskılamayı kaldırır. Düşük afiniteli glikoz transporter proteinleri 

olan KlRag1p ve KlLac12p glikozu hücre içine alarak LAC/GAL regulonunda glikoz 

baskılaması oluşturur. Regulonda bulunan β-galaktozidaz enzimi için kodlu KlLAC4 geni 

baskılanır ve enzim aktivitesi gözlenmez. Düşük glikoz konsantrasyonunda, KlRgt1p 

KlRAG1 genini baskılar ve KlLac12p sentezi gözlenmez. Transport işlevi ise glikoz 

baskılanmasından etkilenmeyen KlHgt1p üzerinden gerçekleşir. KlHgt1p yüksek afiniteli 

glikoz transporter olup galaktoz tarafından indüklenir ve hücre içinde düşük glikoz sinyali 

oluşmasına neden olur. Düşük glikoz sinyali LAC/GAL regulonundaki genlerin derepres 

olarak yüksek β-galaktozidaz enzimi sentezlemesini sağlar.  

K. marxianus maya türünde henüz tanımlanmış glikoz sensörü ve/veya tranporter 

proteinleri bulunmamaktadır. Ancak her iki maya türünde LAC/GAL regulononun benzer 

şekilde sensör ve transporter üzerinden kontrol edilme olasılığı yüksektir. Bu nedenle 

çalışmada K. marxianus maya suşları arasında gözlenen farklı β-galaktozidaz enzim 

aktiviteleri olası glikoz transporter sistemlerinin değişik düzenlenmelerinden kaynaklı 
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olabilir.  

K. lactis maya türünde KlRAG5 geni hekzokinaz için kodlu tek kopya bulunan bir 

gendir. KlRAG1 geni glikoz baskılanmasından etkilenmemekte ve sürekli ekspres 

edilmektedir. ∆rag5 K. lactis maya suşlarında KlRAG1 geninin transkripsiyonu glikoz 

baskılamasına uğramaktadır. KLRag4 proteini KlRgt1 proteinini (veya genini) KlRag5p 

aracılığıyla baskılıyarak KlRAG1 genini derepres ediyor olabilir. Bu durumda KlRAG1 

geninin transkripsiyonu ∆rag5 mutantlarında baskılamaya uğrayabilir. Ayrıca bu durum 

∆Schxk2 maya suşunda ekspres edilen KlRag5 proteininin glikozu fosforlayabilirken 

glikoz baskılaması sinyali oluşturamamasını açıklamaktadır.  

∆rag5 K. lactis maya suşlarında KlINV1 geninin transkripsiyonu glikoz tarafından 

baskılanmaktadır. Bu durum KlINV1 geninin KlRag5p tarafından dolaylı olarak 

baskılandığını göstermektedir. KlMig1p varlığında ve yokluğunda KlINV1 geninde glikoz 

baskılaması görülmektedir. K. marxianus maya suşu rafinoz, sukroz veya inülinde 

üretildiğinde KmINU1 geninde glikoz baskılaması gözlenmekte olup bu baskılanmanın 

KmMig1p aracılığyla olduğu bilinmektedir. K. marxianus maya suşunda tanımlanan 

KmHXK2 geni glikoz baskılamasından etkilenmektedir.  

Tüm bu sonuçlar maya suşları arasında aynı enzim aktivitesinin dahi farklı şekillerde 

kontrol edildiğini, glikoz baskılamasının maya suşunda bulunan transport sistemine ve 

hücrenin fizyolojik şartlarına göre değişken olduğunu göstermektedir. 

Çalışmamız sonucunda K. marxianus maya suşlarının çevresel faktörlere karşı 

oluşturdukları metabolik ve buna bağlı genetik cevaplar farklılıklar göstermektedir. Maya 

hücresinin bulunduğu ortam şartlarına göre fizyolojik cevapları aynı tür içinde tamamen 

değişiktir. K. marxianus maya türü respiro-fermentatif maya türlerinden olup oksijen 

varlığında fermentasyon yapabilmektedir. Bu nedenle hem fermentasyon için gerekli 

genlerin hemde respirasyon için gerekli genlerin regülasyonu S. cerevisiae maya türüne 

benzemekle beraber transkripsiyon ve translasyon basamaklarında farklılıklar 

göstermektedir. Glikoz baskılamasının K. marxianus maya türünde K. lactis maya türüne 

benzer olmakla beraber tercih edilen karbon kaynağına göre farklılıklar göstermektedir.  
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