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Arastirma Makalesi

Baz1 Gidalardaki Bozulma Etkeni Maya Tiirlerinin izolasyonu ve
Tammlanmasi

Mine ERDEM BUYUKKIRAZ'", Esra AVCI?, Neslihan KAHRAMAN?, Ziilal KESMEN?

Oz

Gidalarda bozulmaya neden olan mayalarin belirlenmesi 6zellikle, kontaminasyon dongiisiiniin kirilmas: ve
bozulma etkeni tiirlere 6zgii koruyucu 6nlemlerin alinmasi bakimindan 6nemli goriilmektedir. Bu nedenle bu
¢alismada duyusal olarak tiiketilebilirligini kaybetmis siit tirinleri, et iiriinleri, taze meyve ve sebzeler, tursu
ve salamura {riinler olmak tizere farkli gida gruplarina ait drneklerin maya profilleri tespit edilmistir. Bu
amagcla yerel marketlerden, halk pazarlarindan ve ev yapimi iiriinlerden toplanan toplam 86 drnek analiz
edilmistir. Analiz edilen 6rneklerden izole edilen toplam 1032 maya izolati tanimlanmistir. Bunun i¢in her bir
ornekten saflagtirilan maya izolatlari, tekrarlayan dizilere dayali PCR (rep-PCR) yontemiyle
gruplandirilmistir. Daha sonra her bir grubu temsil edecek sayida izolat 26 S ribozomal DNA iizerindeki 665
b¢’lik bolge (D1/D2 bolgesi) ve ribozomal DNA’nin transkript olan ara bolgesini (ITS) hedef alan dizi
analizi yontemi ile tantimlanmistir. Tanimlanan izolatlarin dagilimi {irtinden iiriine degismekle birlikte Pichia
fermentans (% 11.60) ve Debaryomyces hansenii (% 11.50) tiim izolatlar icerisinde sayica en baskin tiirler
olarak bulunmus ve bu tiirleri Candida zeylanoides (% 10.08) ve Kluyveromyces marxianus (% 8.04) takip
etmistir. Sonucta her bir 6rnek grubundaki baskin maya tiirleri belirlenmis ve analiz edilen gida gruplarina
6zgli maya profilleri elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Gida bozulmasi, maya, tanimlama, rep-PCR, dizi analizi

Identification of Spoilage Yeasts Isolated From Some Foods

Abstract

Identification of yeast species that cause food spoilage is considered to be particularly important in terms of
breaking the contamination cycle and taking preventive measures specific to the spoilage species. For this
reason, in this study, yeast profiles of different food groups including dairy products, meat products, fresh
fruits and vegetables, pickles and brined products, which have lost their sensible consumability have been
determined. Hence, a total of 86 samples collecting from local and public markets and homemade products
were analyzed. A total of 1032 yeast isolates recovered from the analyzed samples were identified. For this
purpose, yeast isolates purified from each sample were grouped by repetetive sequence based polymerase
chain reaction (rep-PCR) method. Then, a representative number of isolates from each group were identified
by sequence analysis method targeting the 665 bp region (D1/D2 region) on 26 S ribosomal DNA and the
Internal Transcribed Spacer (ITS) of ribosomal DNA. Although the distribution of the identified isolates
varies from product to product, Pichia fermentans (11.60 %) and Debaryomyces hansenii (11.50 %) were
found to be the most dominant species among all isolates and they were followed by Candida zeylanoides
(10.08 %) and Kluyveromyces marxianus (8.04 %). As a result, dominant yeast species in each sample group
were determined and yeast profiles specific to the analyzed food groups were obtained.

Keywords: Food spoilage, yeast, identification, rep-PCR, sequence analysis
ORCID ID (Yazar sirasina gore)
0000-0002-8724-0466, 0000-0002-1826-1642, 0000-0002-1920-1393, 0000-0002-4505-6871

Yaymn Kuruluna Gelis Tarihi: 01.04.2020

Kabul Tarihi: 21.05.2020

'Kapadokya Universitesi, Uygulamah Bilimler YO, Gastronomi ve Mutfak Sanatlar1 BSliimii, Nevsehir
2Erciyes Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, 38039, Kayseri

* E-posta: mine.buyukkiraz@kapadokya.edu.tr



Baz1 Gidalardaki Bozulma Etkeni Maya Tiirlerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Giris

Mayalarin gidalar iizerindeki etkisi ¢ift yonli
olup, bir taraftan ekmek, bira, sarap ve diger
alkollii iceceklerin {iretiminde arzu edilen
biyokimyasal doniisiimlere neden olurken
(Abbas, 2006), diger taraftan bozulma yapan
bakterilerin gelisemedikleri ortamlarda (diistik
su aktivitesi, yliksek tuz/seker konsantrasyonu,
disik pH) geliserek arzu edilmeyen
degisikliklere neden olmakta ve sonugta bu
irtiinlerin degisik sekillerde bozulmalarina yol
acmaktadir (Fleet, 2007; Deak, 2007). Mayalar
lipolitik, proteolitik ve pektolitik aktivitelerinin
yaninda fermantasyon sonucu olusturduklar
alkol ve CO; gibi iirlinler sebebiyle gidalarin
tat, koku ve tekstiliriini olumsuz yonde
etkileyebilmektedirler (Stratford, 2006; Pitt ve
Hocking, 2009; Hernandez ve ark., 2018).
Maya kaynakli bozulmalar giday1
tiketilemeyecek duruma getirerek ekonomik
kayiplara neden olurken, firsatci mayalar ile
kontamine olmus gidalarin tiiketimi, diyare
veya bagisiklig1 zayiflamis kisilerde alerjik
tepkiler gibi saglik sorunlarma yol agmaktadir
(Pfaller ve Diekema 2004; Fleet, 2011; Miceli
ve ark., 2011).

Maya kaynakli bozulmalar gida enddistrisinde
yaygin bir problemdir ve bu nedenle bozulma

yapan mayalarin proses kontrol ve Kkalite
giivencesinin  ayrilmaz bir parcasi olarak
izlenmesi,  giderek  artan  bir = Onem
kazanmaktadir (Kurtzman, 2015). Uriinde

bozulma ya da kalite diismesine neden olan
maya tiirlerinin dogru bir sekilde tespit edilerek
bozulma etkeni tiire 6zgii, koruyucu tedbirlerin
alinmasi, kaliteli ve uzun raf Omriine sahip
gidalarin tiretimi icin gerekli goriilmektedir (Li
ve ark., 2010; Erdem ve ark., 2016). Ancak
bugiine kadar gidada bozulmaya neden olan
maya tlirlerinin tespitine yonelik yapilmig
calismalarda genellikle morfojik, fizyolojik ve
biyokimyasal karakteristiklere dayanan
fenotipik yontemler kullanilmistir. Gidalardan
izole edilen mayalarin tanimlanmalarinda
kullanilan fenotipik ydntemlerin bazen yanlig
tanimlamalara yol a¢tig1 gbz oniline alindiginda,
mayalarin tanimlanmasinda daha giincel olan
DNA’ya  dayali  genotipik  yOntemlerin
kullanilmas1  ka¢inilmaz  hale  gelmistir
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(Stratford, 2006; Hernandez ve ark., 2018). Bu
amacla gidalardan izole edilen mayalarin
tamimlanmas1 igin tiire spesifik primerlerin
kullanildigt PCR yontemi (Cocolin ve ark.,
2004), Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

(Random  Amplified Polymorphic DNA,
RAPD) (Corte ve ark., 2015),
Cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi

(Amplified Fragment Length Polymorphisms,
AFLPs), tekrarlayan dizilere dayali PCR
(repetetive sequence based polymerase chain
reaction, rep-PCR) (Ceugniez ve ark., 2015) ve
PCR-restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi
(PCR-restriction fragment length
polymorphisms, PCR-RFLP) (Pham ve ark.,
2011) gibi  bircok  genotipik  yOntem
kullanilmistir. Bununla birlikte 26S rRNA geni
D1/D2 bolgesi (Caputo ve ark., 2012) ve
transkript olan ara bodlgenin  (Internal
Transcribed Spacer, ITS) (Pereira ve ark.,
2015) dizi analizi maya tiirlerinin dogru bir
sekilde tanimlanmasi amaciyla yaygin olarak
kullanilan giiclii tekniklerdir. Gidalardan elde
edilen cok sayida izolatin tanimlanmasinda
pratik bir ¢6ziim olarak, izolatlar 6nce rep-PCR,
RAPD ve PCR-RFLP gibi bir fingerprint
yontemleriyle gruplandiriimakta ardindan her
bir grubu temsil edecek sayida izolat dizi
analizi ile tanimlanmaktadir (Kesmen ve ark.,
2018).

Gidalarda mayalarin neden oldugu bozulmalar
tire hatta susa bagimhi  bir karakter
sergilemektedir (Fleet ve Balia, 2006).
Dolayisiyla ~ gidalarda  maya  kaynaklh
bozulmalarin Onlenmesi i¢in, risk olusturan
maya tiirlerinin  belirlenmesi, kaynaginin
anlagilmasi, rotasimnin izlenmesi ve
kontaminasyonun engellenmesi son derece
onemlidir. Bu nedenle bu calismada pek cok
gida iirliniinde bozulmaya neden olan mayalarin
genotipik yontemler kullanilarak tiir
seviyesinde tanimlanmasi1 gerceklestirilmis ve
farkli gida gruplarinin maya profilleri ortaya
konulmustur.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bu caligsmada et ve et iiriinleri, siit irlinleri, taze
meyve ve sebzeler, tursu ve salamura {iriinler
olmak {iizere farkli gida gruplarina ait toplam 86
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omek Kayseri’de bulunan yerel market, halk
pazarlar1 ve ev yapimi iiriin satig noktalarindan
(2015-2016 yilinda) toplanmistir (Cizelge 1).
Orneklemede rengi, kokusu ve goriiniisii itibari
ile duyusal olarak bozulmus oldugu kabul
edilen triinlerin se¢imine dikkat edilmistir.
Soguk zincir ile laboratuvara tasinan bu
tirtinlerden maya hiicre sayisi en az 10 kob/g
olan 6rnekler ¢calismada kullaniimistir.

Cizelge 1. Analiz edilen 6mek gruplan ve izolat

sayilari
Uriin Omek  Orne Izolat
e Kaynak
grubu tiri sayis sayisi
) Peynir 10  Halk pazari 108
Sut . Kaymak 5  Yerel Market 65
iriinleri
Yogurt 5  Evyapmi 89
Asma 5 Koy pazari- 87
yapragi ev yapimi
Gilaboru 3 Koy pazarn 19
Fermente | Tursu
l.?lt}qsel (kargik 13 Ev yapimu 146
iiriinler ve
hiyar)
Sirke Halk pazari 25
Zeytin Yerel Market 55
Meyve Meyve 19 Koy pazari- 234
Sebze ve sebze Halk pazari
Taze et 4  Yerel Market 45
Salam 9  Yerel Market 89
Et ve Et )
Giriinleri Sosis 2 Yerel Market 12
Sucuk 3 Yerel Market 59
TOPLAM 86 1032
Yontem
Gida Orneklerinden Maya Suslarimin

izolasyonu ve Saflastirilmasi

Gida oOrneklerinden 10 g tartilarak 90 mL
Maximum Recovery Diliient (Merck/Almanya)
ile siispanse edilmis ve steril kosullarda
parcalanip, homojenize edildikten (Retsch mm-—
400, Almanya) sonra 10" den 10 ya kadar seri
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyondan
mayalarin izolasyonu ve sayimi i¢in Dichloran
Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar
(Merck, Almanya) besiyerine ekim yapilmustir.
Uygun diliisyonlardan yayma plak yontemi ile

DRBC agar bulunan petrilere 0.1 mL ekim
yapilmis ve petriler 25 £ 2 °C’de 3-5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
DRBC agar iizerinde gelisen koloniler sayilmis
ve morfolojik olarak birbirinden farkli koloniler
belirlenmistir. Segilen atipik koloniler DRBC
agar iceren petrilere 3 faz ¢izilerek
saflagtirilmistir.  Saflagtirilan maya izolatlari,
igerisinde % 20 oraninda gliserol igeren Malt
Extract Broth tiiplerine aktarilarak -80 °C’de
muhafaza edilmistir.

Saf Maya Izolatlarindan DNA izolasyonu
DRBC  Agar iizerinde gelisen maya
kiiltiirlerinden 1-3 6ze dolusu maya toplanip
400 puL Lysis Buffer bulunan tiiplere
aktarilmistir. Tiiplere 20 pL proteinaz K eklenip
vorteks cihazi (IKA MS 3 Basic, Almanya) ile
karistirilarak 56 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiiplere 150 puL %10’ luk
CTAB, 150 pL 5 M’lik NaCl eklenmis ve 65
°C’de 10  dakika  inkiibe  edilmistir.
Inkiibasyondan sonra bir kez
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ve bir
kez de kloroform: izoamilalkol (24:1) yikama
yapildiktan sonra {ist faz yeni bir tiipe
aktarilmis ve {izerine 550 uL izopropanol (2-
propanol), 20 pL. amonyum asetat eklenerek -20
°C’de en az 2 saat bekletilmistir. Tiipler
20000xg hizda 20 dakika santrifiijlenip (Hettich
Mikro 200R, Almanya), {ist fazin tamami
dokiilmiistiir. Pellet %70’1ik soguk etanol ile
yikandiktan sonra 20000xg hizda 10 dakika
santrifiij yapilip Ust faz dokiilmiis ve tiipler oda
sicakliginda 2-3 saat kurumaya birakilmistir.
Tiip icerigi tamamen kuruduktan sonra, 100 pL
TE buffer (10 mm Tris — 1 mm EDTA) ile
¢cozlindiiriilmiis ve nanodrop spektrometre
(ACT Gene UVS-99, Amerika) kullanilarak
DNA konsantrasyonu olgiilmiistiir.

Rep-PCR Fingerprint Analizi

Caligma  kapsaminda gida  &rneklerinden
saflagtirilan tiim izolatlarmm (GTG)S rep-PCR
yontemi ile fingerprint analizi yapilmistir. Bu
amagla 15 pL ticari PCR master mix (New
England Biolabs, ABD), 200 ng template DNA
ve 0.6 uM primerden (5'-
GTGGTGGTGGTGGTG-3") olusan reaksiyon
karigiminin  toplam hacmi, distile su ile 30
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uL’ye tamamlanmistir. Termal dongii cihazinda
(Techne, TC-5000, ABD) 94°C’de 5 dk ilk
denatiirasyonun ardindan 35 dongii siiresince
94°C’de 50 sn denatiirasyon, 50°C’de 50 sn
yapisma ve 72°C’de 2 dk uzama agamalari
tekrar edilmis ve en son 72°C’de 10 dk son
uzama yapilarak PCR ile tamamlanmistir. PCR
irlinleri 0.5 pg/mL etidyum bromiir igeren %
1.5’1ik agaroz jelde 50 V’da 12 saat yiiriitilmis
ve olusan bant profilleri goriintiilenmistir (Gel-
Doc XR, Bio-Rad Laboratories, ABD). Maya
izolatlarina ait fingerprintler, BioNumerics 7.5

(Applied Maths NV, ABD) yazilhim
kullanilarak analiz edilmistir.

Dizi Analizi

Rep-PCR  reaksiyonlarinda  elde  edilen

fingerprintler, Bionumerics 7.5 programi ile
analiz edilerek gruplandirilmis ve her grubu
temsil eden en az 5 izolat secilerek dizi analizi
yapilmistir. Bu amagla 26 S rDNA iizerinde
bulunan 665 bg’lik D1/D2 bdlgesi ve yaklagik
600 b¢ uzunlugundaki ITS  (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi hedef alinmustir.
D1/D2 Dbolgesi ileri primer NL1 (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’)

ve geri primer NL4 (5°-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3"), ITS
bolgesi ise ileri primer ITS1  (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve geri
primer ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3%)
kullanilarak amplifiye edilmistir. Hedef

bolgelerin amplifikasyonu i¢in 25 pL ticari
PCR master mix, 20 pM ileri primer, 20 uM
geri primer ve 100 ng kalip DNA kullanilmig ve

reaksiyon hacmi saf su ile 50 pL’ye
tamamlanmustir. PCR  amplifikasyonlari;
94°C’de 10 ilk denatiirasyonun ardindan,

94°C’de 40 sn denatiirasyon, 55°C’de 40 sn
yapisma ve 72°C’de 1 dk uzama asamalar1 35
kez tekrar edilerek gergeklestirilmistir. Agaroz
jelde yiritiilerek kontrol edilen PCR iiriinleri,
dizi analizi i¢in Medsantek laboratuvarina
(Medsantek, Istanbul) gonderilmis ve sonuglar
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
programi kullanilarak analiz edilmistir.
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Bulgular ve Tartisma

Bu ¢aligmada farkli gida gruplarina ait toplam
86 oOrnek analiz edilmistir. Her bir Ornekten
DRBC Agar besiyerine ekim yapilmis ve
inkiibasyon siiresi sonunda gelisen maya
kolonileri sayilmistir. Analiz edilen gida
orneklerinden maya sayisinin 10°-107 kob/g

veya mL arasinda degistigi tespit edilmistir.

(GTG)S primeri kullanilarak gerceklestirilen
rep-PCR fingerprint analizi ile toplamda 1032
izolat analiz edilmistir. Rep-PCR analizine gore
gruplandirilan maya izolatlarindan her grubu
temsil eden sayida izolat seg¢ilmis ve secilen
izolatlarin tanimlanmas1 amaciyla dizi analizi
yapilmistir. Bu amagla yaklastk 600 bg
uzunlugundaki ITS bolgesi ile 26S rRNA geni
iizerinde yaklasik 650 b¢ uzunlugundaki D1/D2
bolgesi hedef alinmistir. Tanimlanan maya
izolatlariin oOrneklere gore dagilimi Cizelge
2’de verilmistir.

Gida o6rneklerinden izole edilerek tanimlanan
toplam 1032 izolatin 43 farkli maya tiirline ait
oldugu tespit edilmistir. Pichia cinsine ait 5 tiir
toplam izolatlarin % 30.88’ni (332 izolat)
olusturmustur. Tamimlanan maya tiirleri
icerisinde en sik izole edilen tiir P. fermentans
olmustur. Toplam izolatlarin %  12’sini
olusturan P. fermentans, zeytin, kaymak,
yogurt, tursu, taze et, gilaboru ve meyve
orneklerinden izole edilmistir. Bu tiirii takip
eden 3 maya tiiriiniin sirasiyla; D. hansenii, C.

zeylanoides ve K. marxianus  oldugu
bulunmustur.

Farkli gida orneklerinden izole edilerek
tanimlanan izolatlarin % 14.41°ni Candida
cinsine ait &8 tir olusturmustur. Bunlar

igerisinde en sik izole edilen Candida tiri C.
zeylanoides  tim izolatlarm %  9.70’ini
olustururken bunu C.  membranifaciens
izlemistir. Diger Candida tiirlerinin oranlar1 ise
%1’in altinda kalmugtir.
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Cizelge 2. Tanimlanan maya izolatlarinin 6rneklere gore dagilimi

TUR Siit Uriinleri Et ve Et Uriinleri Fermente Bitkisel Uriinler Meyve ve TOPLAM
Peynir | Yogurt | Kaymak | Taze et | Salam | Sosis | Sucuk | Sirke | Tursu | Zeytin | Asma | Gilaboru | Sebze
Pichia fermentans 5 14 14 76 6 5 9 120
Debaryomyces hansenii 37 18 5 35 3 21 119
Candida zeylanoides 20 10 32 6 29 6 1 104
Kluyveromyces marxianus 6 64 5 5 3 83
Pichia kluyveri 5 19 52 76
Pichia membranifaciens 44 5 5 20 74
Hanseniaspora uvarum 49 54
Pichia kudriavzevii 15 15 15 45
Wickerhamomyces anomalus 5 15 2 6 38
Dekkera anomala 6 8 10 24
Wickerhamomyces subpelliculosa 16 5 21
Meyerozyma guilliermondii 6 1 5 8 20
Saccharomyces cerevisiae 15 4 19
Ustilago hordei 12 5 17
Torulaspora delbrueckii 11 5 16
Candida membranifaciens 15 15
Kazachstania naganishii 15 15
Clavispora lusitaniae 5 5 10
Schwanniomyces pseudopolymorphus 10 10
Starmerella bacillaris 10 10
Candida deformans 6 3 9
Rhodotorula mucilaginosa 3 6 9
Kluyveromyces lactis 4 5 9
Kregervanrija fluxuum 9 9
Pichia manshurica 5 3 8
Candida_ethanolica 8 8
Yarrowia lipolytica 6 1 7
Saturnispora spp. 7 7
Saturnispora diversa 6 6
Candida glabrata 1 5 6
Aureobasidium pullulans 5 5
Candida intermedia 5 5
Metschnikowia reukaufii 5 5
Meyerozyma caribbica 5 5
Saccharomycopsis schoenii 5 5
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Candida sake 4
Candida diversa 4
Kazachstania exigua 4
Metschnikowia fructicola 4
Saccharomycopsis vini 4
Trichosporon asahii 4
Kazachstania servazzii 3
Zygosaccharomyces bailii 3
TOPLAM 108 89 65 45 89 12 59 25 146 55 87 19 234 1
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Sekil 1. Tanimlanan maya izolatlarinin {iriin gruplarina gére dagilimini gosteren pasta grafikleri, A) Tim izolatlar, B) Siit iirlinleri, C) Et ve et {irlinleri, D)
Fermente bitkisel {iriinler, E) Meyve ve sebze
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Kluyveromyces cinsine ait 2 tiir tiim izolatlarin
% 8.56’sm1 olusturmustur. Bu cinse giren
tiirlerin % 90.20°sini olusturan K. marxianus
siit driinlerinin yaninda sosis ve taze et
omeklerinden de izole edilmistir. Peynir,
kaymak, taze et, salam, sosis ve sucuk
orneklerinden izole edilen D. hansenii, tim
izolatlarin % 11.07’sini, agirlikli olarak meyve
orneklerinden izole edilen Hanseniaspora
uvarum ise % 5.02’sini  olusturmustur.
Toplamda 19 izolat Saccharomyces cerevisiae
olarak tanmimlanmis ve yalmizca yogurt ve
meyve Orneklerinden izole edilmistir. Calisma
kapsaminda analiz edilen 86 gida 6rneginden
izole edilerek tanimlanan 43 maya tilirlinden 25
tanesinin toplam izolatlar igerisindeki oranm1 %
I’in altinda bulunmustur. Tanimlanan tim
tirler igerisinde en diisiik sayida izolat Kaz.
servazii (3 izolat) ve Zygosaccharomyces bailii
(3 izolat) tiirlerinde tespit edilmistir (Sekil 1A).

Siit dirlinleri grubundan peynir, yogurt ve
kaymak orneklerinden elde edilen toplam 262
izolat analiz edilmistir. Analiz edilen peynir ve
kaymak orneklerinde en sik izole edilen tiir D.
hansenii, yogurt oérneklerinde ise K. marxianus
olarak bulunmustur. Bunlarin disinda C.
zeylanoides’in bu gruptaki izolatlarin sirasiyla

% 8’ini, P. fermentans’in ise % 7’sini
olugturdugu gozlenmistir. Ayrica bu grup
orneklerden diger ornek gruplarinda

rastlanmayan Kazachstania naganishii (15
izolat), K. lactis (9 izolat), Saturnispora spp. (7
izolat), C. sake (4 izolat) ve Kaz. servazzii (3
izolat) tiirleri izole edilmistir. Bu calismada
peynirden izole edilen toplam 108 izolat
tanimlanmistir. Bunlardan D. hansenii (37
izolat) baskin tiir olarak bulunmug ve bunu C.
zeylanoides (21 izolat) takip etmistir. Kaymak
orneklerinde ise peynirlerden farkli olarak en
sik izole 2. tir P. fermentans olarak
belirlenmistir (Sekil 1B).

Mayalar genellikle ¢ig siitte bulunur ve nihai
iriine kadar tim siit iiretim hatti boyunca
goriilebilir. Ancak normal olarak
pastorizasyonla elimine edildiginden pastorize
siit ve pastorize siitten yapilan siit iiriinlerindeki
varliklari, tretim sirasindaki kontaminasyondan
kaynaklanir (Hernandez ve ark., 2018). Farkli

hayvan tiirlerine ait siitlerin maya cesitliliginin
incelendigi  bir  calismada,  Geotrichum
candidum, D. hansenii, K. lactis veya K.

marxianus gibi silit riinlerinde teknolojik
oneme sahip tirler disinda, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Geotrichum,
Kluyveromyces, Malassezia, Pichia,

Rhodotorula ve Trichosporon cinslerine ait
tiirlerin de oldugu gosterilmistir (Delavenne ve
ark., 2011).

Yapilan  bir ¢aligmada, Tirk beyaz
peynirlerinden izole edilen en baskin tiirler D.
hansenii (% 32.6), K. marxianus (% 18.5), ve
Yarrowia  lipolytica (%  17.4)  olarak
bildirilmistir (Yalgin ve Ugar, 2009). Suranska
ve ark (2016) ise, salamura beyaz peynirlerde
baskin tirleri D. hansenii, K. lactis ve C.
zeylanoides olarak tespit etmislerdir.

Siit irinlerinde gelisen mayalar, laktozun
fermantasyonu veya asimilasyonu, yiiksek
proteolitik veya lipolitik aktivite, laktik veya
sitrik asitlerin kullanimi, diigiik sicakliklarda
gelisme ve yiiksek tuz konsantrasyonlarina
tolerans gibi bir dizi fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklere sahiptirler. Cig siitten yapilan
peynirlerde tespit edilen maya tirleri ile
iretimde  kullanilan  ¢ig  siitin @~ maya
popiilasyonu arasinda giiclii bir iliski vardir.
Mayalar, bazi peynir tiirlerinin olgunlagmasi
sirasinda laktik asidi metabolize edip pH'y1
yiikselterek, proteolitik bakterilerin faaliyetini
mimkiin ~ kilmak  suretiyle  peynirlerin
olgunlagtirilmas1 sirasinda tat ve aroma
olusumuna katkida bulundugu bilinmektedir.
Ancak mayalarin depolama sirasinda asir1
¢ogalmas1 gaz {iretimi, istenmeyen aroma ve
kokunun yaninda yumusamaya yol agarak
peynirlerin bozulmasia neden olabilmektedir.
Bununla birlikte zayif hijyenik kosullar altinda,
peynirde, firsatg1 patojenik bir maya tiirii olan
C. albicans da gelisebilmektedir (Deak, 2007).
Mayalar olgunlasmis peynirlerde o6zellikle
ylizeyde nem orami yiiksek ise siimiiksii tabaka
olusumuna  neden  olabilir.  Peynirlerin
olgunlastirilmasi sirasinda mayalara bagli sisme
cogunlukla K. marxianus ve Dek. anomala’nin
fermentatif etkisi ile iligkilendirilmistir (Fadda
ve ark., 2001; Fleet, 1992). Peynirlerde K. lactis
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ve Meyerozyma guilliermondii suslarmin yogun
proteolitik aktivitesinin siitiin peptonizasyonuna
neden olarak verimi azaltabilecegi bildirilmistir
(Atanassova ve ark., 2016). Ayrica istenmeyen
pigment lretimi, Y. [lipolytica, D. hansenii ve
C. catenulata gibi c¢esitli maya tirleri ile
iligkilendirilmistir (Tofalo ve ark., 2014). Diger
taraftan bir¢ok peynirde baskin tiir olarak tespit
edilen D. hansenii diisiik sicaklik ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarina direngli olmasi nedeniyle
peynirlerde  starter  kiiltir  olarak  da
kullanilabilecegi bildirilmistir (Viljoen, 2001).

Fermentatif mayalar, yogurt ve diger eksi siit
iiriinlerinde geliserek bu iiriinlerin bozulmasina
neden olmaktadir (Jakobsen ve Narvhus, 1996)
Yalnizca laktoz fermantasyonu yapan K.
marxianus ve K. lactis tiirleri degil aym
zamanda Hansenula spp., S. cerevisiae, P.
membranifaciens, Mey. guilliermondii ve G.
candidum tiirleri de yogurtlarin bozulmasinda
rol oynamaktadir (Engel, 1992) Bozulma yapan
bazi mayalar, Hansenula spp. ve S. cerevisiae,
laktik asit bakterileri tarafindan laktozun
hidrolizi yoluyla iiretilen galaktozu fermente
edebilmektedir (Guidici ve ark.,, 1996).
Karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu ile
iiretilen karbondioksit ambalajlarda sismeye
neden  olmaktadir. Mayalar  yogurtlarda
meyvemsi, acimst ve mayamsi tatlar gibi tatlar
olusturarak da bozulma yapabilmektedirler
(Fleet, 1992).

Krema ve tereyaginda potansiyel bozulma
etkeni olarak tanimlanan mayalar, krema
iretiminde kalan laktozu fermente etmekle
birlikte yagin hidrolizinden de sorumludurlar
(Fleet, 1990; Deak, 2007). Mayalar tarafindan
bozulan kremada tipik olarak, kopikli bir
gorlinlis ve istenmeyen bir koku meydana
gelmektedir (Walker ve Ayres 1970; Thomas,
1970).  Avustralyanin  Sidney  kentinde
piyasadan satin alman pastdrize krema
numunelerinin incelendigi bir ¢aligmada izole
edilen baslica maya tiirleri C. famata, R.
glutinis, C. diffluens, Cryp. laurentii ve R.
rubra olarak bildirilmis ve tespit edilen bu
tirlerin  beklenildigi gibi  giicli  lipolitik
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Fleet ve
Mian, 1987).
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Bu calismada et ve et firiinleri grubundan
toplam 205 izolat analiz edilmis ve 12 farkh
maya tilirii tanimlanmistir. Bu grup igerisinde en
baskm tiirin C. zeylanoides (77 izolat) oldugu
bulunmus ve bunu D. hansenii (64 izolat) takip
etmistir. Diger taraftan P. fermentans (14 izolat)
taze ette en baskin tir oldugu halde et
iriinlerinde tespit edilmemistir. C. deformans (9
izolat), R. mucilaginosa (9 izolat), C.
intermedia (5 izolat) ve Tr. asahii (4 izolat)
tiirleri ise yalnizca et ve et iriinlerinde
tanimlamistir (Sekil 1C).

Mayalar etin dogal mikrobiyotasinin kii¢lik bir
bolimiini olusturur. Bazi mayalarin  diisiik
sicaklikta, yiiksek tuz konsantrasyonunda ve
diisiik oksijen stresi altinda gelisme yetenegi,
sogukta muhafaza edilen, kiirlenmis ve
vakumlu paketlenmis et ve et firiinlerinde
cogalmalarimi miimkiin kilar. Mayalarin et
griinlerinin  bozulmasinda 6nemli bir rol
oynamadigi  diisliniilse = de  bakterilerin
gelismesini  engelleyen isleme ve depolama
kosullari, mayalarin baskin mikroflora haline
gelmesine yol agarak bozulmasini saglayabilir
(Nielsen ve ark., 2008). Taze ette genellikle
Candida, Rhodotorula, Debaryomyces ve
Trichosporon spp tlirleri tespit edilmektedir (;
Osei Abunyewa ve ark., 2000; Samelis ve
Sofos; 2003). Vakumlu paketlenmis sigir
etlerinde Kaz. psychrophila gibi psikrotolerant
mayalarin rengin agilmasi ve istenmeyen koku
yaninda gaz olusturarak paketin sismesine
neden oldugu bildirilmistir (Kabisch ve ark.,
2016).

Fermente sosis gibi tuzlu, kuru ve yar1 kuru
iirinlerin maya popiilasyonunda, esas olarak
tuza toleranslt D. hansenii baskin olmakla
birlikte, Y. [lipolytica, C. zeylanoides, T.
ovoides, T. beigelii, Crypt. albidus ve R.
mucilaginosa tirlerinin de bulundugu tespit
edilmistir (Encinas ve ark., 2000; Osei
Abunyewa ve ark., 2000).

Diger taraftan domuz pastirmasinin NaCl
iceriginin maya profilini giiclii bir sekilde
etkiledigi bildirilmistir. Oyle ki NaCl igerigi %
4 veya daha fazla trtinlerde D. hansenii hakim
maya tiirii oldugu halde NaCl igerigi % 4'in
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altinda olan pastirmalarda C. fropicalis ve
Issatchenkia orientalis (anamorf C. krusei)
baskin bulunmustur (Gardner, 1971).

Et iirlinlerinde D. hansenii ve C. utilis'in aroma
olusumunu olumlu etkiledigi ve fermente
sosislerin kirmizi rengini stabilize ettikleri
bildirilmistir (Dura ve ark., 2004; Liicke ve
Hechelman, 1987; Olesen ve Stahnke, 2000).

Ancak maya gelisimi, paketlenmis et
iiriinlerinde gaz olusumuna bagli sisme,
sosislerin  yiizeylerinde  siimiiksii  tabaka

olusumu, renk degisikligi ve lezzet bozuklugu
gibi cesitli sekillerde bozulmalara neden
olabildiginden bu iriinlerinde ¢ogunlukla
istenmeyen bir durumdur (Fleet, 1992). Ayrica,
mayalar, sodyum nitrit ve organik asitleri
metabolize ederek patojenik bakterilerin hayatta
kalmasina ve gelismesine yol agarak gida
giivenligi acisindan da risk olusturabilirler
(Samelis ve Sofos, 2003).

Bu caligmada salamura ve tursu grubundan
toplam 332 izolat tamimlanmistir. Zeytin
orneklerine ait toplam 55 izolat igerisinde P.
kluyveri’nin (19 izolat) baskin oldugu ve bunu
P. kudravzevii (15 izolat) ve Wickerhamomyces
anomalus’un (15 izolat) takip ettigi tespit
edilmistir. Salamura asma yapragi 6rneklerinde
ise W. subpelliculosa (16 izolat) ve P.
kudravzevii (15 izolat) baskin tiirler olarak
belirlenmis ve bunlar1t W. anomalus (12 izolat)
takip etmistir. Tursu Orneklerinde zeytin ve
salamura Orneklerinden farkli bir dagilim
gozlenmis P. fermentans’m (87 izolat) en
baskin tiir oldugu tespit edilmis ve bunu P.
membranifaciens (54 izolat) takip etmistir.
Sirke orneklerinde c¢esitlilik fazla olmamakla
birlikte diger tiim ornek gruplarinda tespit
edilmeyen Kregervanrija fluxuum (9 izolat) ve
C. ethanolica (8 izolat) tiirleri yalnizca bu grup
orneklerde tanimlanmistir (Sekil 1D).

Fermente zeytinlerde mikrobiyotanin énemli bir
boliminii olusturan mayalar, laktik asit
bakterileri ile birlikte son iiriiniin organoleptik
ozelliklerinin olusumuna etki ederler (Arroyo-
Loépez ve ark., 2008). Ancak, fermantatif maya
tirlerinin asirt  gelisimi, zeytin dokusunda
yumusama, gaz ceplerinin olusumu,

salamuranin bulaniklasmasi ve istenmeyen tat
ve koku olusumu gibi c¢esitli sorunlara neden
olabilmektedir (Tofalo ve ark., 2012). Maya
cesitligi zeytin tipi ve isleme sekline bagh
olarak degisebilmektedir (Corsetti ve ark.,
2012). Pereira ve ark. (2015) ham zeytin
pulplarinda ve fermantasyon sirasinda tespit
edilen S. cerevisiae, C. tropicalis ve D.
hanseniimin  kaynaginin zeytin meyveleri
oldugunu bulmuslar, yalmizca fermantasyon
siirecinde tespit edilen P. membranifaciens, C.
boidinii, P. manshurica ve Galactomyces
reessii’nin ise fermantasyon kaplarindan ve
diger ekipmanlardan bulagmis olabilecegini
bildirmislerdir. Aragtirmacilar ayrica
hammaddede tespit edildigi halde fermantasyon
sirecine dahil olmayan C. norvegica, R.
graminis, Mey. guilliermondii ve R. glutinis'in

muhtemelen  fermantasyon  kosullarindan
olumsuz etkilendiklerini ve gelismelerinin
sinirlandigini ileri siirmiiglerdir.

Fermente sebze iriinlerinde, fermantasyon

asamasinda gelisen maya popiilasyonunun
bozulma ile iligki oldugu bildirilmistir (Franco
ve Pérez-Diaz, 2012a, 2012b; Franco ve ark.,
2012). Salatalik tursularinda fermantasyon
tanklarinda gelisen P. manshurica ve I
occidentalis (P. kudriavzevii) tiirlerinin, laktik
asiti kullanarak pH'da bir yiikselmeye neden
oldugu ve bu durumun istenmeyen degisiklere
neden olan bakterilerin gelisimini tetikledigi
bulunmustur (Franco ve Pérez - Diaz 2012b).
Ayrica Kore’nin geleneksel fermente bir iiriinii
olan kimchi’de tespit edilen P. kudriavzevii (I.
occidentalis) suslarinin hiicre dis1
poligalaktronaz aktivitesine bagli olarak sebze
dokusunda yumusama, kotii koku ve yilizeyde
film olusumuna neden oldugu bildirilmistir
(Moon ve ark., 2014).

Bu caligma kapsaminda meyve-sebze grubuna
ait toplam 240 izolat analiz edilmis ve 20 farkli
maya tirii tammlanmistir. Bu grup orneklerde
H. uvarum’un (56 izolat) baskin tiir oldugu ve
bunu P. kluyveri’nin (45 izolat) takip ettigi
belirlenmistir. Diger 6rnek gruplarinda tespit
edilmeyen bircok tiir Metschnikowia reukaufii
(5 izolat), Mey. caribbica (5 izolat), C.
membranifaciens (15 izolat), St. bacillaris (10
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izolat), Met. fructicola (4 1izolat) ve
Saccharomycopsis vini (4 izolat) yalnizca
meyve sebze grubuna ait Orneklerden izole
edilmistir (Sekil 1E).

Mayalar meyve ve sebzelerin  dogal
mikrobiyotalarinin  bir pargasmmi  olusturur.
Ascomycetous tiirlerinden Candida,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Pichia ve

Metschnikowia cinsilerinin meyvelerdeki hakim
maya toplulugunu olusturdugu bulunmustur
(Lachance ve ark., 2001; Vadkertiova ve ark.,
2012; Kesmen ve ark., 2018). Bununla birlikte
maya ¢esitliliginin, meyvelerin yetistirildigi
cografi  bolgeye ve iklim kosullarina,
cesitlerine,  bahgecilik  tekniklerine  ve
olgunlasma asamasina bagli olarak farklilik
gosterebilecegi  bildirilmistir  (Deak, 2007).
Meyvelerde dogal koruyucu bariyerler cesitli
nedenlerle  hasar  gordiigiinde,  hiicresel
sivilardan salinan sekerler mikrobiyal aktiviteyi
uyarmakta ve i¢ dokunun mayalarla
kontaminasyonu dekompozisyonu
hizlandirmaktadir (Mishra ve Gamage, 2007).
Sebzelerin meyvelere kiyasla biraz daha yiiksek
pH’s1 (domates hari¢), onlar1 mayalardan daha

cok Dbakteri gelisimine karsi duyarli hale
getirmektedir.  Meyvelerde  ascomycetous
mayalar daha baskinken, sebzelerde

basidiomycetous mayalarin daha fazla izole
edildigi bildirilmistir. Zayif veya fermentatif
olmayan P. fermentans, Crypt. albidus ve T.
cutaneum gibi tirler sikla sebzelerden izole
edilen tiirler arasindadir (Deak, 2007). Mayalar
sebzelerden siklikla izole edilmelerine ragmen,
genellikle bakteri ve kiiflerle iyi rekabet
edemedikleri igin sebzelerin bozulmasinda
nadiren dogrudan bozulma nedeni olarak
belirtilmiglerdir (Johnson ve ark., 1988).

Sonug¢

Bozulma yapan maya tiirlerini tanimlamak ve
kaynak ve rotasini anlamak, liretim siire¢lerinin
daha etkin bir sekilde kontrol edilmesine ve her
bir endiistriyel alana spesifik tehlike analiz
sistemlerinin olusturulmasina ve kritik kontrol
noktalarinin belirlenmesine katkida
bulunabilecektir.
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Son yillarda gidalardan izole edilen mayalarin
dogru ve kesin olarak tanimlanmasinda
geleneksel biyokimyasal yontemler tek basina
yeterli bulunmamakta molekiiler tekniklerle
desteklenmesi  Onerilmektedir. Bu amagla
ribozomal RNA (rRNA) genlerinin ve bunlar
arasinda kalan bolgelerin (ITS) dizi analizi
genellikle giivenilir sonuglar tiretmektedir. Bu
calismada da farkli gida gruplarina ait {iriinlerin
maya  profilleri molekiiler  yontemler
kullanilarak belirlenmistir. Bu amacgla duyusal
ozellikleri itibari ile bozulmus oldugu kabul
edilen 6rneklerden (toplam maya sayisi >10°
kob/g) izole edilen maya suslar tiir seviyesinde
tamimlanmis ve her bir 6rnek grubunun maya
profili belirlenmistir. Calisma sonuglarmnin
iretim siire¢lerinde gidalarda risk olusturan
maya tlirlerine 06zgii koruyucu tedbirlerin
alimmasi  ve  boéylece maya  kaynakli
bozulmalarin 6nlenmesine katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Ancak her bir iiriinde gelisen
mayalarin hangi bozulma tipinden sorumlu

oldugunun belirlenmesi i¢in daha ileri
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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