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OZET

Tiirkiye 'nin farkli illerinden geleneksel olarak iiretilen 35 fermente sucuk 6rnegi toplanmustir.
[k olarak sucuklarin bazi mikrobiyolojik ve kimyasal ozellikleri belirlenmistir. Tanimlanan
bu maya izolatlarindan en fazla bulunan iki tiiriin Candida zeylanoides ve Debaryomyces
hansenii oldugu belirlenmistir. Bu iki tiiriin yiliksek dilisyonlardan saflastirilan bazi suglar
(toplam 47 sus) secilerek bunlarin fonksiyonel ve teknolojik 6zellikleri belirlenmistir.
Piyasadan temin edilen sucuk Orneklerinin maya sayilarinin 2.15-7.89 log kob/g arasinda
oldugu tespit edilmistir. Orneklerin a,, ve pH degerlerinin sirastyla 0.712-0.932 ve 4.69-6.58
arasinda oldugu belirlenmistir. Geleneksel sucuk o6rneklerinden toplam 255 adet maya izolati
elde edilmistir. Fenotipik tanimlama sonucunda hakim maya cinsinin Candida oldugu, bunun
disinda Cryptococcus, Geotrichum, Rhodotorula ve Zygosaccharomyces cinsi mayalarin da
bulundugu saptanmistir. Toplam izolat sayisi icerisinde en fazla C. zeylanoides (95 izolat), C.
famata (telemorfu D. hansenii) (75 izolat) ve C. lipolytica (19 izolat) min oldugu fenotipik
olarak tespit edilmistir. Tanimlanan bu maya tiirlerinin dogrulanmasi molekiiler tekniklerle
genotipik olarak yapilmis ve yine major maya tiirlerinin Candida tiirleri oldugu belirlenmistir.
Bu yontemle tanimlama sonucunda C. zeylanoides ve D. hansenii nin hakim iki tiir oldugu
tespit edilmistir. Bu iki tiiriin %35, 10 ve 15 tuz konsantrasyonlarina ve %0.1, 0.3, 0.5 ve 1.0
safra tuzuna kars1 dayanikli oldugu belirlenmistir. C. zeylanoides tiiriine ait bazi suglarin 35°C
ve pH 2 'de bile gelistigi belirlenirken, D. hansenii 'nin pH 2 'de gelisemedigi bununla birlikte

baz1 suslarinin 35°C 'de gelistigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Fermente sucuk, maya izolasyonu, ozellikleri, C. zeylanoides, D.

hansenii, PCR
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ABSTRACT

For this purpose, 35 retailed fermented sucuk samples were collected from different regions
of Turkey. Firstly, some microbiological and chemical properties of the sucuks were
determined. Afterwards, different yeast colonies were selected and isolated from the petri
dishes on which the yeasts were counted; thereby, pure yeast isolates were obtained. Pure
yeast isolates were identified phenotypically using mini API system with API ID 32C Kits.
Following the extraction of DNA from those isolates, kindredness and differences between
the yeast species were determined using rep-PCR and RAPD PCR techniques. Sequence
analysis was performed by multiplying the yeast isolates according to 26S rRNA regions and
their DNA sequence was genotypically identified by scanning in the yeast library. Yeast
counts varied between 2.15 and 7.89 log cfu/g in the retail sucuk samples. a,, and pH values
were found to be 0.71-0.93 and 4.69-6.58 in the samples, respectively. Total 255 yeast
isolates were obtained from the traditional sucuk samples. As a result of the phenotypic
identification, dominant yeast genus was determined to be Candida, while Cryptococcus,
Geotrichum, Rhodotorula and Zygosaccharomyces were also detected. In the overall isolates,
most abundant species determined phenotypically were C. zeylanoides (95 isolates), C.
famata (its telemorph is D. hansenii) (75 isolates) and C. lipolytica (19 isolates). Verification
of the identified yeast isolates were performed with the molecular techniques and Candida
species were again the main yeast isolates. The identification revealed that C. zeylanoides and
D. hansenii were the dominant two species. These two species were found to be resistant to
5%, 10% and 15% of salt and 0.1%, 0.3%, 0.5% and 1.0% of bile salt concentrations. Some
strains of C. zeylanoides grew at 35 °C and pH 2 while D. hansenii was unable to grow at pH
2, however some D. hansenii strains were able to grow at 35 °C.

Keywords: Fermented sucuk, yeast isolation, properties, C. zeylanoides, D. hansenii, PCR,
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GIRIS

Giintimiizde tiiketici tercihleri, sentetik katkilarin bulunmadigi minimal islenmis dogal
iiriinlere dogru bir kayma gostermektedir. Ozellikle baz1 katki maddelerinin insan sagligina
olumsuz etkilerinin bilimsel caligmalarla kanitlanmis olmasi ve bu konuda ¢esitli uyarilarin
yapilmasi, dogal iiriinlere yonelisi hizlandirmaktadir. Dogal {iiriinlerin basinda ise, geleneksel
olarak uzun zamanlardir iiretilen fermente gida iiriinleri gelmektedir. Fermentasyon gida
riinlerinin Omriinii artirmak ve iirline yeni tat ve aroma kazandirmak icin yiizyillardan beri

kullanilan yontemlerden birisidir[1, 2].

Fermente {iriinlerin insan beslenmesindeki 6nemi, duyusal olarak tercih edilmelerinin yaninda
icerdikleri faydali mikroorganizmalar sayesinde fonksiyonel oOzelliklerinin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Iste bu baglamda 6nem arz eden geleneksel fermente iiriinlerimizden biri
de Tiirk sucugudur. Tirk tipi fermente sucuk yillardir tilkemiz insaninin damak tadina hitap
etmektedir. Bagsta laktik asit bakterileri (LAB) ve katalaz pozitif koklar olmak iizere,
iceriginde bulunan mayalar ve diger baz1 mikroorganizmalar sucugun tat ve aromasina onemli
katkilar saglamaktadir. Fermente et iiriinlerinin karakteristik tat, koku ve aroma kazanmasini
saglayan etkenler glikoliz, lipoliz ve proteoliz gibi karmasik reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar

mikroorganizmalarin iirettigi enzimler vasitasiyla meydana gelmektedir[3, 4].

Et ve et triinleri, icerdigi esansiyel bilesenlerden dolay1 insan beslenmesi acisindan giinliik
diyetin onemli bir bilesenini olusturmaktadir. Et, insan beslenmesi i¢in 6nemli olmasinin
yaninda yiiksek su miktar1 ve zengin besin iceriginden dolayr mikroorganizmalar i¢in de
uygun bir gelisme ortamidir. Kesim sartlarimin hijyenik kurallara uygun olmamasi ve
hayvanin saglik durumuna gore et ve et {riinlerinde mikrobiyal yiikler farklilik
gosterebilmektedir. Bundan dolay1 fermente et iiriinleri liretiminde starter kiiltiir kullanilsa
bile standart bir {iriin iiretimi olduk¢a zordur. Ancak starter kiiltiir kullanilarak iiretilen

irtinler, spontan fermentasyon ile iiretilenlere gore daha standart olmaktadir[4, 5].



Sucuk fermentasyonunda gorev alan mikroorganizmalar, cesitli LAB, Staphylococcus ve
Kocuria gibi katalaz pozitif koklar ile Debaryomyces ve Candida cinsi mayalardir. Bu
mikroorganizmalarin hepsinin sucugun tat, aroma ve tekstiirlinde ayr1 ayn etkileri

bulunmaktadir.

LAB sucuk fermentasyonunda en 6nemli rolii oynayan faydali bakteri grubudur. Bu grup
bakteriler icerisinde de laktobasiller (Lactobacillus sakei, Lb. curvatus ve Lb. plantarum gibi)
genis bir ¢esitlilik gostermektedir. Laktobasillerden sonra LAB icerisinde ikinci éneme sahip
cins ise Pediococcus acidilactici ve P. pentosaceus gibi pediokoklardir[6]. LAB sucuk
fermentasyonunda glikoliz yoluyla laktik asit olusturmakta ve iiriinde eksi bir tadin
olusmasina neden olmaktadir. Laktik asit olusumu pH 'nin diismesini saglamakta, bu arada et
proteinlerindeki denatiirasyon sonucu iiriinde yapisal degisikler olmaktadir. Bunun sonucunda
ise iirliniin tekstiirel ozellikleri degismektedir[7-9]. LAB sucuk fermentasyonunda ortamda
laktik asit, hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir (H,S), bakteriyosin gibi bazi iiriinleri iireterek
patojen bakterilerin ortamda gelismelerini ©6nlemekte ve sucugu daha giivenli hale

getirmektedirler[1].

LAB disinda sucuk fermentasyonunda rol oynayan diger bir mikroorganizma grubu da
Staphylococcus (Bu cins bakterilerden koagulaz negatif ve patojenite 6zelligi gostermeyen
tiirler olan S. xylosus ve S. carnosus) ve Kocuria (K. varians=Micrococcus varians) cinsi
bakterilerdir. Bu grup bakteriler sucuk fermentasyonu siiresince proteoliz, lipoliz,
peroksitlerin par¢alanmasi gibi reaksiyonlarin yani sira sucuga 6zgii rengin kazandirilmasinda
da rol oynamaktadirlar[10, 11]. Bu bakteri grubunun faaliyetleriyle birlikte {iriiniin

dayaniklilig1 ve kalitesi olumlu yonde etkilenmektedir[12].

Yukarida bahsedilen mikroorganizma gruplari disinda okaryot mikroorganizmalardan olan
mayalar (Debaryomyces hansenii, Candida zeylanoides ve Yarrowia lipolytica) ve kiiflerde
(Penicillium nalgiovense) sucugun ve fermente sosislerin olgunlagmasi periyodunda rol
oynamaktadir. Ozellikle fermente sucuk aromasinin olusumunda ortamda bulunan mayalarin
belirleyici fonksiyona sahip oldugu da ifade edilmektedir. Mayalar sucugun
olgunlagtirilmasinda iirettigi lipolitik ve proteolitik enzimler sayesinde lipidlerin ve

proteinlerin hidrolizine neden olmakta ve iriiniin tad ve aromasmnin gelismesine katkida

bulunabilmektedir[13, 14].



Debaryomyces hansenii (anamorfu Candida famata) fermente et iiriinlerinde en fazla bulunan
maya tiirii olarak belirlenmistir. Bu tiir mayalar fermente et iiriinlerinin hem ylizeyinde hem
de i¢c kisimlarinda gelisme goOsterebilmektedir. Ayrica D. hansenii diger iilkelerde fermente
sosislerde starter kiiltiir olarak kullanilmakta olup, renk stabilitesi ve aroma iizerine olumlu

katkilarinin oldugu bildirilmektedir[1].

Ulkemizde iiretilen geleneksel fermente sucuklarin LAB ile katalaz pozitif kok iceriklerinin
tanimlanmast ve bunlarin sucugun Ozellikleri iizerine etkisi bazi arastirma ve tezlerle
belirlenmistir. Ancak sucuk fermentasyonunda gorev alan mayalarin belirlenmesi, bunlarin
teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin saptanmast ve sucuk iiretiminde kullanildiklarinda
etkinliklerini belirlenmesi amaciyla yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle bu calisma, geleneksel sucuklarimizdaki mayalarin fenotipik ve genotipik olarak
tanimlanmasi, teknolojik ve fonksiyonel ozelliklerinin belirlenmesi iizerine yapilmis ilk
calisma niteligindedir. Bu sayede geleneksel fermente Tiirk sucuguna ait bir yardime starter

olarak kullanilan mayalarin se¢ilmesi ve bazi 6zelliklerinin belirlenmesi saglanmis olacaktir.

Bu calismada Tiirkiye 'nin degisik illerinden temin edilen, geleneksel olarak iiretilmis 35 adet
farkli sucuktan mayalarin izole edilmesi ve bunlarin fenotipik ve genotipik olarak
tanimlanmast amag¢lanmistir. Bunun icin ilk olarak API ID 32C kitleri ile beraber iki farkli
PCR teknigi (rep-PCR ve RAPD PCR) kullanilmus, tiirler arasindaki akrabalik ve farkliliklar
26S rRNA gen bolgesine gore sekans analizleri yapilarak ortaya konmustur. Sucuklardan
izole edilen ve tanimlanan maya tiirleri igerisinden en fazla bulunan iki mayadan farkl suslar
secilerek fonksiyonel ve teknolojik 6zellikleri (Farkli sicaklik ve pH degerlerinde gelisme, tuz
ve safra tuzu toleransi, antifungal maddelere kars1 direng, lipolitik, proteolitik, katalaz ve [3-
hemoliz aktiviteleri, H,S iiretme, nitratin nitrite indirgeme ve jelatin hidroliz yetenekleri)
ortaya konulmustur. Daha sonra bu mayalardan fonksiyonel ve teknolojik ozellikleri en 1yi
olan birer sus se¢ilerek sucuk iiretiminde kullanilmis ve bu maya suglarinin sucugun nem, pH,
ay, renk, tekstiir, TBA, nitrit, duyusal, aroma, agirlik kayb1 ve mikrobiyolojik 6zelliklerine

etkisi incelenmistir.



1. BOLUM

GENEL BiLGILER

Et, icerdigi besin maddeleri, kokusu, tat ve aroma Ozellikleri ile insan beslenmesi i¢in
vazgecilmez bir protein kaynagidir[15]. Et ve et iriinleri; yliksek kalitede protein, demir,
cinko, fosfor, magnezyum gibi mineral maddeleri, B1, B6 ve B12 vitaminleri, omega 3,
omega 6, konjiige linoleik ve elzem yag asitleri gibi yag asitleri gibi besin bilegenlerini yeterli

miktarda icermesi nedeniyle beslenmede 6nemli bir gida maddesidir[6, 15, 16].

Fermentasyon ve kurutma islemleri yiizyillardir etin muhafazasinda kullanilmaktadir[17].
Ulkemizde kirmizi ve beyaz et; sucuk, sosis, salam ve pastirma gibi {iiriinlere islenerek
tilketimi yapilmaktadir. Bu iriinler icerisinde de sucuk iilkemiz insanin damak zevkine hitap

eden ve en fazla tiiketilen et tiriiniidiir[6, 18].

Sucuk Tiirklere 6zgii bir fermente et iiriinii olup, etin kiyma makinesinden gecirilmesinden
sonra icerisine tuz, seker, cesitli baharatlar ve bazi katki maddeleri ilave edilip dogal veya
yapay kiliflara doldurularak belirli nisbi nem ve sicaklikta fermentasyona birakilarak
olgunlastirilan ve iilkemizde en fazla tiiketilen bir et iiriiniidiir[6, 19, 20]. Tiirk Standartlar
Enstitiisii (TSE) ise sucugu, “Resmi veya 6zel kombina ve mezbahalarda kesilen saglikli
kasaplik hayvan govde etleri ve manda etlerinden hazirlanan sucuk hamurunun, dogal veya
yapay kiliflara doldurulmasi ve bir siire bekletilerek olgunlastirilmasi ile elde edilen et
tiriintidiir” seklinde tarif etmektedir. Yine TSE 'ye gore sucugun yag ve nem orani en fazla

%40, tuz %S5, protein en az %20 ve pH degeri ise 4.5-5.5 arasinda olmalidir[21].

Gecmisten giiniimiize, geleneksel olarak iiretilen fermente sucuklarin, standardize
edilmesinde bazi zorluklar olmustur. Bunun nedenlerinden birisi, fermente sucuk iiretiminde
spontan fermentasyon yapilmasi ve bdylece etlerin mikrobiyolojik kalitesinin farkliligindan

dolayi, fermentasyonda rol alan mikroorganizmalarin bir iiretimden digerine farklilik



gostermesi olarak diisiiniilmektedir. Ayrica spontan fermentasyon et hayvanin sagligi, etin
mikrobiyolojik kalitesi, mezbahanenin durumu, personelin titizligi ve depolama sartlarina
gore degismekte olup ¢ofu zaman arzu edilmeyen mikroorganizmalarin gelisimine imkan
vermektedir. Boylece standart bir iirlin elde edilmesi zor olmaktadir. Sucuk yapiminda
kullanilacak etin hakim mikrobiyotasinda, fermentasyonda dnemli olan LAB, katalaz pozitif

koklar ve mayalar bulunmaktadir[4, 20, 22].

Son yillarda, et iriinleri iireten firmalar, geleneksel fermente Tiirk sucugu iiretiminden
uzaklasarak, daha uzun siire muhafaza edilebilen 1s1l islem uygulanmis endiistriyel sucuk
benzeri iiriinler iiretmeyi ekonomik agidan tercih etmektedirler. Bu {iriinlere yonelmenin
basinda geleneksel sucugun etin hijyenik kalitesine bagli olarak standart bir {iretiminin
yapilamamasi, fermentasyon ve muhafaza sartlarinin ayarlanamamasi durumunda iiriiniin
kolay bozulmas: ve bdylece ekonomik kayiplara neden olmasi, sucuk benzeri iirtinden daha
fazla kar elde edilebilmesi ve daha kisa siirede iiretimin yapilabilmesi gibi nedenler
gelmektedir[18]. Ancak sucuk benzeri iiriinlerde, fermentasyona izin verilmedigi i¢in arzu
edilen sucuk tat ve aromas1 da olugsmamaktadir. Ayrica bu endiistriyel sucuk benzeri iiriinlerin
tiretiminde uygulanan 1s1l islemin etkisi ile, fermentasyonda hakim mikroorganizmalarin
icerisinde bulunabilecek muhtemel probiyotik bakteri ve mayalarin biiyiilk bir cogunlugu
inaktif olmakta ve sucuk formiilasyonlarinda kullanilan sarimsak ve baharatlarin i¢eriginde

bulunan fenolik maddeler gibi fonksiyonel bilesenlerde azalma gostermektedir[23].

Ulkemizde 2 farkli tip sucuk iiretimi yapilmakta olup bunlar TSE tarafindan fermente sucuk
(Tiirk Sucugu) ve 1s1l islem goérmiis sucuk benzeri iiriin (Sucuk benzeri et iiriinii - Is1l islem
gormiis) olarak isimlendirilmistir. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi. Gida ve Kontrol
Genel Midirliigii tarafindan “Gida Sanayii Envanteri” adiyla yayimnlanan raporda 2009
verilerine gore yillik iiretilen fermente sucuk miktar1 12.146 ton iken, 1s1l islem gormiis sucuk

benzeri {iriin tiretimi 33.535 ton olarak belirlenmistir[24, 25].

Fermente et iiriinleri diinya genelinde farkli isimlerle {iiretilen ve tiiketilen farkli tat ve
aromaya sahip gida maddeleridir. Avrupa, Amerika, Ortadogu ve Asya Ulkeleri 'nde yar1 kuru
ve kuru olarak tiiketilen fermente et tiriinleri “salami” ve “sausage” olarak bilinmekle birlikte
tiretim bi¢imi, kullanilan materyal ve katki maddeleri gibi faktorlere bagli olarak, her iilkede

farkli isimlerle anilmaktadir. Bu isimlerden bazilar1 sunlardir: Blockwurst, Calabrese Salami,



Cervelat, Chorizo, Easter Nola Salami, Farmer Sausage Cervelat, Farmer Summer Sausage,
Frizzes, Genoa or Genoa Salami, Goteborg, Gothaer Cervelat, Landjaeger Cervelat, Lebanon
Bologna, Lyons Sausage, Metz Sausage, Milan veya Milano Salami, Mortadella, Pepperoni,
Poultry Salami, Salami, Sicilian Sausage, Hard Salami, Italian Sausage, Sarno, Soppresate,

Soujouk, Summer Sausage, Thuringer, Touristen Wurst ve Ukranian Sausage.[26]

Ulkemizde ise sucuk ve pastirma fermente et iiriinii olarak tiiketilen et iiriinleridir. Sucuk,
Orta Asya, Orta Dogu, Kafkasya, Balkanlar ve Kuzey Afrika gibi diinyanin farkli
bolgelerinde soktu, sogut, ilisgu, iliskir ve soudjouk gibi isimlerle bilinen ve insanlarin

severek tiikettigi yar1 kuru fermente bir et iiriintidiir[27].

Diger fermente et iirlinlerinde oldugu gibi, sucuk fermentasyonunda da LAB hakim
mikrobiyotay1 olusturmaktadir. LAB olarak laktobasillerin (Lactobacillus sakei, Lb. curvatus,
Lb. plantarum, Lb. pentosus), pediokoklarin (Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus),
Weissella larin  (W. viridescens, W. halotolerans), leukonostoklarin (Leuconostoc
mesenteroides, Leu. citreum) ve laktokoklarin (Lactococcus lactis) sucugun olgunlagmasi
sirasinda tipik tat ve aromasi ile diger biyokimyasal reaksiyonlarin olusumunda Onemli
gorevler aldig1 bilinmektedir[10, 28, 29]. LAB 'leri disinda katalaz pozitif koklar (S. xylosus,
S. carnosus, Kocuria varians), mayalar da (Debaryomyces spp.) sucugun fermentasyonunda
rol oynamaktadirlar. Bu mikroorganizmalarin tiimii, sucugun tat ve aromasinin olusumunun
yaninda patojen ve bozucu mikroorganizmalara karsi inhibitor etkileriyle de onemli rol

oynamaktadirlar[6, 30].

Sucuk ve sucuk benzeri et iriinlerindeki fermentasyon sirasinda ve sonunda
mikroorganizmalarin yaptiklar1 etkiler Tablo 1.1 'de verilmistir. Bu mikroorganizmalar laktik
asit olusumu, proteoliz, lipoliz, peroksit parcalanmasi, sucuk igerisinde oksijen kullanimi,
nitrat indirgenmesi, laktat oksidasyonu gibi biyokimyasal reaksiyonlarda 6nemli gorevler
almaktadir. Bu reaksiyonlar sonucunda da iiriiniin tat, aroma, tekstiir ve renk kazanmasini
saglamaktadir. Ayrica bu rekabet¢i mikroorganizmalarla patojen mikroorganizmalarin inhibe

edilmesi ile saglik agisindan da tiiketilebilir bir iiriin ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 1. 1. Mikroorganizmalarin sucuk ve sosis fermentasyonundaki etkileri[5, 31]

Mikroorganizma Metabolik aktivite Fermentasyondaki etkisi




LAB

-Laktik asit ve bakteriosin
olusturma

-Patojen ve saprofit bakterilerin
inbisyonu

-Renk olusumunu ve kurutmayi
hizlandirma

Katalaz-pozitif
koklar

-Nitrat indirgenmesi

-Sucuk igerisindeki oksijen
kullanimi

-Peroksit parcalanmasi

-Renk olusumu ve stabilitesinin
saglanmasi

-Ransiditeyi geciktirme

-Aroma olusumunun saglanmasi

-Lipoliz
Mayalar -Sucuk icerisinde oksijen -Ransiditeyi geciktirme
kullanimi
-Aroma olusumunun saglanmasi
-Lipoliz
Kiifler -Sucuk icerisinde Oksijen -Renk stabilitesinin saglanmasi

kullanimi

-Peroksit parcalanmast
-Laktat oksidasyonu
-Proteoliz

-Lipoliz

-Ransiditeyi geciktirme

-Aroma olusumu

Fermente et iirtinlerinde LAB 'nin glukozu kullanmalar1 sonucunda glikoliz olayr meydana

gelmekte ve sonucta laktik asit iiretilmektedir (Sekil 1.1).

Laktik asit, pH 'y1 diislirdiigii icin baz1 patojen mikroorganizmalarin gelismesini engellemekte

ve boylece iiriin giivenli hale gelmektedir. Bunun yaninda laktik asit olusumu ile birlikte pH

'min diigmesi {iriiniin tat ve aromasinin olusumunu sagladigi gibi bu pH 'larda et proteinleri

denatiire oldugu i¢in iiriiniin kurumasi iyi olmakta ve sonucta tadi ve tekstiirii daha iyi bir

iiriin ortaya ¢cikmaktadir[1].
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Sekil 1. 1. LAB 'nin glukozu homofermentatif metabolizmalari[1]

Fermente et iiriinlerinde karbonhidrat fermentasyonundan bagka lipoliz ve proteoliz gibi bazi
biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelmektedir. Et iiriinlerinde lipoliz, et {iriinlerinin ana
bileseni olan lipidlerin endojen ve eksojen enzimler ve mikrobiyal lipaz enzimleri vasitasiyla
hidrolize edilmesiyle birlikte digliserid, monogliserit, serbest yag asitleri ve glisorel acgiga
cikmakta, daha ileri asamalarda aroma bilesenleri olugmaktadir (Sekil 1.2)[1, 32, 33].
Fermente et iiriinlerinin mikrobiyal lipaz aktivitesi iizerine 6zellikle katalaz pozitif koklarin
onemli payinin oldugunun bilinmesinin yaninda, bazi literatiirlerde LAB 'nin de lipaz
aktivitesi oldugu bildirilmekte[34], buna karsin bazi caligmalarda da LAB 'nin lipaz
aktivitesine sahip olmadig1 iddia edilmektedir[35].

Trigliseridler Fosfolipidler

Endojen enzimler ve
mikrobiyal enzimler

Kas fosfolipazlar
Di-Monogliseridler

Endojen enzimler ve
mikrobiyal enzimler

» <

» Serbest Yag Asitleri
Sekil 1. 2. Lipoliz olayinin baglica asamalari[1]



Fermente et iriinlerinin iiretimi sirasinda meydana gelen, ©Onemli biyokimyasal
reaksiyonlardan birisi de proteolizdir. Proteoliz; proteinlerin proteaz gibi enzimler vasitasiyla
polipeptidler, peptidler ve amino asitlere kadar parcalanmasi olayidir (Sekil 1.3). Bu

reaksiyonun ileri agamasinda ise aroma bilesenleri olusmaktadir[1].

Sarkoplazmik ve Miyofibriller Proteinler
Kas katepsin ve kalpeinleri
Ekstraseliiler mikrobiyal proteinazlar

\4
Polipeptitler
Kas ve mikrobiyal peptidazlar

v
Peptitler

Kas ve mikrobiyal ekzopeptidazlar

v
Serbest amino asitler

Sekil 1. 3. Proteoliz olayinin baslica agamalari[1]

LAB terimi ilk olarak 20. yiizyil baslarinda kullanilmis olup, ayn1 zamanda bazi arastirmacilar
tarafindan bu bakteriler icin, “eksimis siit bakterisi” ve “laktik asit {ireten bakteriler” gibi
isimler de kullanilmistir. LAB 'leri morfojolojisi, glukozu fermente etme yolu, sekerlerin
kullanimi, farkli sicakliklarda gelisme, G+C miktar1 gibi faktorlere gore siniflandirilmaktadir.
LAB gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, genellikle
hareketsiz, ¢cubuk, kok ve kokobasil sekillerde, sekerleri fermente ederek laktik asit {ireten,
DNA larinda %55 den daha az G+C iceren bakteri grubudur. Bugiine kadar yapilan
taksonomik caligmalarda LLAB grubu igerisinde Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, QOenococcus, Tetragenococcus, Weissella,
Carnobacterium, Aerococcus, Alloiococcus, Dolosigranulum, Globicatella ve Vagococcus

bakterileri yer almaktadir[28, 36-38].

LAB, tabiatta yaygin olarak bulunmakta olup, baz1 fermente gidalarin iiretimi,
hazirlanmasinda ve baz1 gidalarinda bozulmasinda LAB 'nin 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Bu bakteri grubu insan agiz boslugunda, intestinal ve vajina bolgesinde
bulunan faydali bakterilerdir[36, 39]. Peynir, tursu, sarap, yogurt ve sucuk gibi fermente

tiriinlerin iiretilmesinde ortama hakim olan bakteri grubudur. Bu bakterilerin faaliyeti
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sonucunda fermente gida {iiriinlerde, laktik asit, asetik asit, diasetil, etil alkol, aseton,
asetaldehit ve karbondioksit gibi metabolitler iiretilebilmektedir. Bu metabolitler, {iriiniin yeni
bir tat ve aroma kazanmasinin yaninda, iiriinde patojen mikroorganizmalarin gelismesinin

onlenmesinde onemli gorevler iistlenmektedir[1].

Et iirtinlerinin fermentasyonundan sorumlu digerler bakteriler ise katalaz pozitif koklardir. Bu
grup igerisinde de Staphylococcus ve Kocuria cinsi bakterilerinin bazi tiirleri bulunmaktadir.
Bu bakteri tiirleri Micrococcaceae familyasi icerisinde yer alan Gram pozitif, katalaz pozitif
ve kok seklindeki bakterilerdir. S. xylosus, S. carnosus ve K. varians fermente et iirlinlerinde
en fazla bulunan tiirlerdir. Katalaz pozitif koklar, fermente et iiriinlerinin olgunlastirilmasi
siresince proteoliz, lipoliz, peroksitlerin parcalanmasi ve renk olusumu ile stabilitesininin
saglanmas1 gibi arzu edilen reaksiyonlarin gelistirilmesinde rol oynarlar[1, 11]. Bu
bakterilerin nitrat rediiktaz enzimine sahip olmasi nedeniyle nitrat nitrite indirgenmekte,
bunun sonucunda ortaya ¢ikan nitrozomiyoglobin denilen bilesenlerde sucugun karakteristik
rengini olusturmakta ve nitratin nitrite indirgenme mekanizmasiyla birlikte lipid oksidasyonu

sinirlandirilabilmektedir[1, 40].

Sucuk fermentasyonunda nitratin nitrite doniismesinin  gerceklesebilmesi i¢in kritik
faktorlerden birisi de pH 'dir. Sucuk ve diger fermente et iiriinlerinin kendine has renginin
saglanmasi icin fermentasyonun ilk asamalarinda pH 'nin 5.4 iizerinde olmasi istenir. Ciinkii
bu pH 'min altinda nitratin nitrite doniisme reaksiyonu gerceklesmemektedir[10]. Bununla
birlikte katalaz pozitif koklar giiclii proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahiptirler. Dolayisiyla
bu reaksiyonlar sonucu olusan ve aroma bilesenleri olan peptidler, aminoasitler, aldehitler,
aminler ve serbest yag asitleri gibi diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin fermente et iiriinlerinin

tat ve aromasinin gelismesinde onemli katkilar1 bulunmaktadir[34, 40, 41].

Geleneksel fermente sucuklarin mikrobiyotast hakkinda literatiirde pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Yapilan bu calismalarda ¢ogunlukla LAB ve katalaz pozitif koklar gibi
bakteriler tanimlanmistir. Kaban[10] yaptig1 calismada, sucugun mikrobiyotasinda bulunan
LAB igerisinde ¢cogunlukla laktobasillerin bulundugunu, bunlar arasinda da Lb. plantarum 'un
yiikksek oranda (%45.7) oldugunu, bu bakteriyi Lb. curvatus (%10.9) ve Lb. fermentum 'un
(%9.3) takip ettigini, pediokoklardan ise P. pentosaceus (%4.7) ve P. acidilactici (%0.8) nin

izole edildigini bildirmistir. Yine aym calismada katalaz pozitif koklardan da S. xylosus 'un
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baskin oldugu ve Kocuria cinsinden ise sadece Kocuria rosea bakterisinin belirlendigini
bildirmistir[ 10]. Benzer bir ¢alismada piyasadan toplanan 10 adet farkli marka sucuk ve sosis
orneklerinde Lactobacillus cinsine ait toplam 97 adet bakteri izole edilmis ve bunlarin

39’unun Lb. plantarum oldugu belirlenmistir[42].

Sucuk mikrobiyotasindaki dominant Lactobacillus tiirlerinin, sucuklarin organoleptik
nitelikleri ile iligkisini belirlemek amaciyla yiiriitiilen bir ¢calismada, toplam 252 sus izole
edilmis ve bu izolatlarin %82.1 'inin Lb. sakei, %7.9 'unun Lb. curvatus ve %?2.8 'inin ise Lb.

plantarum oldugu tespit edilmistir[43].

Geleneksel Tiirk sucugundan izole edilen LAB 'nin bakteriyosin iiretme yeteneklerinin
belirlendigi bir calismada da toplam 51 sucuktan sirasiyla Lb.plantarum (19 izolat), Lb.
curvatus (4 izolat), P. pentosaceus (4 izolat), P. acidilactici (3 izolat), Lb. pentosus (2 izolat),
Lb. sakei (2 izolat), Lb. delbrueckii (1 izolat), Lb. rhamnosus (1 izolat) ve Lactobacillus spp.
(21 izolat) izole edilerek tanimlanmistir. Ayni calismada P. pentosaceus, P. acidilactici, Lb.
curvatus, Lb. plantarum bakterilerinin bazi suslarinin  bakteriyosin {rettigi tespit
edilmistir[44]. Yine benzer bir calismada 20 adet geleneksel sucuk orneginden 206 adet LAB
izole edilmis ve bunlardan 25 'nin Pediococcus spp. oldugu ve bunlarin da 8 'nin

antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir[45].

Baska bir calismada da fermente sucuklarda LAB 'leri fenotipik ve genotipik olarak
tanimlanmis ve bunlarin Lb. plantarum, P. pentosaceus, Lc. lactis subsp. lactis, Lb. curvatus
subsp. curvatus, Lb. brevis, Lb. fermentum, W. viridescens, Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii,
W. confusa, Lb. collinoides ve Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides/ dextranicum oldugu
belirlenmistir. Bu calismadaki hakim LAB 'sinin Lb. plantarum ve P. pentosaceus "an oldugu

bildirilmektedir[28].

Kesmen ve ark.[29] yaptiklar1 caligmada, denatiire gradient jel elektroforez (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis=DGGE) sistemi ve diger genotipik PCR yontemleri ile Tiirkiye
min degisik yerlerinde iiretilen geleneksel fermente sucuklarin  mikrobiyotasini
belirlemislerdir. Bu calismada DGGE sistemi ile toplam 8 adet LAB tanimlanmis ve bunlar
icerisinde Lb. sakei, Lb. curvatus ve W. viridescens 'in hakim tiirler oldugu belirlenmistir.

Bununla birlikte diger genotipik PCR yontemleri ile belirlenen tiirlerin ise ¢ogunlugunun
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laktobasillerden olustugu bunlar icerisinde de Lb. sakei, L.b plantarum, Lb. curvatus, Lb.

brevis, Lb. farciminis ve Lb. alimentarius *un cogunlukta oldugu bildirilmistir[29].

Sucugun fermentasyonunda asit olusumu, proteoliz, lipoliz ve enzimatik reaksiyonlar gibi
olaylarda LAB ve katalaz pozitif koklarin rolii diger mikroorganizmalara gore oldukca
fazladir. Bu yiizden bu bakteriler sucuk fermentasyonun en 6nemli mikroorganizmalaridir.
Bununla birlikte maya ve kiiflerin de fermentasyon sirasinda tat ve aroma olusumuna katkisi
vardir. Baz1 fermente et iirlinlerinin iiretiminde starter kiiltiir olarak LAB ve katalaz pozitif

koklarin yaninda mayalar ve kiifler de kullanilabilmektedir[1, 6].

Mayalar protista aleminde 0karyot grup igerisinde yer alan tek hiicreli, oval, kiiresel, silindirik
veya ince uzun sekillerde, bakterilere nazaran daha biiyiik hiicre yapilari olan (yaklasik 10
um) ve hareketli mikroorganizmalardir. Mayalar genellikle boliinerek, tomurcuklanma, sporla
ve eseyli olmak iizere 4 farkli cogalma ozelligi gostermektedir[46, 47]. Biiyiik ¢cogulugunda
vejetatif iireme (eseysiz) tomurcuklanma seklinde goriilir ve bir maya hiicresi birkac
tomurcuk olusturabilmektedir. Tekli hiicreler seklinde gelisirler, filamentdz yap1
gostermemekle birlikte bazi mayalar yalanct miselyum (pseudomycelium) olustururlar[48].
Bazi1 kaynaklar eseyli iireme 6zelligi gosteren mayalari Ascomycetes ve Basidiomycetes sinifi
icerisinde gosterirken, eseysiz lireme gosterenlere ise Deuteromycetes sinifi icerisinde yer
verseler de[48] son yillarda molekiiler filogenetik calismalar mayalart Ascomycota ve

Basidiomycota olmak iizere iki grup altinda simiflandirmistir[49, 50].

Bazen ayn1 maya hiicresi eseyli ve eseysiz iiremenin her ikisini de gosterebilmekte ve eseyli
tireyen telemorf ve eseysiz iireyene ise anamorf olarak isimlendirilebilmektedir. Ayn1 maya
olmasmna ragmen bu Ozelliginden dolayr tanimlamada mayalarin isimleri de
degismektedir[49]. Bu o6zellikleri ile ilgili olarak Tablo 1.2 'de baz1 mayalarin telemorf ve
anamorf formda hangi isimlerle anildig1 belirtilmistir. Bununla birlikte mikroorganizmalar ile
ilgili taksonomik c¢alismalar dinamik arastirmalar olup, siirekli giincellenerek devam

etmektedir(Tablo 1.3)[49].



Tablo 1. 2. Baz1 mayalarin telemorf ve anamorf 6zellikleri[49]

Telemorf Anamorf
Bulleromyces albus Bullera alba
Citeromyces matritensis Candida globosa

Clavispora lusitaniae

Cystofilobasidium infirmominiatum

Debaryomyces hansenii
Dekkera anomala

Dek. bruxellensis
Dipodascus ingens
Filobasidiella neoformans
Filobasidium capsuligenum
Galactomyces geotrichum
Hanseniaspora guilliermondii
Hanseniaspora osmophila
Hanseniaspora uvarum
Hanseniaspora valbyensis
Hyphopichia burtonii
Issatchenkia orientalis
Kazachstania exiguus
Kluyveromyces lactis

K. marxianus
Kregenvanrija fluxuum
Lachancea thermotolerans
Leucosporidium scottii
Metschnikowia pulcherrima
Metschnikowia reukaufii
Pichia anomala

P. fermentans

P. guilliermondii

P. jadinii

P. membranifaciens

P. nakasei
Rhodosporidium toruloides
Saccharomyces cerevisiae
Sporidiobolus salmonicolor
Trichomonascus ciferrii
Torulaspora delbrueckii
Wickerhamiella domercqiae
Y. lipolytica

Zygoascus hellenicus

C. lusitaniae
Cryptococcus infirmominiatus
Candida famata
Brettanomyces anomalus
B. bruxellensis

C. ingens

Cryptococcus neoformans
C. japonica

Geotrichum candidum
Kloeckera apis
Kloeckera corticis
Kloeckera apiculata
Kloeckera japonica

C. variabilis

C. krusei

C. holmii

C. sphaerica

C. kefyr

C. vini

C. dattila

C. scottii

C. pulcherrima

C. reukaufii

C. pelliculosa

C. lambica

C. guilliermondii

C. utilis

C. valida

C. citrea

Rhodotorula glutinis
Candida robusta
Sporobolomyces salmonicolor
Sporothrix catenata

C. colliculosa

C. domercqiae

C. lipolytica

C. steatolytica
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Tablo 1. 3. Baz1 mayalarin yeni isimleri ve sinonimleri[49]

14

Yeni ismi

Sinonimleri

Brettanomyces anomalus
B. bruxellensis

Candida albicans

C. catenulata

C. diddensiae

C. etchellsii

C. famata

C. kefyr

C. lactiscondensi

C. tropicalis

C. valida

C. versatilis

C. vini

Cryptococcus albidus

Cr. curvatus

Cr. humicolus
Debaryomyces hansenii
D. etchellsii

D. polymorphus

Dekkera bruxellensis
Geotrichum candidum
Hyphopichia burtonii
Issatchenkia terricola
Kluyveromyces marxianus
K. lactis

Kodamaea ohmeri
Lachancea thermotolerans
L. fermentati

Pichia anomala

P. angusta

P. jadinii

P. subpelliculosa
Rhodotorula mucilaginosa
Saccharomyces cerevisiae
S. bayanus

S. pastorianus
Saccharomycopsis fibuligera
Schizosaccharomyces pombe
Torulaspora delbrueckii

T. globosa

Trichosporon cutaneum

Y. lipolytica
Zygotorulaspora florentinus
Zygosaccharomyces rouxii

B. claussenii

B. intermedius

C. claussenii, C. stellatoidea

C. brumptii, C. ravautii

Trichosporon diddensiae

B. sphaericus

Torulopsis candida

C. macedoniensis, C. pseudotropicalis
Torulopsis caroliniana

C. vulgaris, C. paratropicalis

C. mycoderma

Torulopsis anomala

Candida mycoderma, Mycoderma vini
Torulopsis aeria

C. curvata

C. humicola

D. kloeckeri, D. subglobosus, D. nicotianae
P. etchellsii

P. polymorpha

Dekkera intermedia

Oidium candidum, Oospora lactis

P. burtonii, Trichosporon variable

P. terricola

K. bulgaricus, K. fragilis, S. fragilis
K. drosophilarum

P. ohmeri, Endomycopsis ohmeri

S. veronae

Zygosaccharomyces fermentati, S. montanus
Hansenula anomala

H. polymorpha

H. jadinii

H. subpelliculosa

Rhodotorula rubra

S. ellipsoideus, S. italicus, S. oviformis, S. diastaticus
S. willianus, S. globosus, S. inusitatus
S. carlsbergensis

Endomycopsis fibuligera
Schizosaccharomyces malidevorans

S. rosei, S. fermentati, S. vafer

S. kloeckerianus, D. globosus

Tr. beigelii

Saccharomycopsis lipolytica
Zygosaccharomyces florentinus, S. eupagycus
S. rouxii, Zygosaccharomyces barkeri
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Gidalarda bulunabilen bir¢ok mayanin firsat¢i patojen mikroorganizma oldugu bazi bilimsel
yayinlarda belirtilmektedir. Ancak mayalar; bira, sarap, ekmek vb. gida maddelerinin
tiretiminde temel mikroorganizmalardir. Ayrica mayalar gidalarda alkol, enzim, baz1 B grubu
vitaminleri ve tek hiicre proteininin iiretimi, tat ve aromalarinin gelistirilmesinde rol almalari
ve daha bir¢ok faydali ozellikleri ile 6nemli ekonomik degere sahip bir mikroorganizma

grubudur[49, 51-53]. Tablo 1.4 ’te baz1 maya tiirlerinin kullamldigi c¢esitli alanlar

gosterilmistir.
Tablo 1. 4. Baz1 maya tiirlerinin uygulama alanlari[54]
Maya tiirii Uygulama alanlari
Candida milleri Eksi maya iiretimi
C. shehatae Biyoetanol iiretimi
C. sake Biyokontrol saglama
C. oleophila Biyokontrol saglama
C. maltosa Tek hiicre protein iiretimi

Debaryomyces hansenii

D. (Schwanniomyces) occidentalis
Eremothecium ashbyi

Geotrichum candidum
Hanseniaspora uvarum
Kluyveromyces marxianus

K. lactis

Pachysolen tannophilus
Phaffia rhodozyma

Pichia angusta (Hansenula polymorpha)

P. anomala

P. jadinii (C. utilis)

P. pastoris

P. stipitis

Pseudozyma flocculosa
Rhodotorula glutinis
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces cerevisiae

S. exiguus

S. boulardii
Saccharomycopsis fibuligera
Torulaspora delbrueckii
Zygosaccharomyces rouxii

Peynir, Sosis ve Proteazlarin tiretimi
Amilaz iiretimi

Riboflavin iiretimi

Peynir iiretimi

Sarap liretimi

Peynir alti suyundan tek hiicre protein
tiretimi

Peynir alt1 suyundan tek hiicre protein
tiretimi

Biyoetanol iiretimi

Astaksantin iiretimi

Biyoetanol iiretimi

Biyokontrol saglama

Hammadde

Heterolog protein iiretimi

Biyoetanol iiretimi

Biyokontrol saglama

Karoten iiretimi

Elma sarabi iiretimi

Ekmek, sarap, invertaz, heterolog protein

ve biyoetanol iiretimi
Eksi maya iiretimi
Probiyotik iiretimi
Amilaz iiretimi

Eksi maya iiretimi
Soya sosu iiretimi
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Bununla birlikte ilk defa Endonezya ’da “lychee” isimli bir meyveden izole edilen ve ishalli
(diyarel) hastaliklarin tedavisinde kullanilan S. boulardii gibi baz1 maya tiirlerinin probiyotik

olarak kullanildig1 belirtilmektedir[55].

Mayalar funguslar icerisinde yer alan ve bilinen fungal tiirlerin %1 'mi olusturan okaryoétik
canlilardir[51]. Dogada genis bir yayilim ozelligi gOsteren mayalar, gidalar acisindan da
onemli bir gruptur. Son yillarda mikrobiyoloji biliminde yogun caligmalar yiiriitiilmesine
ragmen mayalarla ilgili caligmalar diger mikroorganizmalara gore daha sinirlhi kalmigtir. Bu
nedenle de literatiirde mayalarin patojen olup olmamalari ve aroma gelistirici veya bozucu
olmalar1 noktalarinda celigkili bilgiler mevcuttur. Bu nedenle mayalar iizerine ¢aligsmalarin

daha da artirilarak celiskilerin giderilmesi gerekmektedir.

Insanoglu bazi maya tiirlerinin faydali 6zelliginden yararlansa da, bazi tiirleri gidalarin
islenmesi, hazirlanmasi ve depolanmasi sirasinda istenmeyen mikroorganizmalar olarak
goriilmektedir[48, 56]. Mayalar gidalarda gaz olusumu, bulaniklik, film olusumu, renk
bozulmasi, tat ve aromadaki degisikliler gibi olaylara neden olabilmektedir. Bununla birlikte
gida kaynakli mayalarin bugiine kadar herhangi bir gida zehirlenmesine veya enfeksiyona
neden olduguna dair bir bilgiye rastlanmamistir[51]. Diger yandan kayitli vaka olmamasina
ragmen, arastirmaya dayali olmayan baz1 kaynaklarda mayalarin insanlarda hastalik
olusturdugu ve enfeksiyonlara neden oldugu belirtilmektedir[57-59]. Bazi bilimsel
caligmalarda mayalarin bazi iirlinlerde bozucu etkilerinin oldugunun belirtilmesine
ragmen[51, 60] diger bazi caligmalarda da bunlarin tat ve aromayr gelistirdigi rapor

edilmektedir[53].

Mayalarin, eksi ve tatli maya ile ekmek iiretimi, bira, sarap ve benzeri alkollii i¢eceklerin
tiretimi ve tek hiicre proteini gibi baz1 gida iirlinlerinin iiretiminde birincil kiiltiir olarak
kullanilmasinin yaninda, tursu, fermente siit iiriinleri (Peynir, yogurt ve kefir gibi), sarap,
zeytin ve fermente et iirlinlerinde (Sucuk, sosis ve salami gibi) ikincil kiiltiirler olarak

fermentasyonda rol almaktadirlar[61].

Fermente siit iiriinleri (Peynir, yogurt, kefir, tereyagi ve krema gibi), mayalarin rahatlikla
gelisebilecegi bir ortamdir. Peynirlerin olgunlagsmasinda mayalar laktozun fermentasyonunda,
laktik asit ve sitrik asit gibi ortamdaki organik asitlerin kullaniminda ve hiicre dis1 lipolitik ve

proteolitik enzimlerin iiretiminde rol oynamaktadirlar. Gergeklestirdikleri bu biyokimyasal
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reaksiyonlar sonucunda peynirin tat ve aromasimni iyilestirebilmektedirler. Ancak bu
biyokimyasal olaylar ¢cogu zaman kontrolsiiz ve ileri diizeyde gerceklestirildigi icin {iriiniin tat

ve aromasinin bozulmasina neden olabilmektedir[62-64].

Peynirin olgunlagsmasi asamasinda mayalar, LAB ’nin yaninda ikincil mikrobiyota olarak
gorev almaktadir. Peynir fermentasyonunun ilk asamalarinda ¢ok onemli olmadiklari, ancak
sonrasinda ortamda LAB ve diger bakterilerin irettigi laktik ve sitrik asit gibi organik
asitlerin parcalanmasini sagladigi, proteoliz, lipoliz, yag asiti ve aminoasit metabolizmasi gibi

olaylarda da 6nemli gorevleri iistlendikleri bildirilmektedir[65, 66].

Bugiine kadar fermente siit triinlerinde 0zellikle de peynirlerde mayalar ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmistir. Kullanilan siitiin 6zelliklerine, iiretim bi¢imine, olgunlagsma sartlar1 gibi
degisik faktorlere bagl olarak maya mikrobiyotast degisiklik gostermektedir. Mayalar diisiik
su aktivitesi (ay), yliksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilmelerinden dolay1 olgunlagma
boyunca peynirlerin yilizeyinde ¢ogalabilmektedir. Genel olarak bu ¢alismalarda peynirlerdeki
baskin maya tiirliniin D. hansenii 'nin oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte Geotrichum
candidum, Kluyveromyces marxianus ve Y. lipolytica gibi mayalar da peynirlerden sik¢a izole
edilen ve tamimlanan maya tiirleridir. Bu mayalarin disinda peynirlerde C. catenulata, C.
intermedia, C. rugosa, C. sake, C. tenuis, C. versatilis, C. zeylanoides, Clavispora lusitaniae,
Cr. albidus, C. diffluens, Dekkera anomala, Dipodascus capitatus, Issetchenkia occidentalis,
L. orientalis, K. lactis, Pichia jadinii, P. fermentans, P. kluyveri, P. membranefaciens, P.
pseudocactophila, Rhodotorula glutinis, R. mucilaginosa, R. minuta, S. cerevisiae, S. exiguus,
S. unisporus, Trichosporon beigelii, Tr. cutaneum, Tr. delbrueckii, Tr. ovoides, Tr. pullulans,

Williopsis californica ve Zygosaccharomyces rouxii tiirleri goriilmektedir[53, 67-71].

Diinya bircok iilkesinde geleneksel ve ticari peynirlerin maya mikrobiyotas1 farkl
caligmalarda arastirllmistir. Bir calismada, 161 siit iriinii maya igerikleri acisindan
incelenmistir. Analiz edilen peynir ve yogurt 6rneklerinde maya sayilarinin yiiksek oldugu
tespit edilirken, pastorize siit, krema, tereyagi ve dondurmalarda ise maya sayilarinin diisiik
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte bu iiriinlerden en fazla izole edilen ve tanimlanan
mayalarin C. diffluens, C. famata, K. marxianus ve Rhodotorula glutinis oldugu tespit

edilmistir[71].
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Hollanda 'da yapilan bir tiir peynir olan “Gouda” peynirinin maya profili incelenmis baskin
tiirtin D. hansenii oldugu bununla birlikte S. cerevisiae, Y. lipolytica, K. marxianus, T.
delbrueckii, R. glutinis, Cr. albidus ve C. catenulata tiirlerinin de bulundugu

belirlenmistir[72].

Italya 'min Sardunya bolgesinde iki farkli firmanin iirettigi feta peynirinin maya popiilasyonu
incelenmis, firmanin birisinden alinan Orneklerde hakim olan maya tiiriiniin K. lactis,
digerinde ise D. hansenii oldugu belirlenmistir. Bunlarin disinda Dekkera anomala, Dek.

bruxellensis ve G. candidum gibi mayalar da bulunmustur[73].

D. hanesinii 'nin baskin oldugu peynirlerde iirettigi hiicre i¢i ve dist antimikrobiyal
metabolitler sayesinde Clostiridium tyrobutyricum and CIl. butyricum gibi iiriinii bozucu

bakterilerin inhibisyonunun saglandigi bildirilmektedir[74].

Kefir ve kimiz gibi fermente siit iirlinlerinin iiretiminde ve hazirlanmasinda da mayalardan
yararlanilmaktadir. Bu iiriinlerde mayalar, LAB ile birlikte {iiriiniin kendine has tat ve

aromasinin olusumuna katkida bulunmaktadir[75].

Mayalarin 6nemli oldugu gidalardan bir digeri de fermente et {iiriinleridir. Geleneksel et
tirtinlimiiz sucugun disinda diger iilkelerde fermente et iiriinleri olarak yar1 kuru, kuru sosis,
salam ve jambonlarin iiretimi ve tiikketimi yaygin olarak yapilmaktadir. Bu fermente et
riinlerinde LAB ve katalaz pozitif koklarin disinda bazi mayalarin izole edildigi ve bunlarin
sosislerin tat ve aromasinada katkist bulundugu bildirilmektedir. Bu mayalarin cogunlugunun
Ascomycetous grubu igerisinde Candida, Debaryomyces, Pichia, Yarrowia ve
Basidiomycetous grubu icerisinden de Cryptococcus, Rhodotorula ve Trichosporon oldugu

ortaya konulmustur[76-78].

Bircok ¢alismada farkli fermente et iiriinlerinde maya microbiyotas: belirlenmistir. Ispanya
'da tretilen fermente sosislerde 24 ten fazla 6rnek incelenmis API ve Viteks tanimlama
sistemleri ile identifikasyon islemi sonucunda c¢ogunlugunun D. hansenii oldugu
belirlenmistir. Bunun disinda o6rneklerde C. intermedia/curvata, C. parapsilosis, C.
zeylanoides, Citeromyces matritensis, Trichosporon ovoides ve Y. lipolytica gibi mayalarin da

bulundugunu tespit edilmistir[79]. Benzer diger bazi1 ¢calismalarda, D. hansenii 'nin fermente
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et triinlerindeki toplam maya mikrobiyotas: icerisinde %48 ile %80 arasinda degistigi

bildirilmektedir[80].

Villani ve ark.[81] tarafindan Giiney italya 'da iiretilen “Soppressata of Vallo di Diano” isimli
kuru fermente sosisleri, yerel starter kiiltiirlerin se¢imi i¢in incelenmis ve bu iiriinlerde D.
hansenii ’nin ¢ogunlukta oldugu, bunun disinda C. zeylanoides ve P. guilliermondii gibi

mayalarin da bulundugunu tespit etmislerdir.

Portekiz 'de domuz eti ile iiretilen ham (jambon), Bacon (Domuz Pastirmasi) gibi fermente et
irtinlerinin maya igerikleri arastirilmis ve sonugta baskin olan maya tiiriiniin D. hansenii
oldugu, ayrica Cryptococcus laurentii, Cr. humicolus, D. polymorphus ve P. guilliermondii
gibi mayalarinda bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada izole edilen ve tanimlanan 29

maya izolatinin 24 'iiniin lipolitik aktiviteye sahip oldugu da saptanmistir[82].

Iberya jambonlarinin maya populasyonu ile olgunlasma arasindaki iliskiyi gézlemlemek icin
3 farkli bolgede iiretilen jambonlardan maya izolasyonu ve tanimlanmasi yapilmistir. Sonugta
olgunlagmanin baslangicinda C. zeylanoides hakim olan maya tiirii iken, olgunlagmis iiriinde

ise hakim olan maya tiirliniin D. hansenii oldugu belirlenmistir[83].

Yine Iberya jambonlarindan 86 adet maya izolati elde edilerek tanimlanmis ve bu izolatlarin
sadece D. hansenii ve C. zeylanoides 'den olusan iki maya tiirii oldugu tespit edilmistir. Bu
mayalarimn kuru ve kiir edilmis et Uriinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir[77]. Yine Giiney Italya 'da iiretilen geleneksel sosislerde yapilan bir calismada,

orneklerden sadece D. hansenii izole edilmistir[84].

Cocolin ve ark.[85] kiiltir bagimli ve bagimsiz metotlar kullanarak Italyan fermente
sosislerinin olgunlagsmasi siiresince maya ekolojisini incelemislerdir. Bu c¢alismada da yine
baskin tiirlin D. hansenii oldugu bununla birlikte C. zeylanoides, P. triangularis ve
Metschnikowia pulcherrima gibi mayalarinda orneklerde bulundugu bildirilmistir. Ayrica D.
hansenii izolatlarinin sayisinda fermentasyonun baslangicindan sonuna kadar degisiklikler

oldugu ortaya konmustur.

Benzer bir ¢alismada molekiiler metotlar ile taze sosislerin ekolojisi ¢alisilmis, sosisler +4°C

'de 10 giin depolanmis ve sonugta maya olarak sadece D. hansenii 'nin bulundugu, bununla
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birlikte Capronia mansonii ninde ilk giinlerde bulunurken, depolamanin 3 giiniinden sonra bu

tiirlin izole edilemedigi belirtilmistir[86].

Kuru ve kiir edilmis Parma jambonlarinin hazirlanmasi ve olgunlastirilmasi boyunca maya
populasyonu ve dzellikleri degerlendirilmis, sonucta kas yiizeyinde maya sayisimn 10°-10’
kob/g diizeyinde oldugu baskin maya microbiyotasint D. hansenii, C. zeylanoides ve D.
maramus 'un olusturdugu, bunlarin disinda da Candida famata ve Hyphopichia burtonii gibi
mayalarinda diger baskin mayalar oldugu tespit edilmistir[87]. Aquilanti ve ark.[88], Italyan
salamlarinin mikrobiyal ekolojisi lizerine yapilan bir calismada da yaygin olan maya tiiriiniin
D. hansenii oldugu, ayrica R. mucillaginosa ve Trichosporon brassicae gibi tiirlerinde

bulundugunu saptamislardir.

Baska bir calismada Norve¢ kuru ve kiir edilmis et iiriiniindeki maya ¢esitliligi incelenmis,
orneklerde Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Rhodotorula, Rhodosporidium ve
Sporidiobolus olmak lizere 6 cins mayanin bulundugu, ancak baskin maya tiirlerinin D.
hansenii ve C. zeylanodies oldugu tespit edilmistir[89]. Giiney Afrika 'da tiiketilen Biltong,
Cabanossi, kuru sosis, salami gibi et iiriinleri orta nemli et iiriinleri olarak bilinmektedir. Bu
iriinlerin maya c¢esitliligi incelenmis ve en ¢ok bulunan maya tiiriiniin yine D. hansenii
oldugu, bunun disinda C. zeylanoides, Cr. laurentii, Cr. hungaricus, D. vanriji, R.
mucilaginosa, Sporobolomyces roseus, S. cerevisiae, T. delbrueckii, Tr. beigelii ve Y.

lipolytica tiirlerinin de bulundugu tespit edilmistir[90].

Fermente et iirlinlerindeki mayalarin, diger gidalarda oldugu gibi bozucu etkilerinin veya tat
ve aromaya katkilarinin da olabilecegi belirtilmektedir. Bu iirlinlerde baskin olan ve sik
rastlanan maya tiirli D. hansenii 'dir. Bu tiiriin, oksijen ihtiyaci fazla oldugundan dolayi
fermente et iuriinlerinin yiizeyinde geliserek renk stabilitesinin saglanmasinda, laktik asit,
asetik asit gibi organik asitlerin yikilmasinda, amonyak iretimi gibi bazi biyokimyasal

olaylarda rol aldig1 bildirilmektedir[91].

Mayalar et iriinlerinin fermentasyonu ve olgunlastirilmasi asamalarinda farkli sayilarda
bulunabilmektedir. Ornegin, olgunlasmanin ilk asamalarinda mayalar sayica az olup ilerleyen
zamanlarda ise bu say1 artabilmektedir. Tersine ilk basta sayica yiiksek olup ilerleyen
asamalarda sayinin azalmas1 da miimkiin olabilmektedir. Ayrica fermentasyon boyunca diisiik

sayilardan yiiksek sayilara ulasabilmekte ve daha sonra say1 tekrar azalabilmektedir[92, 93].
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Maya sayisinin olgunlagsma asamalarinda bu denli degisiklik gdstermesi et fermentasyonunun
cok karmasik bir sistem oldugunu gostermektedir. Bu durum etin mikrobiyotasinin degisiklik
gostermesinden kaynaklanabilir. Bu maya mikrobiyotas1 etlere, hayvanlarin derileri,

kesimhane ortami, alet ve ekipman ile insanlardan bulasabilmektedir[78, 94].

Bir¢cok calismada mayalarin fermente et iiriinlerinde glikolitik, lipolitik ve proteolitik
biyokimyasal olaylarda rol oynadigi ve bu iirlinlerin tat ve aromasina katki sagladigi
bildirilmistir[14, 76-78, 95-97]. Bununla birlikte bazi ¢alismalarda da mayanin tat ve aroma

tizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadig: belirtilmektedir[78, 98].

Fermente sosislerde maya sayisinin 10%-10° kob/g arasinda degistigi bildirilmistir[79, 99,
100]. Ispanya 'da iiretilen bir gesit fermente sosiste maya sayisimn azlifinin aroma
olusumunun azalmasimna neden oldugu belirtilmektedir[101]. Buradan da fermente et
irtinlerinde tat ve aromanin daha da gelistirilmesinde mayalarinda katkisinin 6nemli oldugu

anlasilmaktadir.

D. hansenii, LAB ile birlikte hareket edebilen, lipaz, proteaz ve peroksidaz enzim aktivitesine
sahip, lipolitik ve proteolitik o6zellikleri bulunan bir mayadir[102]. Bu maya halofil
ozellikte[103] yani 4M NaCl konsantrasyonlarinda, 0.65 a,, gibi kserofilik sartlar1 kapsayan
diisiik a, degerlerinde faaliyet gosterebilmekte olup, optimum gelisme sicakliklar1 20-25°C
olup +5°C ve +10°C ’lerde hatta 0°C ’nin altindaki sicaklik derecelerinde gelisebilen direncli
ozmofil bir mayadir. Anaerobik sartlarda gelismesi zayif olup nitrati kullanmazken nitriti
kullanma kabiliyetleri vardir. Ayrica laktoz fermente edebilme kabiliyeti zayif veya hic
bulunmamaktadir[104]. D. hansenii 'nin diisiik sicaklik ve pH 'larda lipolitik ve proteolitik

aktivitesini yitirdigi belirtilmektedir.

Fermente et iiriinlerinden en cok izole edilen ve tanimlanan maya tiirii olan D. hansenii 'nin
bu {iriinlerde lipolitik ve proteolitik Ozelliklerinden dolayr fermentasyonda onemli katkisi
bulunmaktadir. Nitekim fermente et iriinlerinde mayalarin roliiniin incelendigi bilimsel
calismalarda bu oOzellikleri acikca ortaya konmustur. Fermente sosisten izole edilen D.
hansenii CECT 12487 susunun bir kas proteini olan sarkoplazmik proteini hidroliz ederek
polar ve polar olmayan peptid ve serbest aminoasitlerin iiretiminde onemli roller oynadigi
bildirilmektedir[105]. Yine D. hansenii ’nin miyofibriler proteinler iizerinde proteolitik

ozelliklerinden dolayi etkili oldugu vurgulanmaktadir[13].
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D. hansenii 'nin fermente sosislerde lipid oksidasyonu {iiriinlerinin olusumunu Onleyerek etil
esterler gibi aroma bilesiklerinin iiretiminde etkili oldugu ve dolayisiyla da tipik bir sosis
aromas! kazandirdig: bildirilmektedir[14]. Ayrica laktik asit gibi organik asitleri kullanarak,
alkoller, asitler ve c¢esitli karboksiller iiretme yetenegindedirler[106]. D. hansenii ’'nin
amonyak ve bazi ugucu bilesikleri iiretebilmekte ve kuru fermente sosislerin lezzetine etki
etmektedir[13]. Bir proteaz olan prolyl aminopeptidase enzimi D. hansenii 'den saflastirilarak
tanimlanmistir. Bu proteazlarin fermente et iriinlerinin tat ve aromasina katki saglayacagi

diistiniilmektedir[ 107].

D. hansenii ve C. utilis 'in, fermente sosis ve kiyillmis etlerde aromaya katkis1 incelenmis C.
utilis *in 6nemli diizeyde 6zellikle alkol ve esterler gibi koku ve aroma bilesenleri iirettigi, D.
hansenii 'nin ise C. utilis ’e gore istenmeyen aroma bilesenleri {iretiminin zayif oldugu
gdzlenmistir. D. hansenii sayisinmn 0. giin 10° civarinda iken bu sayr 14. giin olgunlasma
sonunda 10° *e kadar diistiigli, buna karsin C. utilis sayisinin ise aksine 1.2x10° dan 6.6x10°
'ya yiikseldigi belirlenmistir. Aroma bilesenleri iizerinde D. hansenii 'nin etkili olmamasinin
sebebi ise diisiik sayida kalmasi gosterilebilir. Ayrica sosis iiretiminde kullanilan sarimsak

tozunun, bu maya iizerine inhibitif etki gostermis olabilecegi bildirilmistir[78].

Italyan fermente sosislerinden izole edilen ve tanimlanan 40 adet S. cerevisiae tiiriiniin model
sistemde proetolitik Ozellikleri analiz edilmis ve bu ozmotolerant mayanin onddrdiiniin
miyofibriler proteinleri ve birinin de sarkoplazmik proteinleri hidroliz edebilme yeteneginin
oldugu ve fermente sosislerin amino asit komposizyonu ve aroma Ozelliklerini

etkileyebilecegi bildirilmistir[108].

Mayalarin biyojen amin olusturma 6zelligi hakkinda ¢ok az bilgi mevcut olup, yapilan bir
calismada fermente etlerden izole edilen Debaryomyces ve Candida cinsi mayalarin, LAB
'nden ve Staphylococcus cinsi bakterilerden daha fazla histidin dekarboksilaz aktivitesine

sahip oldugu bildirilmektedir[109].

Mikroorganizmalarin  tanimlanmasinda ge¢misten giiniimiize kadar farkli metotlar
uygulanmustir. Teknolojik gelismeler hayatin her yerinde kendini gosterdigi gibi bilimsel
calismalarda da onemli bir yer teskil etmistir. Mayalarin tanimlanmasinda molekiiler

tekniklerin kullanilmasindan 6nce klasik mikroskobik, kiiltiirel ve biyokimyasal metotlar
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kullanilmaktaydi. Mayalarin karakterize edilmesinde mikroskobik olarak hiicre sekli, gercek
ve/veya pseudohif oOzelligi, eseysiz c¢ogalmanin tomurcuklanma veya fisyonla mu
gerceklestigi, diazonyum blue B testi, sporlarin yapisi, yiizey ozellikleri, sayisi ve sekli
incelenmektedir. Mayalarin karakterize edilmesinde kullanilan geleneksel teknikler Tablo 1.5

“te verilmistir[49, 51].

Bununla birlikte molekiiler tekniklere alternatif olarak fenotipik 6zelliklerin 6n plana ¢iktig
ticari maya identifikasyon sistemleri ortaya ¢ikmistir. API 20C, ATB 321D, AutoMicrobic,
Auxacolor, Microring YT, Minitek, Quantum II, APl Candida Uni-Yeast-Tek, Biolog,
VITEK 2, Candifast, ID 32C, MIDI Sherlock, Fungifast, Microscan, Yeastldent ve RapID
Yeast gibi kitlere dayal1 yontemler buna 6rnek verilebilir[49, 110].

Mikroorganizma tanimlamada kullanilan bir¢ok fenotipik ve genotipik yontem cins, tiir, alt
tiir ve hatta sus diizeyinde bile tanimlamaya imkan saglamaktadir. Genotipik yontemler ile
mikroorganizmalarin tanimlanmast ve simiflandirilmasi, basit, giivenilir yontemler olarak
kabul edilmektedir[28]. Ozellikle polimer zincir reaksiyonuna (Polymerase Chain
Reaction=PCR) dayanan yontemler, mikroorganizmalar1 karakterize etmek ve tiplendirmek

icin hizli, giivenilir ve basit yontemler olarak one ¢ikmaktadir.

PCR ’a dayali tiplendirme teknikleri mikroorganizma genom yapisinin tamamini veya bir
kismini tarama yetenegine sahiptir. Bu yontemle ¢ogaltilan herhangi bir DNA molekiiliiniin
hedef fragmentleri, daha sonraki analiz basamaklarinda kullanilmaktadir. Yiiksek oranda
korunmus bolgelerin ¢ogaltilmasi ile akrabalik iligkileri tanimlanabilir. Degisken DNA
segmentlerinin cogaltilmasi ise, birbiriyle olduk¢a yakin olan tiirler arasindaki farkliliklari
belirlemede kullanilmaktadir[111]. PCR teknigi klinik tip, ziraat, mikrobioloji gibi alanlarda
yaygin olarak kullamilmaktadir. Bu teknik DNA veya RNA iizerindeki se¢ilmis bir veya
birden fazla sayida bolgenin oligoniikleotid primerleri ve tagq DNA polimeraz enzimi

kullanilarak PCR cihazi1 (Termal cycler) yardimiyla ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir[28].
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Tablo 1. 5. Maya karakterizasyonunda kullanilan klasik testler[49]

Morfolojik Testler Fizyolojik Testler Biyokimyasal Testler
Eseyli tireme Sekerlerin Diazonyum Blue B
Konjugasyon tipi Fermentasyonu Reaksiyonu

Sporangiosporlarin sekli
Basidiosporlarin olusumu

Eseysiz lireme Karbon kaynaklarinin Ureaz reaksiyonu
Tomurcuklanma Asimilasyonu

Fisyon

Arthroconidia

Ballistoconidia

Mikroskobik biiyiime Azot kaynaklarinin Coenzim Q tipi

Hiicrelerin sekli ve boyu Asimilasyonu
Gergek hif veya pseudohif

Klamidosporlar
Mikroskobik biiyiime Vitamin gereksinimleri DNA baz kompozisyonu
Besiyerindeki koloniler Nisasta olusumu

Siv1 kiiltiirler

Biiylime sicakligi DNA dizi homolojisi
Asetik asit tiretimi
Sikloheksimide direnclilik

Prokaryotlarda rRNA operonu (rrn); 16S, 23S, 5S rRNA 'lar ile sik tekrarlanan ¢coklu operon
bolgelerini icerirken, okaryotlarda ise 5.8S, 18S, 26S ve 28S rRNA bolgelerini icermektedir.
Ozellikle 1990 ’lardan sonra DNA ’ya dayali pek¢ok tanimlama metodu gelistirilmistir[112,
113]. Molekiiler tekniklerdeki onemli ilerlemeler, maya tanimlanmasinda farkli tekniklerin
uygunlanma imkanini saglamistir. Bu tekniklerden sik kullanilanlar1 elektroforetik
karyotiplendirme, mitokondriyal DNA restriksiyon analizi, ribozomal DNA restriksiyon
analizi, DNA fingerprint, RAPD analizleri, tekrarlanan bolgelerin analizi (rep-PCR) ve 5.8S
rRNA genlerini (rDNA) ifade eden ITS dizilerinin restriksiyon analizleridir[51]. Bu
molekiiler tekniklerin birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir. Bu teknikler
kiiltir bagimli teknikler olarak bilinmektedir. Bu metotlarin disinda son yillarda kiiltiir
bagimsiz teknikler gelistirilmistir. Bu tekniklerden en yaygin olarak kullanilani Denatiire
Gradient Jel Elektroforez (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis=DGGE) teknigidir. Bu
teknik, fermente et iiriinlerinin mikrobiyotasinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir[111,

112, 114].



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Gerec¢
2.1.1. Sucuk ornekleri

Tiirkiye 'min farkli yerlerinde (Kayseri, Erzurum, Afyon, Mersin, Konya, Ankara, Sivas,
Nigde, Nevsehir) geleneksel olarak iiretilen 35 adet sucuk 6rnegi toplanmis soguk zincir ile
laboratuvara tasinarak analiz edilinceye kadar buzdolabi sartlarinda (+4°C) muhafaza
edilmistir. Piyasadan toplanan bu sucuk 6rneklerinin ilk olarak pH, a,, ve bazi mikrobiyolojik

ozellikleri belirlenmistir. Tiim analizler 3 paralelli olarak yiiriitiilmiistiir.

2.1.2. Sucugun bilesimindeki hammaddelerin saglanmasi

Bu calismada kullanilan et ve yag, Kayseri 'de faaliyet gosteren yerel bir kesimhaneden
saglanmistir. Et, 2 yasindaki bir kasaplik et hayvaminin kesilerek rigor mortis evresini
tamamlamasindan sonra, on but kismindan elde edilmis, bag ve kaba yag dokusu kisimlar1
ayrildiktan sonra kusbasi haline getirilmistir. Yag ise hayvanin i¢ yagindan elde edilmis ve
kusbas1 haline getirildikten sonra depolanmigtir. Sucuk iiretiminde standardizasyon saglamak
icin et ve yag kisimlari, tiim tekerriirler icin aymi karkastan alinmis ve sucuk iiretiminde
kullanilincaya kadar kisa bir siire -20°C 'de depolanmistir. Sucuk {iiretimi 3 tekerriirlii olarak
ve farkli zamanlarda yapilmistir. Her bir tekerriir icin 16 kg sucuk iiretilmistir. Kullanilan
baharatlar ve suni kilif, Kayseri ’de faliyet gosteren yerel bir baharat¢idan yeni mahsiil olmasi

gozetilerek temin edilmistir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Piyasadan toplanan sucuk orneklerinde yapilan analizler
2.2.1.1. Fizikokimyasal analizler

2.2.1.1.1. pH degerinin belirlenmesi

Sucuk Orneginden 10 g tartildiktan sonra iizerine 100 ml saf su ilave edilerek, Ultraturaks 'ta
(IKA, T18 Basic, Almanya) homojenize edilmistir. Karisim daha 6nce pH 4.0 ve 7.0
tamponlar1 ile kalibre edilen pH metre (WTW, inoLab 720, Almanya) ile 6rneklerin pH
Olctimleri yapilmistir[115].

2.2.1.1.2. ay, 'nin belirlenmesi

Sucuk Orneklerinin ay, degerleri, otomatik a,, tayin cihaz1 (Aqua Lab 2.0, ABD) kullanilarak

belirlenmistir.

2.2.1.2. Mikrobiyolojik analizler
2.2.1.2.1. Orneklerin mikrobiyolojik analizlere hazirlanmasi

Analiz edilen giinlerde sucuk 6rnekleri steril bigak ve pens ile steril stomacher torbalarina 25
g olarak tartilarak alinmistir. Homojenize edilen sucuk oOrnekleri ilizerine 225 ml steril
Maximum Recovery Diluent Cozeltisi ilave edilmis ve 90 s mastikatorde (Stomacher, IUL,
Barselona, Ispanya) homojenize edilmistir. Bu ¢ozeltiden 10® 'ye kadar seri diliisyolar

hazirlanmagtir.

2.2.1.2.2. Toplam mezofil aerob bakteri (TMAB) saymm

Sucuk oOrneklerinin TMAB sayimi i¢in Plate Count Agar (PCA, Merck, Almanya)
kullanmilmistir. Hazirlanan uygun diliisyonlardan besiyerine ekimler yapilmistir. Petriler 30°C

"de 24-48 saat inkiibasyona birakilmis ve besiyeri iizerinde gelisen koloniler sayilmistir[116].

2.2.1.2.3. Toplam koliform bakteri sayim

Koliform analizi icin Violet Red Bile Agar (VRG, Merck, Almanya) kullanilmistir. Uygun

seri diliisyonlardan besiyerine ekim yapilmistir. Petriler 37°C ’de 24 saat inkiibe edilmis ve
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besiyeri lizerinde gelisen 1 mm 'den biiyiikk pempe-kirmizi renkli koloniler sayilmistir. Daha
sonra bu kolonilere ticari oksidaz test kitleri (Merck, Almanya) kullanarak oksidaz testi

yapilmig ve boylece koliform bakteri sayimi dogrulanmastir[117].

2.2.1.2.4. Micrococcaceae sayimi

Micrococcaceae saymmi i¢in Mannitol Salt Phenol-Red Agar-MSA (Merck, Almanya)
kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan, onceden hazirlanmig MSA besiyeri bulunan petrilere
ekimler yapilmis ve petriler aerob sartlarda 35°C ’de 48 saat inkiibe edilip inkiibasyon

sonunda koloniler sayilmis ve katalaz testi uygulanarak dogrulamalar1 yapilmistir[4].

2.2.1.2.5. LAB 'nin sayim

LAB sayimi i¢cin DeMan Rogosa Sharpe agar (MRS, Merck, Almanya) kullanilmistir. Uygun
diliisyonlardan MRS agar besiyerine ekim yapilmistir. Petriler Anaerocult A kullanilarak
anaerob sartlar altinda 30°C "de 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda krem

renkli ve katalaz (-) bakterilerin LAB olarak sayimlar1 yapilmistir[117].

2.2.1.2.6. Maya ve kiif sayim

Maya ve kiif sayimi i¢in 6zel bir besiyeri olan Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
(DRBC, Merck, Almanya) Agar kullanilmistir. Yine uygun diliisyonlardan besiyerine ekimler
yapilmis ve petriler 25°C *de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri
tizerinde gelisen kolonilerden mayalar ayr1 ve Kkiifler ayri olmak iizere sayimlari

yapilmistir[118].

2.2.2. Mayalarin izolasyonu ve saflastirilmasi

Mayalarin saflastirilmas1 amaciyla, maya ve kiif sayimmi icin, koloni secilebilecek uygun
diliisyonlardan ekim yapilmig DRBC besiyerinde gelisen atipik maya kolonileri yine DRBC
agarda ¢izme yontemi ile saflastirilmistir. Bu islem 3 defa tekrar edilerek safligi makroskobik
ve mikroskobik olarak kontrol edilerek tamamen saf maya izolatlar1 elde edilmistir.

2.2.3. Mayalarin fenotipik olarak tammmlanmasi

Saf olarak elde edilen maya izolatlarin1 fenotipik olarak tanimlamak i¢in API ID 32C

(bioMerieux, Fransa) kitleri kullanilmistir. Bunun icin 24 saatlik maya izolatlar1 API
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siispansiyon medium kullanarak makfarland1 2 'ye ayarlanmistir. Bu c¢ozeltiden 250 pl

alinarak API C mediuma ilave edilmistir. Daha sonra ID 32C striplerindeki her bir kuyuya bu

cozeltiden 135 pl eklenerek ve 28°C 'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda striplerin okunmasi ve izolatlarin tanimlanmasi mini API cihazinda (bioMerieux,

Fransa) gerceklestirilmistir. API ID 32C striplerinde kullanilan bilesenlerin miktarlar Tablo

2.1 'de verilmistir[119].

Tablo 2. 1. API ID 32C kitinin bilesimi

No  Test Substrat Miktar (mg/kiipiil)
1 GAL D- galaktoz 0.70
2 ACT Siklohegzemid (Actidione) 0.014
3 SAC D-sakkaroz 0.66
4 NAG N-Asetil-Glukozamin 0.64
5 LAT Laktik asit 0.64
6 ARA L-Arabinoz 0.70
7 CEL D-Sellibioz 0.66
8 RAF D-Rafinoz 2.34
9 MAL D-Maltoz 0.70
10 TRE d-Trehaloz 0.66
11 2KG Potasyum 2-ketoglukonat 1.09
12 MDG Metil- a D- glukopiyranosid 1.92
13 MAN D-Mannitol 0.68
14 LAC D-Laktoz (s1g1r orjinli) 0.70
15 INO Inositol 0.70
16 0 Substrat yok -
17 SOR D-Sorbitol 2.72
18 XYL D-Ksiloz 0.70
19 RIB D-Riboz 0.70
20 GLY Gliserol 0.82
21 RHA L-Ramnoz 0.68
22 PLE Palatinoz 0.66
23 ERY Eritritol 1.44
24 MEL D-Mellibioz 0.66
25 GRT Sodyum Glukuronat 0.76
26 MLZ D-Melezitoz 0.66
27 GNT Potasyum glukonat 0.92
28 LVT Levulinik asit 0.48
29 GLU D-Glukoz 0.78
30 SBE L-Sorboz 0.70
31 GLN Glukosamin 0.68
32 ESC Eskulin-Ferrik sitrat 0.28-0.069

2.2.4. Mayalarin genotipik olarak tammmlanmasi
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Mayalarin genotipik olarak tanimlanmasinda rep-PCR ve RAPD PCR olmak iizere iki farkli
molekiiler PCR teknigi uygulanmistir. Bunun i¢in ilk olarak mayalarin DNA 'lar1 izole

edilmistir.

2.2.4.1. Mayalardan genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin ticari olarak satilan Genomic DNA mini kit (Invitrogen, ABD)
kullanilmistir. Mayalardan DNA izolasyon asamalari su sekildedir.

. Saf maya izolatlar1 24 saat Malt Ekstrakt Agar besiyerinde gelistirilerek taze kiiltiir elde
edilmistir.

. Steril edilmis, agz1 kapakli ependorf tiiplere (1.5 ml lik) 180 ul Genomic Digestion Buffer
tamponu ilave edilmistir. Daha sonra maya kolonisinden 2-3 6ze dolusu alinarak iyice
homejenize edilmis ve 20 ul proteinaz K ilave edilerek 56°C 'de 2-3 saat inkiibasyona tabi
tutulmustur.

. Inkiibasyon sonunda tiiplere 200 pl Genomic Lysing/Binding Buffer tamponundan ilave
edilerek 56°C 'de 30 dk bekletilmistir.

. Oda sicakliginda sogutulan 6rnek spin kolona aktarilmis ve tizerine 200 pl soguk etanol (%99
saflikta) ilave edilerek vortekslenmistir. Daha sonra 6000 g de 1 dk santrifiij edilmistir.

. Santfiijlenen 6rnege 500 ul Genomic Wash Buffer 1(W1) tamponundan ilave edilerek 10000 g
de 1 dk santrifiij edilmigtir.

. Yine 500 pul Genomic Wash Buffer 2 (W2) tamponu ilave edilerek 20000 g de 3 dk santrifiij
edilmistir.

. Daha sonra spin kolonlar 30 dk kadar oda sartlarinda kurutma islemine tabi tutulmustur.
Kurutulan spinler 50 pul Genomic Elution Buffer ilave edilmis ve 10 dk bekletildikten sonra
10000 g de 1 dk santrifiij edilmistir.

. Elde edilen DNA iceren c¢oOzeltinin konsantrasyonu Nanospektrofotometre (Nanodrop,
ACTGene, UVS 99, ABD) ile dl¢iilmiis ve daha sonra DNA Ornekleri -20°C 'de
bekletilmistir.

2.2.4.2. DNA 'min rep-PCR teknigi ile amplifiye edilmesi
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Genom lizerinde tekrarlayan dizilerin PCR ile amplifikasyonuna dayanan (rep-PCR)
fingerprint yontemi, yakin iligkili tiirlerin veya tiir icerisindeki farkli suslarin basarili bir
sekilde tanimlanmasini saglayan yontemlerden birisidir. Bununla birlikte bu molekiiler
yontemler dizi analiz maliyetini azaltmaktadir. Elde edilen maya DNA 'larinin analiz edilmesi
icin rep-PCR ve RAPD PCR teknikleri olarak iki farkli PCR teknigi kullanilmistir. Bu amag
icin 100 ng DNA 6rnegi 15 pl master miks (Fermentas, ABD) 12.5 ul niikleazsiz su ve 0.5 ul
primer GTGs (5-GTG GTG GTG GTG GTG-3") kullamilmistir. Hazirlanan ¢ozelti Termal
Cycler 'a (Applied Biosystem-ABI, Singapur) konularak termal dongii sartlart su sekilde
ayarlanmistir.

95°C 'de 5 dk (ilk denatiirasyon)

94°C 'de 20 sn (son denatiirasyon)

52.5°C 'de 1 dk (baglanma)

72°C 'de 2 dk (uzama)

72°C 'de 16 dk (son uzama)

2.2.4.3. DNA 'nin RAPD PCR teknikleri ile amplifiye edilmesi

Izole edilen maya DNA 'larinin analiz edilmesi icin ikinci PCR teknigi olan RAPD PCR
teknigi kullanilmistir. Bunun i¢in 100 ng DNA 0Ornegi 15 pl master miks (Fermentas,
Litvanya) 12.5 pl niikleazsiz su ve 0.5 pl primer M13 (5'-GAG GGT GGC GGT TCT -3")
kullamilmistir. Hazirlanan ¢ozelti Termal Cycler ’a (Applied Biosystem-ABI, Singapur)
konularak termal dongii sartlar1 su sekilde ayarlanmustir.

95°C 'de 5 dk (ilk denatiirasyon)

94°C 'de 1 dk (son denatiirasyon)

45°C 'de 1 dk (baglanma)

72°C 'de 2 dk (uzama)

72°C 'de 10 dk (son uzama)

2.2.4.4. PCR iiriinii DNA 'nin elektroforezi

Elde edilen PCR iiriiniiniin jel goriintiisiinii almak icin elektoroforez islemi uygulanmustir.
Bunun i¢in %1.5 'lik agaroz jel (Sigma, Almanya) hazirlanmistir. Agarozdan 4.5 gr tartilarak
tizerine 300 ml 1XxTAE tamponu ilave edilerek mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye) iyice

coziiniinceye kadar bekletilmistir. Daha sonra 50°C 'ye kadar sogutulan agaroz jele 30 pl
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etidyum bromid (Sigma, Almanya) ilave edilerek elektroforez tankina (20-25cm ol¢iilerinde)
(Termo, A2, ABD) hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dokiilmiis ve katilagmasi beklenmistir.
Jel katilastiktan sonra bromfenol blue-xylene cyanol boyasi ile boyanan PCR fiiriinii jele
yiklenmigtir. Yiikleme yapildiktan sonra elektroforez gii¢c kaynagi (Thermo, EC 1000 XL) ile
rep-PCR i¢in 50 V 'de ve 4°C 'de 20 saat ve RAPD PCR i¢in ise 70 V 4 saat oda sartlarinda
yiriitilmistiir. Yiiritme isleminden sonra olusan bantlar goriintiileme cihazi (Bio-Rad,

GelDoc XR, ABD) ile goriintiilenerek analiz edilmistir.

2.2.4.5. Maya izolatlarinin 26S rRNA geninin baz dizisinin ortaya cikarilmasi ve gen

bankasindaki dizilerle karsilastirilmasi

Kullanilan 2 farkli molekiiler teknik vasitasiyla farkli tiirden olduklari belirlenen maya
izolatlarin jel goriintiileri analiz edilmis ve farklilik gosteren her bir izolattan en az iki adet
secilmistir. Yaklagik 750 bazlik bir bolge olan 26 S rRNA geninin tiim dizisi ortaya
cikarilarak tanimlanmistir. Bu amacla 15 pl Tag PCR mix (Fermentas),12. 5 ul niikleazsiz su
100 ng her bir saf kiiltiirden izole edilen template DNA ve 0.5 uM ileri primer Uni-F (5°-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAG -3’) ve 0.5 uM geri primerden Uni-R (5’-
GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’) olusan toplam 30 ul 'lik reaksiyon karisimi hazirlanmis ve
Termal Cycler ’da amplifiye edilmistir. Termal dongii sartlar;; 95°C 'de 10 dk ilk
denatiirasyon ve 94°C 'de 40 sn, denatiirasyondan sonra 59.5°C 'de 1 dk baglanma ve her
dongiide 72°C 'de 35 sn uzama ve son olarak 72°C 'de 10 dk uygulanmistir. Uriiniin olusup
olusmadigini test etmek icin %]1.5 'lik agaroz jelde 1XTAE tamponunda yiiriitiilmiistiir. Daha
sonra olusan PCR iiriinii ticari saflastirma kiti (Invitrogen, ABD) ile saflastirilarak fontek 'e
(Istanbul) gonderilmistir. Dizi analizi sonucu alinan DNA dizisi Gen Bankasinin verileri ile

karsilastrilarak elde edilen izolatlar tanimlanmistir.

2.2.5. Maya izolatlarimin fonksiyonel ve teknolojik 6zelliklerini belirlenmesi

Maya izolatlarinin fonksiyonel ve teknolojik ozelliklerini test etmek icin farkli testler

uygulanmistir. Bu analizler en az 2 tekerriirlii olarak yapilmistir.

2.2.5.1. Farkh sicakliklarda gelisme testi
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Maya izolatlarinin farkli sicakliklarda gelisme testinde 15, 30, 35, 37 ve 40°C 'ler
kullanilmistir. Maya izolatlar1 Malt Ekstrakt Broth (MEB) 'ta aktiflestirilmistir. Bu taze maya
kiiltiirii yine ayni sivi besiyerine asilanmis ve etiivde belirtilen sicakliklarda 1-5 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda sivi besiyerindeki bulanikliga bakarak

izolatlarin farkli sicakliklarda gelismesi belirlenmistir[120].

2.2.5.2. Farkh pH degerlerinde gelisme testi

Oncelikle farkli pH 'larda MEB hazirlanmistir. Bunun igin 1 N HCI ile s1v1 besiyerinin pH
lar1 1.5, 2, 3.5 ve 4.5 'e ayarlanmistir. Daha sonra pH 'lar1 ayarlanan steril besiyerlerine aktif
taze maya kiiltiiriinden asilanmis ve 25°C 'de 1-5 giin inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon

sonunda besiyerlerindeki bulanikliga bakarak karar verilmistir[120].

2.2.5.3. Farkh NaCl konsantrasyonlarinda gelisme

Elde edilen maya izolatlarinin tuz toleransini 6lgmek i¢in %35, 10 ve 15 NaCl iceren MEB
hazirlanmistir. Bu besiyerlerine aktiflestirilen taze maya kiiltiiriinden ilave edilmis ve 25°C
'de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerlerindeki bulamkliliga

bakarak gelisme tespit edilmistir[67].

2.2.5.4. Maya izolatlarin safra tuzu toleranslarinin test edilmesi

Bu amagla ticari olarak satilan safra tuzu (Sigma, Almanya) kullanilmistir. MEB besiyerinde
safra tuzunun %0.1, 0.3, 0.5 ve 1 'lik konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bu besiyerlerine aktif
maya kiiltiirleri asilanarak 25°C 'de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
besiyerlerindeki  bulanikliga bakarak izolatlarin safra tuzuna karst toleranslari

belirlenmistir[ 120].

2.2.5.5. Maya izolatlarinin lipolitik aktivitesi

Izolatlarin lipolitik aktivitesini test etmek igin %1 gliserol iceren Tributyrin Agar
hazirlanmigtir. Aktiflestirilen taze maya kiiltiiriinden besiyerinin iizerine ekim yapilarak 25°C
'de 1-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra koloniler etrafinda zon olusmas pozitif (+),

olusmamasi ise negatif (-) olarak degerlendirilmistir[119].
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2.2.5.6. Maya izolatlarinin proteolitik aktivitesi

Izolatlarin proteolitik ozelliklerini test etmek icin modifiye Kalsiyum Kazeinat Agar (CCA,
Merck, Almanya) kullanilmistir. Bu amag i¢in hazirlanan besiyeri iizerine aktif maya
kiiltiiriinden ekim yapilmigtir. Petriler 25°C 'de 1-5 giin inkiibasyona birakilmis ve gelisen

kolonilerin etrafinda zon olusmasi pozitif (+), olusmamasi ise negatif (-) kabul edilmistir[67].

2.2.5.7. Maya izolatlarinin jelatin hidroliz yetenegi

Mayalarin proteolitik 6zelliklerini gosteren testlerden birisi de jelatin hidroliz testidir. Bu
analiz icin jelatin iceren bir besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri i¢in 100 g jelatin ve 5 g glukoz
tartilarak 1 litre su ilave edilmistir. Besiyerinden cam tiiplere 9 ml ilave edilerek otoklavda
121°C ’de 15 dk steril edilmistir. Daha sonra taze maya Kkiiltiirlerinden bu besiyerine asilama
yapilmis ve 22 °C ’de 1 ay inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kat1 olan besiyerinin

stvilagmasi jelatinin hidrolize edildigini gostermistir[121].

2.2.5.8. Maya izolatlarinin katalaz aktivitesi

Katalaz testi i¢in; aktiflestirilen maya izolatlart MEB 'a asilama yapilmis ve 25°C *de 24 saat
siireyle gelistirilerek taze kiiltiir elde edilmistir. Hazirlanan maya Kkiiltiirleri {izerine %3 'liik
Hidrojen Peroksit (H,O,) cozeltisinden 2-3 damla ilave edilerek gaz olusup olusmamasina
bakilarak katalaz aktivitesi tespit edilmistir. Gaz olusmasi (+) ve olugsmamasi (-) olarak

degerlendirilmistir.

2.2.4.9. Maya izolatlarinin H,S iiretme yetenegi

Izolatlarin H,S iiretme yeteneklerini belirlemek icin, tiiplerde yatik olarak hazirlanan Triple
Sugar Iron Agar (TSI, Merck, Almanya) besiyerine 6ze ile aktif kiiltiirden ekim yapildiktan
sonra 30°C 'de 2 hafta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerinin renginde

siyahlasma olup olmadig1 gézlenerek H,S iiretme yetenegi belirlenmistir.

2.2.5.10. Maya izolatlarinin nitrat indirgeme ozelligi

Izolatlarin nitrat indirgeme ozelligi olup olmadigini test etmek igin ©ncelikle nitrat broth

hazirlanmistir. Bu besiyeri icin pepton (5g/L), et ekstrakti (3g/L), potasyum nitrat (1g/L)
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belirtilen miktarlarda tartilip saf suda ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra besiyerinden cam tiiplere
5 'er ml konularak otoklavda 121°C ’de 15 dk steril edilmistir. Hazirlanan bu besiyerine aktif
kiiltirden asilanarak 25°C ’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon sonunda
tiipler icerisine 5 ml Griess ¢ozeltisinden ilave edilmis ve besiyerinin renginin pembe-kirmizi

renge doniisiip doniismemesine bakilarak nitratin nitrite indirgeme 6zelligi belirlenmistir[84].

2.2.5.11. Maya izolatlarimin p-hemolitik aktivitesi

Izolatlarin patojenitesinin olup olmadigini test etmek icin hemoliz testi uygulanmistir. Taze
maya Kkiiltiirleri %5 koyun kani iceren Kanli agara ekim yapilarak 30°C ’de 7 giin
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde kolonilerin etrafinda seffaf
zonun bulunmasi B-hemoliz olarak belirlenmistir. Bununla birlikte ayni besiyerinde taze
aktiflestirilmis Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus bakteri kiiltiirleri de pozitif kontrol

olarak kullanilmistir[84].

2.2.5.12. Maya izolatlarinin antifungal maddelere kars: direnci

[zoalatlarin antifungal maddelere direncini test etmek icin antifungal madde olarak potasyum
sorbat (Teknik, Tiirkiye), sodyum benzoat (Fluka, Almanya) siklohekzimid (Across,
Organics, Cin) ve natamisin (Sigma, Almanya) kullanilmistir. Antifungal test olarak Agar
Difuzyon Testi uygulanmistir. Bunun icin aktif maya Kkiiltiirleri hazirlanmistir. Bu arada
Potato Dekstroz Agar (PDA) hazirlanmis ve steril edilmistir. Steril edilen besiyeri 45-50 °C
civarina gelinceye kadar sogutularak heniiz sivi formda iken taze maya Kkiiltiirleri besiyeri
icerisine %1 oraninda asilanmis ve vakit gecirilmeden steril petrilere dokiilmiistiir. Petrilerin
katilasmas1 saglandiktan sonra 4 mm capinda steril korkbor yardimiyla besiyeri iizerinde
delikler acilmistir. Bu delikler igerisine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan potasyum sorbat
ve sodyum benzoat (%0.1, 0.3, 0.5 ve 1), natamisin ve siklohekzimid (25, 50, 75 ve 100 ppm)
cozeltilerinden 50 ul ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan petriler 25°C ’de 24-48 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire sonunda petrilerde acilan kuyucuklarin etrafinda olusan

zonlar dijital kumpas yardimiyla Sl¢tilmiistiir[ 122].

2.2.5.13. Maya izolatlarinin antibiyotik disklere kars1 direnci
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Bu test icin antibiyotik disk olarak nistatin (100 pg) ve flukonazol (25 pg) kullanilmustir.
Bunun i¢in aktif maya Kkiiltiirlerinden daha once steril edilerek 45-50 °C civarina kadar
sogutulmus PDA 'ya %1 oraninda asilanmis ve hemen steril petrilere dokiilmiistiir. Petrilerin
katilagsmas1 saglandiktan sonra bu diskler besiyerine esit uzakliklarda yerlestirilmistir. Daha
sonra bu petriler 25°C *de 24-48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire sonunda disklerin

etrafinda olusan zonlar dijital kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢iilmiistiir.

2.2.5.14. Maya izolatlarimin antibakteriyel etkisi

Bu calismada antibakteriyel test icin Bacillus cereus ATCC 33019, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli O157:H7 ATCC 33150, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Yersinia
enterocolitica ATCC 27729 bakterileri kullanilmistir. Bu bakteriler analizden énce Nutrient
Brotht da aktiflestirilmistir. Maya izolatlar1t MEB besiyerinde aktiflestirilmis ve 7000 dev/dk
hizla 5 dk santrifiij edilmigstir. Daha sonra siipernatant alinarak 22 pm 'lik filtreden
gecirilmistir. Bu arada Nutrient Agar (Merck, Almanya) hazirlanmis ve steril edilmistir. Steril
edilen besiyeri 45-50°C civarina gelinceye kadar sogutularak heniiz sivi formda iken bakteri
kiiltiirleri besiyeri igerisine %1 oraninda asilanmis ve vakit gecirilmeden steril petrilere
dokiilmiistiir. Besiyerleri katilagtiktan sonra 6 mm c¢apinda kuyucuklar acilmistir. Her bir
kuyucuga antibakteriyel aktivitesi test edilecek maya izolatinin siipernatantt konulmustur.
Petriler 37°C ’de 24 saat inkiibasyon sonunda, kuyucuklar etrafinda olusan inhibisyon

zonlarinin caplar1 ol¢iilmiistiir.

2.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada iiretilen sucuklarin olgunlastirilmasi siiresince yapilan analizlerin sonuglart SAS
paket programi (SAS 8.2 versiyonu) kullanilarak istatiksel ag¢idan degerlendirilmistir. Sucuk
tiretiminde kullanilan mikroorganizmalarin sucugun bazi 6zellikleri iizerine etkisi iki ve tek
faktor varyans (two-way ve one-way ANOVA) analizleri kullanilarak belirlenmistir.
Mikrobiyolojik, nem, pH, ay, nitrit ve TBA sonuglar icin iki faktor ANOVA kullanilirken
agirlik kaybi, duyusal, renk, tekstiir sonuclar i¢in ise tek faktor ANOVA kullanilmstir.
Gruplar aras1 fark, o= 0.05 manidarlik diizeyinde Duncan c¢oklu karsilastirma testi

kullanilarak belirlenmistir[ 129].
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3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Piyasadan temin edilen geleneksel sucuklarin baz fizikokimyasal mikrobiyolojik

ozellikleri

Bu arastirmada iilkemizin farkli illerinden geleneksel olarak iiretilen 35 adet sucuk temin
edilmis ve sucuk ornekleri vakit gecirilmeden laboratuvara getirilerek pH ve a,, analizleri
(Tablo 3.1) ile birlikte mikrobiyolojik ozellikleri (TMAB, LAB, toplam koliform,
Micrococcaceae ve maya-kiif sayilari) belirlenmistir. Bu analizlere ait sonuglar Tablo 3.2 'de

verilmistir.

Analiz edilen sucuk drneklerinin pH ve a,, 6zellikleri Tablo 3.1 'de verilmistir. Orneklerin pH
degerlerinin 2 sucuk orneginde pH 6.00 min iizerinde oldugu belirlenirken, digerlerinde ise
pH 4.69 ile 5.86 arasinda degismistir. Yine orneklerin a,, degerleri 0.71 ile 0.93 arasinda

bulunmustur.

Orneklerin mikrobiyolojik 6zellikleri ile ilgili sonuclar Tablo 3.2’ de verilmistir. Temin edilen
sucuk orneklerinin TMAB sayilart 6.29 ile 10.63 log kob/g arasinda bulunmustur. Toplam 13
sucuk Orneginin TMAB sayilarim1i 10.00 log kob/g ’in iizerinde oldugu tespit edilmistir.
Orneklerin LAB sayilarinin ise 3.57 ile 9.81 log kob/g arasinda oldugu belirlenmistir. Sadece
4 adet sucuk o6rneginin LAB sayilarinin 6.00 log kob/g '1n altinda oldugu, diger orneklerde ise
saymnin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Orneklerin toplam koliform sayis1 10 6rnekte
2.15 ile 3.87 log kob/g arasinda iken, diger orneklerde bu saymin <2 log kob/g oldugu
saptanmustir. Micrococcaceae sayist 3 adet sucuk 6rneginde <2 log kob/g olarak bulunmustur.

Diger orneklerin Micrococcaceae sayisi ise 2.19 ile 6.20 log kob/g arasinda degismistir.
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Orneklerin hig birinde kiif saptanamazken (<2 log kob/g), hepsinde maya belirlenmis olup

sayinin ise 2.15 ile 7.89 log kob/g arasinda degistigi tespit edilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3. 1. Piyasadan temin edilen sucuk orneklerinin pH ve a,, degerleri

Ornek No pH a,,
Scl 5.15+0.08 0.90+0.00
Sc2 4.98+0.00 0.81+0.00
Sc3 5.16+0.01 0.83+0.00
Sc4 5.02+0.01 0.82+0.00
Scs 5.03+0.01 0.86+0.00
Sc6 5.45+0.01 0.81+0.00
Sc7 5.15+0.02 0.83+0.00
Sc8 5.23+0.02 0.80+0.00
Sc9 5.45+0.02 0.84+0.00

Scl0 4.73+0.04 0.86+0.00
Scl1l 5.08+0.01 0.91+0.00
Sc12 4.79+0.01 0.92+0.00
Sc13 4.91+0.01 0.87+0.00
Sc14 6.58+0.01 0.82+0.00
Scl15 4.74+0.01 0.90+0.00
Scl6 5.34+0.01 0.92+0.00
Sc17 4.92+0.00 0.93+0.00
Scl8 6.12+0.03 0.84+0.00
Sc19 5.14+0.01 0.80+0.00
Sc20 5.31+0.04 0.83+0.00
Sc21 5.46+0.01 0.73+0.00
Sc22 5.75+0.01 0.89+0.00
Sc23 5.25+0.01 0.82+0.00
Sc24 4.69+0.01 0.82+0.00
Sc25 4.95+0.01 0.85+0.00
Sc26 4.94+0.01 0.76+0.00
Sc27 5.09+0.01 0.81+0.00
Sc28 5.10+0.01 0.85+0.00
Sc29 4.99+0.01 0.82+0.00
Sc30 4.77+£0.02 0.83+0.00
Sc31 5.86+0.03 0.74+0.00
Sc32 4.85+0.00 0.71£0.00
Sc33 4.93+0.00 0.84+0.01
Sc34 4.98+0.01 0.84+0.00
Sc35 4.84+0.18 0.80+0.00

ay: su aktivitesi, ortalamaz+standart sapma
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Tablo 3. 2. Piyasadan temin edilen sucuk Orneklerinin bazi mikrobiyolojik (log kob/g)

ozellikleri
Ornek No TMAB Koliform Micrococcaceae LAB Maya Kiif
Scl 10.55£0.01 2.93+0.04 4.81+0.02 9.33+0.01  4.22+0.02 <2
Sc2 10.53+0.04 <2 3.90+0.08 0.48+0.04  2.15+0.21 <2
Sc3 10.59+0.01 <2 4.22+0.02 9.50+0.04  4.10£0.03 <2
Sc4 10.52+0.02 <2 4.57+0.05 9.46+£0.02  3.84+0.02 <2
Sc5 10.56£0.00 3.16+0.02 4.82+0.02 9.06+£0.03  4.98+0.03 <2
Scé 8.15+£0.21 <2 2.19+0.02 6.59+0.16  3.50+0.28 <2
Sc7 10.48+0.01 <2 6.20+0.08 8.51£0.01  4.20+0.04 <2
Sc8 10.52+0.05 <2 5.67+0.09 0.48+0.04  6.09+0.08 <2
Sc9 10.02+0.02 <2 4.50+0.01 9.20+0.02  4.12+0.08 <2
Sc10 10.51£0.01 2.15+0.21 6.04+0.01 9.37+£0.07 5.47+0.12 <2
Scll 9.47+0.01 2.39+0.12 6.07+0.01 8.37£0.01  5.68+0.03 <2
Sc12 9.50£0.01 <2 3.86+0.03 8.37+£0.02  3.59+0.16 <2
Sc13 7.46+0.01 <2 4.59+0.16 6.81+0.03  4.39+0.12 <2
Sc14 8.10+£0.02  3.32+0.03 2.74£0.06 5.04+£0.06  3.76+0.09 <2
Scl5 9.45+0.03 <2 4.82+0.19 8.36+0.02  4.37+0.13 <2
Scl16 9.4240.02 <2 4.33+0.04 8.30+£0.01  5.75+0.03 <2
Sc17 9.49+0.04 3.87+0.12 3.77+0.19 8.35+0.03  5.91+0.03 <2
Sc18 9.11£0.03  3.40+028 5.75+£0.21 7.57+£0.05  5.52+0.11 <2
Sc19 9.55+0.38 <2 5.51+0.05 8.41+0.22  3.76+0.03 <2
Sc20 9.75+£0.06  3.14+0.09 4.69+0.01 8.44+0.01  4.02+0.08 <2
Sc21 7.22+0.03 <2 4.24+0.34 6.97+0.02  4.53x0.04 <2
Sc22 8.75+£0.27 <2 <2 3.57+£0.38  7.89+0.02 <2
Sc23 7.7840.08 <2 3.61+£0.43 6.77£0.03  2.65+0.07 <2
Sc24 8.50+0.04 <2 <2 7.22+0.06  5.02+0.03 <2
Sc25 7.354+0.02 <2 5.35+0.07 7.08+0.03  5.54+0.10 <2
Sc26 6.90£0.01 <2 <2 5.65+£0.07  3.69+0.01 <2
Sc27 9.19+0.02 <2 5.49+0.02 8.33+0.01  3.33£0.04 <2
Sc28 9.23+0.01 <2 4.88+0.06 8.20£0.01  2.15£0.21 <2
Sc29 10.47£0.01 2.1540.21 5.11£0.01 8.46+.0.01 2.54+0.09 <2
Sc30 10.43+£0.05 3.06%0.08 5.11£0.01 8.51+0.03  5.76+0.09 <2
Sc31 6.29+0.05 <2 5.84+0.09 541£0.10  3.15£0.21 <2
Sc32 7.93£0.04 <2 5.66+0.04 6.93+0.04  3.16+0.02 <2
Sc33 10.63£0.44 3.51£0.05 3.24+0.34 8.24+0.18  5.30+0.04 <2
Sc34 7.68+0.05 <2 4.74+0.01 7.2240.06  4.05£0.08 <2
Sc35 10.44+0.02 <2 4.63+0.02 9.81+£0.05 5.64+0.01 <2

TMAB: Toplam mezofil aerob bakteri, LAB: Laktik asit bakterileri, ortalama+standart sapma
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3.2. Maya izolatlarinin fenotipik olarak tammmlanmasi

Aragtirmada farkli illerden saglanan sucuk oOrneklerinden toplam 255 maya izolati elde
edilmistir. Bu izolatlar ilk olarak API ID 32C identifikasyon Kkitleri ile fenotipik olarak
tanimlanmistir. Fenotipik olarak tanimlama sonucunda 21 farkli maya tiirii oldugu belirlenmis

ve bununla ilgili sonuglar Tablo 3.3 'te verilmistir.

Tanimlanan bu mayalarin biiyiilk kisminin Candida cinsine ait cesitli tiirlerin oldugu
belirlenmistir. Candida (C.) tiirleri disinda Cryptococcus (Cr.), Geotrichum (G.), Rhodotorula
(R.) ve Zygosaccharomyces (Z.) cinslerine ait ¢esitli maya tiirleri de tespit edilmistir. Maya
izolatlarindan Candida cinsine ait 16 tiir, Cryptococcus cinsine ait 2 tiir ve Geotrichum,

Rhodotorula ve Zygosaccharomyces cinslerine ait ise 1 'er maya tiirii saptanmustir.

Bu izolatlar izolat sayisina gore biiyiikten kii¢iige dogru; C. zeylanoides, C. pelliculosa, C.
famata (Telemorfu D. hansenii), C. lipolytica, C. colliculosa, C. parapsilopsis, C. glabrata,
C. rugosa, C. krusei, C. sake, C. tropicalis, C. kefyr, C. pulcherrima, C. boidinii, C. globosa,
C. lusitaniae, Cr. albidus, Cr. curvatus, G. capitatum, R. mucilaginosa ve
Zygosaccharomyces spp. 'den olusmaktadir. Bunlar icerisinde en fazla olan maya tiirleri C.
zeylanoides (95 izolat) ve C. famata (75 izolat) 'dir. Bununla birlikte tanimlanan diger major
tiirler ise C. lipolytica (19 izolat), C. colliculosa (16 izolat) ve C. parapsilopsis (11 izolat)
olarak belirlenmistir. C. glabrata, C. rugosa, Cr. albidus, Cr. curvatus, R. mucilaginosa, C.
kefyr, G. capitatum ve C. pelliculosa tiirlerinin ise sayica 10 'nun altinda oldugu tespit
edilmistir. C. krusei, C. sake, C. tropicalis, C. pulcherrima, C. boidinii, C. globosa, C.

lusitaniae ve Zygosaccharomyces spp. tiirlerinden ise sadece birer izolat tanimlanmistir.

Major tiirler olan C. zeylanoides ’in 24, C. famata min 23 ve C. lipolytica min ise 7 farkli
sucuk orneginde mevcut oldugu belirlenmistir. Bu maya tiirleri toplam izolat icerisinde sayica
en fazla olmalarinin yanisira, birim ornekte yiiksek sayilarda bulundugu tespit edilmistir. C.
famata’nin, C. zeylanoides 'ten daha az sayilarda olmasina ragmen analiz edilen 6rneklerde
bulunusu acisindan birbirine yakin sayilar belirlenmistir. Analiz edilen sucuk 6rneklerinin her

birisinden 3 ile 11 arasinda atipik maya kolonileri alinarak izolatlar elde edilmistir.
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Tablo 3. 3. Fenotipik olarak tanimlanan maya izolatlarinin isimleri ve sayisi

yejozy weydo, BPPPUIQ

11

8
11
7
9
7
8
9
9
8
8
9
5
7
4
9
7
6
7
4
5
8
6
5

10
6
9

LIPPUIQ YNNG

Scl
Sc2
Sc3
Sc4
Sc5
Sc6
Sc7
Sc8
Sc9
Scl0
Scll

Sc12
Sc13
Sc14
Scl15
Sc16
Scl7
Sc18
Sc19
Sc20
Sc21
Sc22
Sc23
Sc24
Sc25
Sc26
Sc27
Sc28
Sc29
Sc30
Sc31
Sc32
Sc33
Sc34
Sc35

Top. | 255

C: Candida, Cr: Cryptococcus,G: Geotrichum, R: Rhodotorula, -:belirlenemedi, Top.:Toplam.
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3.3. Mayalarin genotipik olarak tanimlanmasi

Piyasadan saglanan sucuklardan izole edilen maya izolatlarinin fenotipik tanimlamalari
yapildiktan sonra, molekiiler teknikler kullanilarak genotipik olarak tanimlamalart da
yapilmigtir. Genotipik olarak tanimlanan maya tiirlerinin isimleri ve sayilar1 Tablo 3.4 'te
verilmistir. Tanimlama sonucunda sucuk orneklerinde toplam 23 farkli maya tiirii oldugu
belirlenmistir. Orneklerden izole edilen ve fenotipik tamimlamada kullanilan toplam 255 adet
maya izolati genotipik tanimlamada da kullanmilmistir. Genotipik analiz sonuglarina gore
tanimlanan major maya cinsinin yine Candida oldugu tespit edilmistir. Sucuk Orneklerinde
Candida cinsinin disinda Debaryomyces (D.), Cryptococcus (Cr.), Torulaspora (T.),
Clavispora (Cl.), Yarrowia, Kluyveromyces (K.), Pichia (P.), Sporobolomyces (Sp.),
Rhodotorula (R.), Kazachstania (Kaz.), Issatchenkia (I.), Wickerhamomyces (W.) ve

Filobasidium (F.) maya cinsleri de saptanmistir.

Genotipik tanimlamada da major maya tiirlerinin fenotipik yontemde oldugu gibi C.
zeylanoides (95 izolat) ve D. hansenii (Anamorfu- C. famata) (75 izolat) oldugu tespit
edilmistir. Bunlarin disinda diger baskin tiirler ise C. deformans (17 izolat), T. delbrueckii (17

izolat) ve C. parapsilopsis (11 izolat) olarak belirlenmistir.

Izole edilen mayalar arasinda C. glabrata, Kaz. unispora, Y. lipolitica, K. marxianus, W.
anomalus/P. anomala, C. curvatus, CI. lusitaniae ve C. albidus tiirlerinin sayilarinin 2-8
arasinda degistigi gdzlenmistir. Bunun yaninda diger tiirler olan Cr. albidosimilis, C. apicola,
C. tropicalis, R. mucilaginosa, C. santamariae var. santamariae (C. beechii), C. nodaensis
(C. etchellsii), R. mucilaginosa (Sp. alborubescens), Cr. albidus /Cr. laurentii, Cr.

magnus/Filobasidium spp. ve L. orientalis ise sadece birer adet izole edilmistir.

Fenotipik tanimlamaya benzer sekilde sucuk orneklerindeki baskin tiirler olan C. zeylanoides
ve D. hansenii (Anamorfu- C. famata) 'nin izole edilme ve tanimlanma siklifinin birbirine
yakin oldugu saptanmustir. Ayrica diger major tiirler olan C. deformans *1n 8 ve T. delbrueckii
‘nin ise 3 sucuk orneginde varligi tespit edilmistir. C. parapsilopsis tiirl ise digerlerine gore
sayica az olmasina ragmen 5 sucuk Orneginde belirlenmistir. Cr. magnus/Filobasidium spp.

ve Cr. albidus /Cr. laurentii tiirlerinin ise mevcut yontemlerle tam bir ayrimi yapilamamaistir.
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Tablo 3. 4. Genotipik olarak tanimlanan maya izolatlar1 ve sayisi
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Cl: Clavispora, Cr: Cryptococcus, I: Issatchenkia Kaz: Kazachstania, K:

P: Pichia, R: Rhodotorula, Sp: Sporobolomyces,

D: Debaryomyces, C: Candida,

Kluyveromyces,

W:

Y: Yarrowia,

T: Torulaspora,

Wickerhamomyces, -:belirlenemedi, Top.:Toplam
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3.4. Maya izolatlarinin tanimlanmasinda fenotipik ve genotipik yontemlerin karsilastirilmasi

Geleneksel sucuklardan izole edilen maya izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik
ve genotipik yontemler ile ilgili sonuclar Tablo 3.5 ve Tablo 3.6'da karsilagtirmali olarak
verilmigtir. Tablolarda ayn1 zamanda her iki yontemle tanimlanan toplam 255 maya tiirleri ile
beraber tamimlanma olasiliklar1 verilmistir. Tanimlanan maya tiirleri icerisinde en fazla
bulunan maya olan C. zeylanoides hem fenotipik hem de genotipik yontemle ayni isimle
tanimlanmis olup bu mayanin toplam izolat sayist 95'dir. Diger major tiir olan D. hansenii
(anamorfu-C. famata) ise fenotipik olarak C. famata ve genotipik olarak D. hansenii seklinde

tanmimlanmistir.

C. zeylanoides ve D. hansenii disinda major maya tiirlerinden biri ise fenotipik yontemle C.
lipolytica ve genotipik yontemle ise C. deformans ve Y. lipolytica tiirleri olarak belirlenen
maya tlirlidiir. Fenotipik tamimlamada 19 adet izolat olarak belirlenen C. lipolytica min
genotipik tammmlamada 16 tanesi C. deformans ve 3 tanesi ise Y. lipolytica olarak
belirlenmistir. Yine fenotipik tanimlamada C. colliculosa (16 adet izolat) olarak tanimlanan

maya tiirli genotipik tanimlamada ise 7. delbrueckii (17 adet izolat) olarak tanimlanmistir.

Bu tiirlerin disinda C. parapsilopsis, C. glabrata, Cr. curvatus ve C. tropicalis tiirlerinin her
iki tamimlamada da ayni isimde oldugu saptanmistir. Fenopik tanimlamada G. capitatum, C.
kefyr, C. lusitaniae, C. globosa ve C. pelliculosa olarak tanimlanan maya tiirleri ise genotipik
tanimlamada sirasityla Kaz. unispora, K. marxianus, Cl. lusitaniae, C. apicola, ve W.

anomalus (P. anomala) olarak tespit edilmistir.

Fenotipik tanimlamada Cr. albidus olarak belirlenen 4 adet 1zolatin, genotipik tanimlamada 2
adeti Cr. albidus olarak belirlenmistir. Bununla birlikte fenotipik tanimlamada olmayan bazi
maya tiirleri olan W. anomalus (P. anomala), C. nodaensis (C. etchellsii), 1. orientalis, C.
santamariae var. santamariae (C. beechii), R. mucilaginosa (Sp. alborubescens), Cr. albidus

/Cr. laurentii ve Cr. magnus/Filobasidium spp. genotipik tanimlamada belirlenmistir.



Tablo 3. 5. Fenotipik ve genotipik tanimlama sonunda elde edilen izolat sayisi ve oranlari

Fenotipik tanimlama

Genotipik Tamimlama

izolat izolat
Maya sayisi Maya Sayisi
Candida zeylanoides 95 37.3 Candida zeylanoides 95 37.3
Candida famata 75 29.4 Debaryomyces hansenii 75 294
Candida lipolytica 19 7.5 Candida deformans 17 6.7
Candida colliculosa 16 6.3 Torulaspora delbrueckii 17 6.7
Candida parapsilopsis 11 4.3 Candia parapsilopsis 11 4.3
Candida glabrata 8 3.1 Candida glabrata 8 3.1
Geotrichum capitatum 7 2.7 Kazachstania unispora 7 2.7
Cryptococcus albidus 4 1.6 Yarrowia lipolitica 3 1.2
Candida kefyr 3 1.2 Kluyveromyces marxianus 3 1.2
Candida pelliculosa 3 1.2 Wz‘c keirhamomy ces anomalus 3 1.2
(Pichia anomala)
Rhodotorula mucilaginosa 2 0.8 Cryptococcus curvatus 2 0.8
Candida rugosa 2 0.8 Clavispora lusitaniae 2 0.8
Cryptococcus curvatus 2 0.8 Cryptococcus albidus 2 0.8
Candida krusei 1 0.4 Cryptococcus albidosimilis 1 0.4
Candida sake 1 0.4 Candida apicola 1 0.4
Candida tropicalis 1 0.4 Candida tropicalis 1 0.4
Candida pulcherrima 1 0.4 Rhodotorula mucilaginosa 1 0.4
. e Candida santamariae
Candida boidinii 1 0.4 (Candida beechii) 1 0.4
. Candida nodaensis
Candida globosa 1 0.4 (Candida etchellsii) 1 0.4
Rhodotorula mucilaginosa
Zygosaccharomyces spp. 1 0.4 (Sporobolomyces 1 0.4
alborubescens)
Candida lusitaniae 1 0.4 Issatchenkia orientalis 1 0.4
Cryptococcus albidus 1 0.4
/Cryptococcus laurentii '
Cryptococcus magnus 1 04
/Filobasidium spp. )
Toplam 255 100 Toplam 255 100

%: tim izolat igcerisinde bulunma orani
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Tablo 3. 6. Tanimlanan maya izolatlarinin fenotipik ve genotipik karsilagtirmasi

izolat Fenotipik Tamimlama Genotipik Tammlama
no  lzolat adi %' lizolat ach %*
Sla C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S1b  C. zeylanoides 96.1 C. zeylanoides 99
Sic C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S1d  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
Sle C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S1f  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S1g C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S2a C. parapsilopsis 99.8 C. parapsilopsis 100
S2b  C. parapsilopsis 99.8 C. parapsilopsis 100
S2¢  C. parapsilopsis 99.8 C. parapsilopsis 100
S3a C. zeylanoides 99.7 C. zeylanoides 99
S3b  C. zeylanoides 91.5 C. zeylanoides 99
S3¢ C. famata 99.9 D. hansenii 100
S3d C. famata 99.6 D. hansenii 99
S3e  C. zeylanoides 92.2 C. zeylanoides 99
S3t  C. famata 99.9 D. hansenii 99
S3g  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S3h  C. famata 99.8 D. hansenii 99
S3i  C. famata 99.9 D. hansenii 99
S3j  C. zeylanoides 87.4 C. zeylanoides 99
S3k C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
Sd4a C. famata 99.9 D. hansenii 99
S4b  C. famata 98.4 D. hansenii 99
Sd4c  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S4d C. famata 99.9 D. hansenii 99
Sde G. capitatum 99.9 Kaz. unispora 100
S4f  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S5a  C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S5b  C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S5¢  C. lipolytica 99.9 Y. lipolytica 100
S5d  C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S5e C. famata 99.9 D. hansenii 99
S5f  C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S5g  C. lipolytica 99.9 Y. lipolytica 100
Séa C. famata 99.9 D. hansenii 99
S6b  C. famata 99.9 D. hansenii 100
S6¢  C. famata 99.9 D. hansenii 100
S6d C. famata 99.9 D. hansenii 99
S6e C. famata 98.4 D. hansenii 100
S6f  C. famata 99.9 D. hansenii 100
Ség C. famata 99.0 D. hansenii 99
S6h C. famata 99.9 D. hansenii 100




Tablo 3. 6. devami

S7a

S7b
S7c
S7d
S7e
S7f
S7g
S7h
S8a
S8b
S8c
S8d
S8e
S8f
S8g
S8h
S9a
S9b
S9¢
S9d
S9e
Sof
S10a
S10b
S10c
S10d
S10e
S10f
S10g
S10h
Sila
Si1b
Siic
S11d
Sile
S11f
Siig
Si1h
S11i
S11j
S11k
S12a
S12b

C. parapsilopsis

C. sake

C. parapsilopsis
C. parapsilopsis
C. parapsilopsis
C. parapsilopsis
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
Cr. curvatus
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. lipolytica
C. famata

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. famata

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. lipolytica
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. famata

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides

99.5
3

99.6
99.6
99.6
99.6
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
92.2
99.9
96.8
73.2
99.9
92.2
99.8
83.0
99.9
92.2
99.9
92.2
99.2
99.9
99.9
99.9
99.8
92.2
99.8
99.6
99.9
99.8
99.9
92.2
99.9
93.0
922
99.0
99.9
92.2
99.9

C. parapsilopsis
C. santamariae var. santamariae (C.
beechii)

C. parapsilopsis
C. parapsilopsis
C. parapsilopsis
C. parapsilopsis
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
Cr. curvatus

C. zeylanoides
C. zeylanoides
D. hansenii

D. hansenii

C. zeylanoides
D. hansenii

D. hansenii

C. zeylanoides
C. deformans
D. hansenii

C. zeylanoides
C. zeylanoides
D. hansenii

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. deformans

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
D. hansenii

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides

100

100
100
100
99
100
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
100
99
99
100
99
99
99
99
99
96
100
100
99
99
99
99
99
99
99
99
99
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Tablo 3.6. devamu
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S12¢
S12d
S12e
S12f
S12g
S13a
S13b
S13c¢
S13d
S13e
S13f
S13g
S13h
S13i
S14a
S14b
S14c
S14d
Side
S14f
Sidg
S15a
S15b
S15c¢
S15d
S15e
S15¢
S15g
S15h
S16a
S16b
S16¢
S16d
S16e
S1ef
S16g
S16h
S16i
S17a
S17b
S17¢
S17d

C. zeylanoides
C. lipolytica
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
G. capitatum
C. famata

C. zeylanoides
G. capitatum
G. capitatum
C. zeylanoides
G. capitatum
C. zeylanoides
C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. zeylanoides
Cr. albidus
Cr. curvatus
Cr. albidus
Cr. albidus

Zygosaccharomyces spp.

C. rugosa

C. zeylanoides
C. parapsilopsis
C. famata

C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. lipolytica

C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. lipolytica

C. lipolytica

C. zeylanoides
C. parapsilopsis
C. zeylanoides
C. famata

C. boidinii

C. zeylanoides

99.9
99.8
92.2
99.9
99.9
99.9
99.3
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
85.4
92.2
99.8
99.9
99.9
81.5
99.9
1
94.5
85.9
99.9
99.8
99.9
99.9
99.9
92.2
95.5
92.2
922
99.9
99.8
90.0
73.4
99.9
99.6
99.9
99.9
96.0
92.2

C. zeylanoides
C. deformans
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
Kaz. unispora
D. hansenii

C. zeylanoides
Kaz. unispora
Kaz. unispora
C. zeylanoides
Kaz. unispora
C. zeylanoides
D. hansenii

C. zeylanoides
D. hansenii

C. zeylanoides
Cr. albidosimilis
Cr. curvatus

Cr. albidus

Cr. magnus/Filobasidium spp.

Cr. albidus

C. nodaensis (C. etchellsii)

C. zeylanoides
C. parapsilosis
D. hansenii

D. hansenii

D. hansenii

C. zeylanoides
C. deformans
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. zeylanoides
C. deformans
C. deformans
C. zeylanoides
C. parapsilopsis
C. zeylanoides
D. hansenii

C. deformans
C. zeylanoides

100
99
99
99
99
100
99
100
100
100
99
100
100
99
99
100
99
99
99
100

99
100
99
99
100
99
100
99
99
99
99
99
99
99
99
99
100
99
99
99
99




S17e C. zeylanoides 92.2 C. zeylanoides 99
Tablo 3.6. devami
S17f  C. famata 99.8 D. hansenii 99
S17g  C. zeylanoides 86.9 C. zeylanoides 99
S17h  C. zeylanoides 92.2 C. zeylanoides 99
S17i  C. famata 99.9 D. hansenii 99
S18a C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 99
S18b C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 99
S18¢ C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S18d C. famata 99.9 D. hansenii 100
S18e C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S18f C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S18g C. famata 98.8 D. hansenii 100
S18h  C. zeylanoides 92.2 C. zeylanoides 99
S19a C. famata 99.9 D. hansenii 100
S19b  C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S19¢ C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 99
S19d C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S19e C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S19f  C. famata 99.9 D. hansenii 100
S19¢ C. lipolytica 99.9 C. deformans 99
S19h  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S20a C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 99
S20b C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S20c C. zeylanoides 92.2 C. zeylanoides 99
S20d C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 100
S20e C. famata 99.9 D. hansenii 100
S20f C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 99
S20g C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 100
R. mucilaginosa (Sp.
S20h R. mucilaginosa 80.8 alborubescens) 99
S20i C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 100
S21a C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S21b  C. famata 99.9 D. hansenii 100
S21c¢ C. famata 99.9 D. hansenii 100
S21d C. parapsilopsis 99.9 C. parapsilopsis 99
S21e C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S22a C. zeylanoides 99.8 C. zeylanoides 99
S22b  C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S22¢ C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S22d C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S22e C. globosa 81.3 C. apicola 99
S22f C. zeylanoides 99.9 C. zeylanoides 99
S22g C. zeylanoides 92.2 C. zeylanoides 99
S23a C. famata 99.9 D. hansenii 100
S23b C. famata 99.9 D. hansenii 99
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S23c¢ C. famata
S23d C. famata

99.9 D. hansenii
99.9 D. hansenii

99
100
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Tablo 3.6. devam

S24a
S24b
S24c¢
S24d
S24e
S24f
S24g
S24h
S24i
S25a
S25b
S25¢
S25d
S25e
S25f
S25g
S26a
S26b
S26c¢
S26d
S26e
S26f
S27a
S27b
S27¢
S27d
S27e
S27f
S27g
S28a
S28b
S28¢
S28d
S29a
S29b
S29¢
S29d
S29e
S30a
S30b
S30c
S30d
S30e

C. lipolytica
C. famata

C. zeylanoides
C. krusei

C. zeylanoides
C. tropicalis
C. lipolytica
C. kefyr

C. lipolytica
C. pulcherrima
C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. rugosa

C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. glabrata

C. kefyr

C. kefyr

R. mucilaginosa

C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
G. capitatum
C. lusitaniae
C. famata

G. capitatum
C. famata

C. colliculosa
C. colliculosa
C. colliculosa
C. pelliculosa
C. colliculosa

99.3
99.9
99.9
97.9
99.8
95.5
99.9
99.9
99.9
50.2
99.9
99.9
99.9
99.3
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.1
99.1
99.1
99.9
99.9
99.1
68.8
99.1
99.1
99.1
99.1
99.9
89.4
99.9
99.9
97.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9

Y. lipolytica
D. hansenii
C. zeylanoides
L. orientalis
C. zeylanoides
C. tropicalis
C. deformans
K. marxianus
C. deformans
CL lusitaniae
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
K. marxianus

K. marxianus

R. mucilaginosa

C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
C. glabrata
Kaz. unispora
CL. lusitaniae
D. hansenii
Kaz. unispora
D. hansenii
T. delbrueckii
T. delbrueckii
T. delbrueckii

W. anomalus (P. anomala)

T. delbrueckii

100
100
99
98
99
99
99
100
99
98
100
100
100
100
99
99
99
100
100
100
100
100
99
99
100
99
98
100
99
99
100
100
100
100
100
99
100
99
99
100
99
99
99
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Tablo 3.6. devam

S3o0f
S30g
S30h
S31a
S31b
S31c
S31d
S31e
S31f
S32a
S32b
S32¢
S32d
S32e
S33a
S33b
S33c
S33d
S33e
S33f
S33g
S33h
S33i
S33;
S34a
S34b
S34c
S34d
S34e
S34f
S35a
S35b
S35¢
S35d
S35e
S35f
S35¢g
S35h
S35i

C. pelliculosa
C. colliculosa
C. pelliculosa
C. famata

C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. famata

C. zeylanoides
Cr. albidus

C. famata

C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. famata

C. zeylanoides
C. famata

99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
92.2
99.8
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.8
99.9
99.8
99.9
99.9
99.9
99.7
99.7
99.8
99.7
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
99.9
79.0
85.5
99.9
67.5
99.9
75.5
99.9
99.9
90.7

W. anomalus (P. anomala)

T. delbrueckii

W. anomalus (P. anomala)

D. hansenii
D. hansenii
D. hansenii
C. zeylanoides
D. hansenii
C. zeylanoides
D. hansenii
D. hansenii

C. zeylanoides

Cr. albidus /Cr. laurentii

. hansenii
. hansenii
. hansenii
. zeylanoides
. hansenii
. hansenii
. zeylanoides
. hansenii
. hansenii
. zeylanoides
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii
. hansenii

. hansenii

cEvivEvilvEvEIvIIvEvIIeE Il v e vl v I e T v e T B Al

. hansenii
D. hansenii
C. zeylanoides
D. hansenii

99
99
99
100
100
99
99
99
99
99
99
99
100
99
99
99
99
99
99
100
99
100
99
100
99
100
99
100
99
99
99
99
99
99
100
99
100
99
99

= 3 " -
! tammlanma orani, Z:blast benzerligi, °: belirlenemedi
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_ﬂmﬂ T. delbruecki
0251 o7 Kaz. unispora

0439 3'@, C. glabrata

K. marxianus

0,282 o
400“1_; 0080 C.troplcallls.
1071} o7 C- parapsilosis

D. hansenii
009 bt Cr. albidus

0112 0008, THs Cr. albidosimilis

T —— @ Gf. curvatus

0035 omar* R mucilaginosa
mg Cl. lusitaniae
0,520 —Y. lipolytica

08— C. deformans

oot |- orientalis
T C. nodaensis (C. etchellsii)
_om: Cr. magnus-Filobasidium spp.

Ay 0107, o7ar Cr. albidus-Cr. laurentii
it —mg' R. mucilaginosa (Sp. alborubescens)

_um: C. zeylanoides
0480, C. santamariae var. santamariae (C. beechii)
02 b8

——+W. anomalus (P. anomala)
18, ¢, apicola

0,138

1094

Sekil 3. 1. Maya izolatlarinin 26S rDNA dizi benzerliklerine gore ¢ikartilan filogenetik soy
agact (UPGMA metot)

3.5. Tammlanan maya izolatlarinin fonksiyonel ve teknolojik 6zellikleri

Geleneksel sucuklardan izole edilen ve tanimlanan maya tiirleri icerisinde, sayica en fazla
olan iki tiir C. zeylanoides ve D. hansenii olarak belirlenmistir. Bu tiirlerden uygun
fonksiyonel ve teknolojik ozelliklere sahip olan suslarin sucuk iiretiminde kullanilabilmeleri
amaclanmis ve bu amagla fonksiyonel ve teknolojik 6zellikleri belirlenmistir. Bunun icin C.
zeylanoides ’in izole edildigi 24 ornek ve D. hansenii 'nin izole edildigi 23 ornegin her
birisinden yiiksek sayilarda bulunan yani yiiksek diliisyonlardan izole edilen birer adet izolat
secilerek, 24’ C. zeylanoides ve 23 ’ii de D. hansenii olmak lizere toplam 47 izolat analize

tabi tutulmustur.

3.5.1. Farkh pH ve sicakliklarda C. zeylanoides ve D. hansenii suslarinin gelismesi

C. zeylanoides 'in farkli asitlik ve sicaklik degerlerinde gelisme o6zelikleri Tablo 3.7 'de
verilmistir. Bu analiz i¢in 1.5, 2, 3 ve 4.5 pH degerleri ve 15, 30, 35, 37 ve 40°C sicaklik
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degerleri kullanilmistir. Analiz edilen tiim C. zeylanoides suslar1 pH 3 ve 4.5 degerleri ile 15
ve 30°C sicakliklarda gelisme gosterirken, pH 1.5 ile 37 ve 42°C ’lerde ise hi¢bir gelisme
olmamamustir. Bununla birlikte C. zeylanoides suglarindan 8 adedinin pH 2 ’de ve 4 adedinin

1se 35°C *de gelisebildigi tespit edilmistir.

Tablo 3.8 'de D. hansenii 'nin farkli sicaklik ve pH degerlerinde gelisme ozellikleri
verilmigtir. Tablo 3.8 'de goriildiigii iizere analiz edilen D. hansenii suglarinin pH 1.5 ve 2
degerlerinde gelisme gostermemesine karsin, pH 3 ve 4.5 degerlerinde ise tiim suslarinin
gelistigi belirlenmistir.

Tablo 3.7. Farkli pH ve sicakliklarda C. zeylanoides 'in gelisme 6zellikleri
izolat Farkh pH 'larda gelisme Farkh sicakliklarda gelisme (°C)
no 1.5 2 3 45 15 30 35 37 42

S1b - -
S3g - +
S4c - -
S7g - +
S8a - +
S9a - +
S10b - +
Slla - -
S12a -
S13f -
S14a - -
S15¢ - -
S16b - -
S17a - -
S18a - -
S19h - -
S20a - -
S21a - +
S22a - -
S24c¢ - -
S31d - -
S32¢ - -
S33c¢ - -
S35h - -

-: negatif, +: pozitif

+

+ 4+ + + + A+ A+ A+ F A+ A+ A+ +
+ + + 4+ + 4+ + A+ A+ o+
+ 4+ + + + A+ A+ A+ A+ o+ A+ o+

+ + + 4+ + 4+ + A+ o+
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Farkli sicakliklarda gelisme Ozellikleri incelendiginde ise 15 ve 30°C 'lerde biitiin suslar

gelisirken, 37 ve 42°C ’lerde ise hicbir sus gelisememistir. Ayrica 35°C ’de 11 adet D.

hansenii sugunun gelisebildigi gézlemlenmistir.

Tablo 3. 8. Farkli pH ve sicakliklarda D. hansenii 'nin gelisme 6zellikleri

Izolat Farkh pH 'larda gelisme Farkh sicakliklarda gelisme (°C)
no 1.5 2 3 4.5 15 30 35 37 42
S3c - - + + + + - - -
S4a - - + + + + - - -
SSe - - + + + + - - -
Sé6a - - + + + + - - -
S9¢ - - + + + + " - -
S10a - - + + + + " - -
S11j - - + + + + " - -
S13b - - + + + + - - -
S14b - - + + + + " - -
S15e - - + + + + - - -
S17f - - + + + + " - -
S18d - - + + + + * - -
S19a - - + + + + i - -
S20e - - + + + + * - -
S21b - - + + + + - - -
S23a - - + + + + * - -
S24b - - + + + + * - -
S29c¢ - - + + + + - - -
S31a - - + + + + - - -
S32e - - + + + + - - -
S33b - - + + + + " - -
S34b - - + + + + - - -
S35¢ - - + + + + - - -

-: negatif, +: pozitif.
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3.5.2. C. zeylanoides ve D. hansenii suslarimn farkh NaCl ve safra tuzu
konsantrasyonuna toleransi

Analiz edilen tim C. zeylanoides suslar1t %5, 10 ve 15 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme
gostermistir (Tablo 3.9). C. zeylanoides 'in safra tuzu toleranslart incelendiginde ise %0.1,
0.3, 0.5 ve 1 konsantrasyonlarinda safra tuzu iceren besiyeri ortamlarinda gelisebildigi
belirlenmistir.

Tablo 3.9.  C. zeylanoides 'in farkl1 NaCl konsantrasyonlarinda gelisme ozellikleri ve safra
tuzu toleransi

izolat Farkh NaCl konsan. gelisme (%) Safra tuzunda gelisme (%)
no 5 10 15 0.1 0.3 0.5

S1b

S3g

S4c

S7g

S8a

S9a

S10b
Slla
S12a
S13f
S14a
S15¢
S16b
S17a
S18a
S19h
S20a
S21a
S22a
S24c
S31d
S32¢
S33c

S35h
+: pozitif.

+

+ + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+
+ + + F + + + + o+ F o+ o+ + o+ +
+ + + + + + + + o+ o+ A+ + o+

+ + + F + + + + o+ F o+ o+ + o+ +
+ + + F + + + + o+ F o+ o+ + o+ +
+ + + + + + + + + + o+ o+ o+ + o+ +
I e S S S S S S T T T T S S S o I

Analiz edilen tiim D. hansenii suslar1 %5, 10 ve 15 NaCl ile %0.1, 0.3, 0.5 ve 1 safra tuzu

konsantrasyonlarinda gelisme gosterdigi saptanmistir (Tablo 3.10).

Tablo 3. 10.  D.hansenii 'nin farkli NaCl konsantrasyonlarin gelisme ozellikleri ve safra
tuz toleransi
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izolat Farkh NaCl konsan. gelisme (%) Safra tuzunda gelisme (%)
no 5 10 15 0.1 0.3 0.5

S3c
S4a
SSe
Sé6a
S9c
S10a
S11j
S13b
S14b
S15e
S17f
S18d
S19a
S20e
S21b
S23a
S24b
S29¢
S31a
S32e
S33b
S34b
S35c¢

+: pozitif.

—+

+ + 4+ 4+ + + +++ o+
+ 4+ 4+ + + + o+ 4

+ + 4+ + + + o+

+ + 4+ + + + o+

+ + 4+ + + + o+

+ + 4+ + + ++++ o+
I S S S S S S S T T T T T S S S S S SR SR o N

3.5.3. C. zeylanoides ve D. hansenii suslarimin lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile jelatini

hidroliz etme o6zellikleri

C. zeylanoides 'in lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile jelatini hidroliz etme 6zellikleri ile
ilgili bulgular Tablo 3.11 'de verilmistir. Analiz edilen tiim C. zeylanoides suslarinin lipolitik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte 2 adet susun (S9a ve S17a) ise digerlerine
gore lipolitik aktivitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Analiz edilen tiim suslarin
proteolitik aktivitelerinin ise diisiik oldugu saptanmistir. C. zeylanoides 'in sadece 10 adet
susunun jelatini hidroliz etme yeteneginin oldugu, diger suslarin ise jelatini hidrolize etmedigi

belirlenmistir.
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Tablo 3. 11.  C. zeylanoides "in lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile jelatini hidroliz etme

ozellikleri

Izolat no Lipolitik aktivite Proteolitik aktivite Jelatin hidrolizi
S1b + + +
S3g
S4c
S7g
S8a
S9a ++
S10b
Slla
S12a

N
N
N
S13f +
N
N
N

+ + + o+
+ + + + 4+

S14a
S15¢
S16b
S17a ++
S18a
S19h
S20a
S21a
S22a
S24c
S31d
S32¢
S33c

S35h + + 3
+: zayif aktivite, ++: iyi aktivite, +++: yliksek aktivite (lipolitik ve proteolitik aktiviteleri i¢in)

+ + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + 4+ + 4+ o+ o+ o+

+ + + + + + + 4+ 4+

Analiz edilen D. hansenii 'nin tiim suglarinin az veya c¢ok lipolitik ve proteolitik aktiviteye
sahip olduklar tespit edilmistir (Tablo 3.12). Fakat suslarin proteolitik aktivitelerinin zayif

oldugu, lipolitik aktivitelerinin ise 2 sus disinda zayif 6zellikte oldugu belirlenmistir.

Jelatini hidroliz etme oOzellikleri incelendiginde ise; tiim suslarinin jelatini hidroliz etme
yeteneginin oldugu saptanmistir. Sekil 3.1 ’te jelatin hidrolizine ait fotograf goriintiisii

verilmistir.
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A
Sekil 3. 2. C. zeylanoides (A) ve D. hansenii (B) suslarinin jelatini hidrolize etme
yetenegine ait goriintiiler

Tablo 3. 12.  D. hansenii 'nin lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile jelatini hidroliz
etme Ozellikleri
izolat no Lipolitik aktivite Proteolitik aktivite Jelatin hidrolizi
S3c + + +




S4a
SSe
Sé6a
S9c
S10a
S11j
S13b
S14b
S15e
S17f
S18d
S19a
S20e
S21b
S23a
S24b
S29c¢
S31a
S32e
S33b
S34b
S35¢

+ 4+ +++ A+ A+ A+
+ ++++ A+

+

+ ++++ A+

+

+: zayif aktivite, ++: iyi aktivite, +++: yliksek aktivite (lipolitik ve proteolitik aktiviteleri i¢in)
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3.5.4. C. zeylanoides ve D. hansenii 'nin katalaz aktivitesi, H,S iiretimi, nitrat indirgeme

ve B-hemolitik aktiviteleri

Analiz edilen tiim C. zeylanoides suslarinin katalaz aktivitesinin bulundugu tespit edilirken

H,S iiretme yeteneklerinin olmadigi belirlenmistir. Bunun yaninda bu suslarin 4 adedinin

nitrat1 nitrite indirgeme ©6zelliginin bulundugu saptanmistir. C. zeylanoides suslarinin nitrati

indirgeme Ozelliklerine ait testlerle ilgili ornek fotograflar1 Sekil 3.2 'de verilmistir. Sekil 3.2’

de goriildiigii lizere koyu kirmiz1 renkte olan tiipler C. zeylanoides’ in bazi suslarinin nitrati

nitrite indirgedigini gostermektedir. Mayalarin muhtemel patojenite 6zelliklerini gosteren [-

hemoliz testi sonuclarina bakildiginda ise C. zeylanoides 'in 3 susunun B-hemoliz pozitif

aktivite gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3.13).



Tablo 3. 13.

C. zeylanoides 'in katalaz aktivitesi, H,S iiretimi, nitrat1 indirgeme

ozellikleri ve B-hemolitik aktiviteleri

izolat

Katalaz

MO Aktivitesi

Nitrat
indirgeme

H,S iiretimi

B-hemoliz
aktivitesi

S1b

S3g

S4c

S7g

S8a

S9a

S10b
Slla
S12a
S13f
S14a
S15¢
S16b
S17a
S18a
S19h
S20a
S21a
S22a
S24¢
S31d
S32¢
S33c
S35h

+

+ + + 4+ + ++ 4+ A+ A+ A+ ++

+
+
+

-: negatif, +: pozitif.

¢ d i

i 11 1

L

I T
-

P

|

Sekil 3. 3. C. zeylanoides 'in nitrat1 nitrite indirgeme 6zellikleri

60
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Analiz edilen D. hansenii suslarimin tiimiiniin katalaz aktivitesinin bulundugu, buna karsin
H,S iiretimi, nitrat indirgeme Ozellikleri ile B-hemolitik aktivitelerinin olmadig saptanmistir

(Tablo 3.14).

Tablo 3. 14.  D. hansenii 'nin katalaz aktivitesi, H,S iiretimi, nitrati indirgeme 6zellikleri ve
B-hemolitik aktiviteleri

Izolat Katalaz Nitrat: B-hemoliz
No AKktivitesi H,S iiretimi indirgeme aktivitesi
S3c
Sda
S5e
Sé6a
S9c
S10a
S11j
S13b
S14b
S15e
S17f
S18d
S19a
S20e
S21b
S23a
S24b
S29c
S31a
S32e
S33b
S34b
S35¢

+: pozitif, -: negatif

+
1
1

+++++ A+ o+
1
1
1

3.5. 5. C. zeylanoides ve D. hansenii suslarinin antifungal maddelere kars1 direnci

C. zeylanoides ve D. hansenii suslarina kars1 antifungal madde olarak potasyum sorbat,
sodyum benzoat, siklohekzimid ve natamisin kullanilmis ve analiz sonuglar1 Tablo 3.15, 3.16,
3.17, 3.18, 3.19 ve 3.20 'de verilmistir. Potasyum sorbat ve sodyum benzoatin C. zeylanoides

ve D. hansenii suslar lizerine antifungal etkisi Tablo 3.15 ve 3.16 'te gosterilmistir.
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Tablo 3.15.  C. zeylanoides suslarina kars1 potasyom sorbat ve sodyum benzoatin
antifungal etkisi (Zon capi, mm)
' Potasyum sorbat Sodyum benzoat
Izolatno 0.1 0.3 0.5 1 0.1 0.3 0.5 1
S1b - - - - - - - -
S3g - - - - - - - -
Sdc - - - - - - - -
S7¢g - - - - - - - -
S8a - - - - - - - -
S9a - - - - - - - -
S10b - - - - - - - -
Slla - - - - - - - -
S12a - - - - - - - -
S13f - - - - - - - -
S14a - - - - - - - -
S15c¢ - - - - - - - -
S16b - - - - - - - -
S17a - - - - - - - -
S18a - - - - - - - -
S19h - - - - - - - -
S20a - - - - - - - -
S21a - - - - - - - -
S22a - - - - - - - -
S24c - - - - - - - -
S31d - - - - - - - -
S32¢ - - - - - - - -
S33c - - - - - - - -
S35h - - - - - - - -

-: Zon cap1 Olciilemedi

Analiz edilen C. zeylanoides ve D. hansenii suslari, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
(%0.1, 0.3, 0.5 ve 1) potasyum sorbat ve sodyum benzoata kars1 diren¢ gostermistir. Yani
analiz edilen konsantrasyonlardaki potasyum sorbat ve sodyum benzoat hicbir susa karsi

antifungal etki gosterememistir.
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Tablo 3. 16. Potasyum sorbat ve sodyum benzoatin D. hansenii 'ye kars1 antifungal etkisi
(Zon ¢ap1, mm)
izolat Potasyum sorbat Sodyum benzoat
no 01 03 05 1 01 03 05 1

S3c - - - - - - - -
S4a - - - - - - - -
SSe - - - - - - - -
Sé6a - - - - - - - -
S9¢ - - - - - - - -
S10a - - - - - - - -
S11j - - - - - - - -
S13b - - - - - - - -
S14b - - - - - - - -
S15e - - - - - - - -
S17¢ - - - - - - - -
S18d - - - - - - - -
S19a - - - - - - - -
S20e - - - - - - - -
S21b - - - - - - - -
S23a - - - - - - - -
S24b - - - - - - - -
S29¢ - - - - - - - -
S31a - - - - - - - -
S32e - - - - - - - -
S33b - - - - - - - -
S34b - - - - - - - -
S35¢ - - - - - - - -

-: Zon gap1 Olciilemedi

Diger bir antifungal madde olan siklohekzimidin C. zeylanoides suslari iizerine etkisini
belirlemek icin 25, 50, 75 ve 100 ppm 'lik konsantrasyonlar uygulanmis ve sonuglar Tablo
3.17 'de verilmistir. Kullanilan 25, 50 ve 75 ppm 'lik konsantrasyonlarin hi¢bir etkisinin
olmadigi, bununla birlikte 100 ppm 'lik konsantrasyonun 5 adet C. zeylanoides susu iizerine
etki gosterdigi tespit edilmis ve bu konsantrasyonun 6.62 ile 7.91 mm arasinda bir zon

olusturdugu saptanmustir.
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Tablo 3. 17. C. zeylanoides suslarina kars1 siklohekzimidin antifungal etkisi (Zon ¢ap1, mm)

izolat
no

Siklohekzimid

25

50

75

100

S1b
S3g
S4c
S7g
S8a
S9a
S10b
S1la
S12a
S13f
S14a
S15¢
S16b
S17a
S18a
S19h
S20a
S21a
S22a
S24c
S31d
S32¢
S33c
S35h

7.1240.04
7.27%£0.37
7.91+0.38
6.62+0.42

7.27%0.73

-1 Zon cap1 Olciilemedi

Siklohekzimidin D. hansenii suslar1 {izerine etkisine yonelik zon 6l¢iimleri Tablo 3.17 *de

verilmigtir. Tablo 3.18 'de de goriildiigii tizere siklohekzimidin 25 ppm 'lik konsantrasyonu

tiim suslara kars1 etkisizken, 50 ppm, 75 ppm ve 100 ppm 'lik konsantrasyonlarin ise 5 adet D.

hansenii suguna kars1 antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Tablo 3. 18. Siklohekzimidin D. hansenii 'ye kars1 antifungal etkisi (Zon ¢api, mm)
izolat Siklohekzimid
no 25 50 75 100

S3c - - - -

S4a - - - -

SSe - - - -

Sé6a - - - 12.7940.85
S9c - - - -
S10a - - 13.08+0.53 16.74+0.69
S11j - - - -
S13b - - - -
S14b - - - -
S15e - - - -
S17f - - - -
S18d - - - -
S19a - - - -
S20e - - - -
S21b - - - -
S23a - - - -
S24b - - - -
S29¢ - - - -
S31a - - - -
S32e - 9.65+0.86 13.98+1.94 16.96+0.71
S33b - - 9.93+0.13 15.56+1.20
S34b - - 11.10+0.36 16.87+1.46
S35c¢ - - - -

-1 Zon cap1 Olcililemedi

Natamisinin tiim konsantrasyonlarinda C. zeylanoides 'e karsi etkili oldugu belirlenmistir
(Tablo 3.19). Tablo 3.19'da goriildiigii gibi natamisinin 25 ppm'lik konsantrasyonunun etkisi
sonucu elde edilen zon ¢aplar1 11.52 ile 16.71 mm arasinda degisirken, 100 ppm 'de 18.88 ile

26.37 mm arasinda bulunmustur.



Tablo 3. 19. C. zeylanoides suslarina kars1 natamisinin antifungal etkisi (Zon ¢api, mm)

izolat Natamisin (ppm)
no 25 50 75 100
S1b 13.8940.30 16.91+0.34  18.78+0.18  21.45+2.73
S3g 12.63£3.20 16.52+0.01  18.89+0.36  23.25+0.13
S4c 14.71£1.70  18.26£0.04 19.77+£0.36  23.22+0.71
S7g 13.51£0.54 17.20£0.05 19.50+0.37  23.74+0.06
S8a 13.96£1.05 16.76+£1.40 18.28+1.80  22.55+0.71
S9a 12.31£0.80 14.78+2.04 16.40+0.49  21.85+0.39
S10b  16.71£1.66  20.34+0.32  22.64+0.18  26.37+0.62
Slla 14.70+1.86 16.78+0.47 18.67£0.18  22.78+0.98
S12a  11.52+0.83 16.56+1.10  18.88+0.85  23.38+2.51
S13f  12.86+£2.88  15.02+2.03  16.34+£2.77  22.94+1.90
Sld4a 11.89+0.31 15.55+£0.76  17.67£0.51  19.61+0.28
S15¢  12.90£0.35 15.76+0.03  18.14+0.78  22.33+2.14
S16b  13.93+£1.28 16.74+0.86  18.49+0.33  21.4240.75
S17a  13.48+0.75 16.02+0.57 17.44+0.51 21.25+£2.34
S18a  15.36+0.63  16.52+0.83  17.82+1.58  20.56+0.21
S19h  11.83+£3.08 13.11£2.49 14.63+1.82  18.88+0.33
S20a 11.88+0.97 16.24+0.62 17.30+1.37  21.98+0.46
S21a  14.53+1.92 16.48+0.10 17.72+0.80  21.74+1.46
S22a  11.78+0.64 16.34+0.18 17.46+0.14  21.46+0.47
S24¢  12.98+0.57 16.50+£1.84 17.45+2.28  22.15+0.25
S31d  12.28+£1.22 15.96+1.45 18.60£1.12  21.924+0.47
S32¢  13.84+0.02 17.15+£2.06 20.23+1.10  23.53+1.80
S33¢  16.26+2.18 17.60£1.59  19.50+1.02  20.95+2.70
S35h  11.71+0.49 16.84+0.59 18.34+0.76  19.58+0.31

-: Zon ¢api Olciilemedi

Sekil 3. 4. Natamisinin C. zeylanoides tizerine antifungal etkisi
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Giiclii antifungal bir madde olan natamisinin, D. hansenii suslarina kars1 da giiclii antifungal
etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3.20). D. hansenii suslarina kars1 kullanilan 25 ppm 'lik
konsantrasyonun 7.01 ile 13.29 mm arasinda zon olusturdugu gozlenirken, 100 ppm
konsantrasyonun ise 19.74 ile 31.85 mm arasinda bir zon olusturdugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte kullanilan 25 ppm natamisin konsantrasyonunun 6 adet D. hansenii susu
tizerine etkili olmadig1 belirlenmistir. Yine konsantrasyonlar arttikca Olciilen zon ¢apinda da

bir artis oldugu belirlenmistir.

Tablo 3. 20. Natamisinin D. hansenii 'ye kars1 antifungal etkisi (Zon ¢capi, mm)

Natamisin (ppm)

izolat

no 25 50 75 100
S3¢  13.2940.39 18.76£0.01 22.85+4.21 26.99+2.98
Saa 12112107 18.81x1.24 2027+1.54 23.94+0.09
S5e 11.03+3.80 16.55+3.92 18.37+2.98 20.39+1.21
S6a 10.87x0.73 17.98+0.40 19.03+£0.24 21.53+1.17
S9¢ 14.17£2.61 18.48+0.62 20.82+0.17 22.53+0.02
S10a 8.91+0.86 20.21x1.32 25.76x1.47 27.47+1.15
S11j 9.78+£0.37 17.15+£2.98 20.32+1.07 21.04+0.70
S13b i 20564424 28.8420.78 31.85+1.13
S14b 10.80+1.09 15.52+0.93 20.07+2.47 21.29+2.18
S15e - 15.79£2.79 23.06+0.34 27.36+2.79
S17¢  8.68+0.75 17.92+0.35 18.77£0.08 22.04+0.33
S18d 12.32+0.43 14.57+0.21 17.33£2.16 19.74%£1.97
S19a i 13.86£0.37 21.77+0.92  30.030.66
S206 i 15724132 17.8240.28 23.41%3.15
S21p  14.03+0.32 17.16x1.60 18.72+0.73 20.43+0.19
S23a 9.47+£1.46 16.88+0.87 18.36x0.46 21.82+0.44
S2ab  8.17+0.18 14.91+1.83 21.1920.82 22.88+1.65
§20c 7.01£036 16.77+035 18.54£0.80 21.84+0.89
S31a 12.77£3.00 17.57#1.15 18.59+1.61 20.37£2.09
$32e i 13.2542.80 17.86+3.46 19.9421.95
S$33b i 14532001 18.13£036 22.53+1.27
S34h 11.48+2.16 17.66+0.27 20.11+1.18 22.48+0.08
§35c  8.67+0.08 17.83+2.44 21.50+1.21 23.40+1.82

-: Zon gap1 Olciilemedi
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Sekil 3. 5. Natamisinin D. hansenii iizerine antifungal etkisi

3.5.6. Antifungal disklerin C. zeylanoides ve D. hansenii 'ye kars1 antifungal etkisi

Antifungal disk olarak nistatin ve flukonazol kullanilmis olup sonuglar Tablo 3.21 ve 3.22 'de
verilmistir. Nistatinin hem C. zeylanoides hem de D. hansenii suslarima karst en etkili

antifungal disk oldugu belirlenmistir.

Nistatinin, C. zeylanoides suslarina kars1 19.93 ile 29.86 mm, D. hansenii suslarina karsi ise
7.42 ile 26.32 mm arasinda zon caplar1 olusturdugu tespit edilmistir. Flukonazoliin nistatine
gore antifungal etkisinin daha zayif oldugu, bununla birlikte C. zeylanoides suslarina karsi
8.76 ile 18.52 mm, D. hansenii suslarina kars1 ise 7.43 ile 26.00 mm arasinda zon c¢aplari
olusturdugu belirlenmistir. Nistatin her iki maya tiiriiniin tiim suslarina kars1 etkili olurken

flukonazol ise C. zeylanoides 'in 2 ve D. hansenii 'nin 3 susu lizerine etki gdsterememistir.



Tablo 3. 21. Antifungal disklerin C. zeylanoides ’e kars etkisi (Zon ¢api, mm)

izolat no Nistatin Flukonazol
S1b 26.99+1.41 12.23+1.84
S3g 27.64+2.27 13.92+0.45
Sdc 26.39+1.25 12.14+0.15
S7g 24.57+1.46 14.16+0.63
S8a 25.01+0.67 18.11+0.66
S9a 26.96+0.42 16.45+1.47
S10b 27.27+0.92 12.20+3.92
S1la 26.19+0.13 11.68+1.81
S12a 26.36+0.70 15.18+1.10
S13f 24.79+0.41 14.49+2.09
S14a 24.45+0.12 15.60+0.61
S15¢ 23.00+1.34 16.75+1.49
S16b 25.95+2.45 14.20+1.77
S17a 27.43+0.99 18.52+0.66
S18a 23.16%+1.07 8.76+0.54
S19h 26.40+0.33 17.55+1.24
S20a 28.49+1.91 17.65+0.71
S21a 28.95+0.30 15.71+0.65
S22a 27.14+0.33 14.59+0.63
S24c¢ 24.97+2.00 12.82+0.93
S31d 25.90+1.46 15.39+0.81
S32¢ 29.86+0.25 -
S33c¢ 26.09+0.86 13.39+1.17
S35h 19.93+0.69 -

-1 Zon ¢ap1 Olciilemedi

Sekil 3. 6. Nistatin ve flukonazoliin C. zeylanoides ’e kars1 antifungal etkisi
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Tablo 3. 22. Antifungal disklerin D. hansenii ’ye karsi etkisi (Zon ¢api, mm)

Sekil 3. 7.

izolat no Nistatin Flukonazol
S3c 18.88+0.38 26.00+1.12
S4a 8.38+0.13 7.43+0.59
SSe 12.28+0.57 9.42+0.24
Sé6a 16.67+0.28 22.21+0.77
S9c¢ 8.68+0.63 -
S10a 11.52+1.13 14.29+0.27
S11j 22.5440.66 8.72+0.29
S13b 13.22+0.35 -
S14b 15.09+0.93 17.51+1.27
S15e 20.93+0.51 18.33+2.16
S17f 16.89+1.90 17.05+0.53
S18d 26.32+0.87 16.55+1.02
S19a 18.69+1.02 16.06+0.89
S20e 21.05+0.35 15.98+0.67
S21b 7.42+0.52 17.04+1.46
S23a 14.76+0.48 19.10+0.23
S24b 10.28+0.82 -
S29¢ 10.02+0.59 14.20+1.51
S31a 15.34+1.76 25.02+0.33
S32e 15.95+0.37 20.79+0.33
S33b 14.61+0.71 20.48+1.03
S34b 17.39+1.15 17.73+1.07
S35¢ 16.41+0.77 13.07+0.35

-: Zon gap1 Olciilemedi

Nistatin ve flukonazol 'iin D. hansenii ’ye kars1 antifungal etkisi
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3.5.7. Maya izolatlarimin antibakteriyel aktiviteleri

Analiz edilen C. zeylanoides ve D. hansenii suslarinin hicbirisi, test edilen bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gostermemistir. Analiz sonucunda petrilerin hi¢birisinde bir zon tespit

edilememistir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Bu calisma sonucunda elde edilen bulgular Boliim 3 'te detayli olarak verilmistir. Bu boliimde
ise elde edilen mevcut bulgularin, gecmiste yapilan arastirmalarin sonuglar1 ile

karsilastirilmasi yapilmistir.

4.1. Piyasadan temin edilen sucuklarin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik ozellikleri

Sucuk iilkemiz insaninin ¢ok eskiden beri bildigi ve severek tiikettigi degerli bir et tiriiniidiir.
Sucuk, dogal florasi ile olgunlastirilmakta, tipik tat ve aromasi bu sayede meydana
gelmektedir. Sucuk iiretiminde standart bir {iriin iiretimi ¢esitli nedenlerden dolayr miimkiin
olamamaktadir. Bunlarin basinda hammaddenin mikrobiyolojik kalitesi, liretim yerinin
hijyenik kosullari, kullanilan baharat ve katki maddeleri, hammadde kalitesi (hayvanin cinsi,
yasi, etin karkastan alindigi kisimlar vs.) gibi faktorler gelmektedir. Bununla birlikte son
yillarda standart bir iiriin ortaya koymak icin sucuk iiretiminde starter kiiltiir kullanimi
yayginlasmistir. Ancak yukarida sayilan faktorlerden dolayr starter kiiltiir kullanilmasi da

standart iiriin tiretmek icin yeterli olmayabilir.

Bugiine kadar geleneksel Tiirk sucuklarinda bircok calisma yapilmistir. Bu calismalarda
sucuklarin mikrobiyolojik ve kimyasal Ozellikleri gibi bircok 0zelligi arastirilmigtir.
Geleneksel sucuklarin tat ve aromasinin gelismesinde LAB ve katalaz pozitif koklarin 6nemli
rol oynadig1 bilinmektedir. Olgunlasma boyunca LAB tarafindan olusturulan laktik asit pH
'min diigmesini saglamakta ve ortamda patojen bakterilerin gelismesini onlemektedir. Ozellikle
Staphylococcus aureus ve Enterobacteriaceae familyasina ait bakteriler gibi patojenler
ortamda mevcut olsa bile asidik ortamda inhibe edilebilmektedir. Ayrica LAB 'in {irettigi

bakteriyosin  benzeri  maddeler sayesinde de patojen  bakterilerin  gelisimi
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engellenebilmektedir. Geleneksel sucuklarin mikrobiyolojik 6zellikleri bircok c¢alismada

incelenmistir.

Bu calismada sucuk orneklerinin pH ve ay degerlerinin sirasiyla 4.69 ve 6.58 ile 0.712 ve
0.932 arasinda oldugu belirlenmistir. Ayrica sucuk drneklerinin TMAB sayis1 10°-10" kob/g,
toplam koliform sayis1 10%-10° kob/g, LAB sayist 10*-10° kob/g, Micrococcaceae sayist 10°-
10°kob/ g ile maya ve kiif sayisinin 102107 kob/ g arasinda degistigi tespit edilmistir.

Birkag¢ sucuk ornegi disinda kalan ¢ogu sucuk orneginin, hem mikrobiyolojik 6zellikler hem
de pH ve a,, degerlerinin birbirine yakin oldugu ve elde edilen bulgular sucukta yapilan

asagidaki diger calismalarla benzerlik gosterdigi saptanmistir.

Kaban[10], Erzurum piyasasindan topladigi 14 adet sucuk 6rneginde LAB sayisinm 107-10°
kob/g ve Micrococcaceae sayisinin ise 10*-10° kob/g diizeylerinde oldugunu, bunun yaninda
pH ve a, degerlerinin sirastyla 4.57 ve 5.17 ile 0.800 ve 0.914 arasinda degistigini
belirlemistir. Baska bir calismada TMAB, LAB ve maya-kiif sayilarinin sirasiyla 5.56 ve
8.39, 4.70 ve 6.48 ile 3.15 ve 4.68 log kob/g arasinda oldugu ve pH degerlerinin ise pH 4-6
arasinda degistigi tespit edilmistir[130].

Afyon 'da faliyet goOsteren biiyilk kapasiteli 5 et isletmesinin sucuk Orneklerinin
mikrobiyolojik 6zellikleri belli periyotlarda incelenmistir. 3 aylik zamanlarda incelenen sucuk
orneklerinin TMAB, Enterobacteriaceae ile maya ve kiif sayilarinin ortalamasi nin sirasiyla
107, 10’ ve 10" kob/g civarinda oldugu belirlenmistir[2]. Con ve Gokalp[131], Tiirkiye 'nin
cesitli illerinden 51 adet sucuk ©rneginin mikrobiyolojik kalitesini incelemis ve sonucta
TMAB, LAB ve Enterobacteriaceae sayisinin ortalama sirasiyla 5.3x108, 4.6x10% ve 3.9x10°
kob/g diizeylerinde oldugu, ayrica orneklerin pH degerlerinin pH 4.10 ile 6.31 arasinda

degistigini belirlemislerdir.

Yine benzer ¢alismada, Kahramanmaras piyasasinda satilan sucuklarin, fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik kaliteleri incelenmis, TMAB, maya-kiif ve toplam koliform sayisinin sirasiyla
ortalama 3.2x10" kob/g, 7.0x10° kob/g ve 244 EMS/g ve pH degerlerinin 4.76 ile 5.23
arasinda degistigi saptanmistir[22]. Kok ve ark.[132] Aydin ilinde satisa sunulan fermente
sucuklarin; TMAB, maya ve kiif, Micrococcaceae (Stafilokok-mikrokok) ve koliform bakteri

sayilarinin sirasiyla ortalama 4.20, 3.00, 3.95 ve 1.62 log kob/g oldugu bildirilmistir. Benzer
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bir caligmada Elaz1g 'da tiiketilen sucuklarin; TMAB, toplam koliform, maya-kiif, Stafilokok-
Mikrokok ve LAB sayilarinin ortalamalar sirastyla 8.75, 1.32, 3.08, 3.99 ve 8.56 log kob/g
oldugu tespit edilmistir[133].

Sancak ve ark.[134], Van piyasasinda tiiketime sunulan fermente sucuklarin mikrobiyolojik
ve kimyasal 6zelliklerini incelemis; TMAB, toplam koliform, katalaz pozitif kok ve maya-kiif
sayilarinin ortalama olarak sirasiyla 3.3x10% 5.2x10%, 1.9x10° ve 7.3 x10° kog/g seviyesinde
oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni calismada a, ve pH degerlerinin ise sirasiyla ortalama
0.91 ve 5.50 oldugu belirtilmistir. Konya piyasasinda tiiketilen sucuklarin bazi niteliklerinin
incelendigi diger bir ¢calismada da TMAB, toplam koliform, sitafilokok-mikrokok ve maya-
kiif sayilarimin sirasiyla ortalama 5.7x10°, 7.4x10°, 3.2x10° ve 6.4x10" kob/g oldugu
saptanmistir. Ayni ¢alismada sucuk Orneklerinin pH ve a,, degerlerinin ortalamalar1 sirasiyla

5.24 ve 0.806 olarak belirlenmistir[135].

Yaman ve ark.[136] yaptiklar1 arastirmada, Denizli piyasasindan toplanan 10 adet sucuk
orneginin TMAB, LAB, koliform, Enterobacteriaceae ile maya ve kiif sayilarin1 ortalama
olarak sirasiyla 8.34, 8.91, 3.28, 3.27 ve 5.0 log kob/g oldugunu, ayrica pH degerlerinin ise
4.6 ile 5.6 arasinda degistigini belirlemislerdir. Izmir bolgesinde tiiketilen sucuk drneklerinin
mikrobiyolojik 6zelliklerinin tespit edildigi bir ¢calismada, toplam koliform, TMAB, LAB ve
maya-kiif 6zellikleri incelenmis ve sonugta bu degerlerin ortalamalari sirasiyla 74 EMS/g,

2.8x107, 1.0x10® ve 4.7x10" kob/g olarak belirlenmistir[137].

Bu calisma kapsaminda piyasadan saglanan sucuk Orneklerinin fizikokimyasal ve
mikrobiyolojik analiz sonuclarinin, yukarida bahsedilen onceki ¢alismalarda belirlenen ayn
analiz sonuglarinin bir¢ogu ile benzerlik tagidigr goriilmektedir. Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligt min 2009 tarihli, 2009/6 nolu ve “Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi” isimli
tebliginde sucuk ile ilgili mikrobiyolojik kriterler belirlenmistir. Bu tebligde geleneksel
sucukla ilgili TMAB, LAB, Koliform, Micrococcaceae ve maya sayilari ile ilgili bir kriterin
olmadig1, ancak sadece kiif sayis1 i¢in bir kriterin oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte Tiirk
Standartalar1 Enstitiisii (TSE) niin 2002 yilinda yayinladigi TS 1070 nolu ve Tiirk Sucugu
1simli standartta ise maya-kiif ve koliform sayisinin, nem ve pH degerlerinin hangi limitlerde

olmas1 gerektigi belirtilmistir. Bizim bulgularimiz TS 1070 'de verilen sinirlar icerisindedir.
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4.2. Mayalarin fenotipik ve genotipik olarak tanimlanmasi

Fenotipik testler, mikrororganizmalarin basta sekerleri ve bazi diger maddeleri (laktik asit,
mannitol, gliserol vs) kullanmasina veya fermente etmesine gore degerlendirildigi test
sistemleridir.  Bu  yOntemler genotipik  yOntemlerin  ortaya c¢ikmasina  kadar
mikroorgamizmalar1 tanimlamak icin siklikla kullamilmistir. Ancak mikroorganizmalarin
DNA temelli molekiiler tekniklerle tanimlanmasinda daha dogru sonuglarin alinmasi,
maliyetlerin ¢ok fazla olmamasi ve tekrarlanbilirliginin yiiksek olmasindan dolay1 giiniimiizde
daha fazla kullanilir hale gelmistir. Cok eskiden tek tek yapilan fenotipik testler, sonralari
hazir kit seklinde kullanilmistir. Bazi firmalar mikroorganizmalar1 fenotipik olarak
tanimlamak icin kullanimi kolay farkli 6zelliklerde kitler (API, Biolog, MIDI Sherlock,
Fungifast, Microscan, Yeastldent ve RapID Yeast gibi) iiretmektedir. Gida kaynakli
mayalarin fenotipik olarak tanimlanmasinda siklikla kullanilan kitler API 20C AUX ve API
ID 32C 'dir. Bununla birlikte VITEK sistemleri de son yillarda ¢ok¢a kullanilan tanimlama
sistemlerinden birisidir. API 20C AUX ve ID 32C maya tanimlama Kkitlerinin pozitiflik ve
negatiflik degerlendirilmeleri goz ile manuel olarak yapilabilmekle birlikte, daha hassas
sonuglarin alinabilmesi i¢in API ID 32C kitlerinin Mini API cihazi ile okunmasi daha dogru
sonuglar vermektedir[138]. Bununla birlikte API 20C AUX kitlerinin degerlendirilmesi
herhangi bir cihaza bagli olmaksizin yapilabilmektedir. VITEK sistemleri ise cihazla
caligilabilen sistemler olarak bilinmektedir. Fenotipik tanimlama sistemleri ile
mikroorganizmalar tiir diizeyinde belirlenmesine ragmen, bu sistemler yeni 6zellik kazanmig
tiirleri veya alt tiirlerini teshis etmek i¢in yetersiz kalmaktadir[139]. Bununla birlikte
literatiirde gidalardaki mayalarin tanimlanmasi icin ticari tanimlama kitlerinin kullanildig:

bircok calisma mevcuttur[79, 110, 119, 140-142].

Molekiiler tekniklerin, mikroorganizmalarin ayrim giiciiniin yiiksek olmasi, hassas sonuglarin
alinmasi, tekrarlanabilirliginin olmasi, kullanim ve yorumlama kolayliginin olmasi gibi
avantajlar1 bulunmaktadir. Son yillarda DNA temelli molekiiler yontemler ¢ok cesitlilik
kazanmistir. Ayrim giiciiniin daha yiiksek oldugu, hizli ve hassas sonuclarin alinmasi icin bu
yontemler daha da gelistirilmektedir[139]. Literatiirde mikroorganizma tanmimlamada
kullanilan fenotipik ve genotipik yontemlerin hangi diizeyde ayrim yaptigi Sekil 4.1 'de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4. 1. Genotipik ve fenotipik tiplendirme yontemlerinin taksonomik ayrisimi[139]

Bu calisma kapsaminda 35 adet sucuk 6rneginden toplam 255 maya izolati1 elde edilmistir.
Fenotipik olarak API ID 32C test kitleri ve genotipik olarak PCR temelli metotlar
kullamilmistir. Fenotipik tanimlama sonucunda C. zeylanoides (%37.3), C. famata
(Telemorfu- D. hansenii) (%29.4), C. lipolytica (%7.5), C. colliculosa (%7.1), C.
parapsilopsis (%4.3), C. glabrata (%3.1), G. capitatum (%2.4), C. pelliculosa (%1.2), Cr.
albidus (%1.2), C. rugosa (%0.8), R. mucilaginosa (%0.8), Cr. curvatus (%0.8), C. krusei
(%0.4), C. sake (%0.4), C. tropicalis (%0.4), C. kefyr (%0.4), C. pulcherrima (%0.4), C.
boidinii (%0.4), C. globosa (%0.4), C. lusitaniae (%0.4) ve Zygosaccharomyces spp. (%0.4)
tiirlerinin bulundugu toplam 23 farkli maya tiirii tanimlanmistir. Bu 6rnekler igerisinde baskin
olan tiirlin toplam 24 adet sucuk 6rneginden de izole edilen C. zeylanoides 'in oldugu ve bu
tiiriin tiim maya izolatlarinin %37.3 'linii olusturdugu tespit edilmistir. Bununla birlikte toplam
23 adet sucuk Orneginden izole edilen C. famata min ise ikinci baskin tiir oldugu ve toplam
maya izolatlarinin %29.4 'inii olusturdugu belirlenmistir. Diger tanimlanan 9 tiiriin C. krusei,
C. sake, C. tropicalis, C. kefyr, C. pulcherrima, C. boidinii, C. globosa, C. lusitaniae ve

Zygosaccharomyces spp. oldugu tespit edilmistir.
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Maya izolatlar1 API ID 32C kitlerine ekim yapilarak inkiibe edildikten sonra stripler Mini API
cihazi ile okunmustur. Cihaz sonug olarak tanimlama % 'si ve tanimlama 6zelligi vermektedir.
Ornegin “good identification, excellent identification, excellent identification of the genus,
very good identification, very good identification of thegenus, good identification of the
genus, acceptable identification, low discrimination ve unacceptable profile” gibi ifadelerle
tanimlama kalitesini vermektedir. Bu ¢alismada tanimlanan 255 izolat igerisinden sadece S7b
ve Sl4g nolu 2 maya izolati sirasiyla C. sakei ve Cr. albidus olarak tamimlanmis ve
tanimlama kalitesinin “unacceptable profile” oldugu Mini API cihazinda belirlenmistir.
Bununla birlikte, diger maya izolatlarin1 tamimlama kalitesinin good identification (24),
excellent identification (103), excellent identification of the genus (1), very good
identification (82), very good identification of the genus (32), good identification of the genus

(8) acceptable identification (2) ve low discrimination (1) olarak tespit edilmistir.

Bu calismada maya izolatlarim1 fenotipik olarak tanimladiktan sonra, bu tanimlamanin farkl
PCR yontemleri kullanarak genotipik olarak dogrulamasi yapilmistir. Toplam 255 maya
izolatinin analizi sonucunda; C. zeylanoides (95 izolat), D. hansenii (anamorfu- C. famata)
(75 izolat) C. deformans (17 izolat), T. delbrueckii (17 izolat), C. parapsilopsis (11 izolat), C.
glabrata (8 izolat), Kaz. unispora (7 izolat), Y. lipolitica (3 izolat), K. marxianus (3 izolat), W.
anomalus (P. anomala) (3 izolat), Cr. curvatus (2 izolat), Cl. lusitaniae (2 izolat), Cr. albidus
(2 izolat), Cr. albidosimilis (1 izolat), C. apicola (1 izolat), C. tropicalis (1 izolat), R.
mucilaginosa (1 izolat), C. santamariae var. santamariae (C. beechii) (1 izolat), C. nodaensis
(C. etchellsii) (1 izolat), R. mucilaginosa (Sp. alborubescens) (1 izolat), Cr. albidus /Cr.
laurentii (1 izolat), Cr. magnus/Filobasidium spp. (1 izolat) ve I. orientalis (1 izolat) maya
tirlerinin bulundugu tespit edilmistir. Tanimlan maya izolatlarimin hem fenotipik hem de
genotipik sonuglar1 Tablo 3.5 ’te gosterilmistir. C. zeylanoides, C. parapsilopsis, C. glabrata,
Cr. curvatus, R. mucilaginosa ve C. tropicalis tiirlerinin her iki yonteme gore ayni oldugu
belirlenmistir. Fenotipik tanmimlama yonteminde C. famata olarak tamimlanan tiiriin D.
hansenii (anamorfu C. famata) oldugu saptanmistir. Her iki tiirde literatiirde anamorf veya

telemorf seklinde ayn1 isimlerle anilmaktadir[49].

Fenotipik yontemde C. lipolytica olarak tanimlanan maya tiiriiniin genotipik tanimlamada C.
deformans ve Y. lipolytica oldugu belirlenmistir. Y. lipolytica, C. lipolytica 0Onceki

kaynaklarda birbirlerinin yerine bahsedilmekte olup[143], D. deformans ise lipolitik bir maya
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olarak bilinmektedir[144]. Ayrica C. deformans m sinonimlerinden birisinin de C. lipolytica
var. deformans oldugu bildirilmektedir[145]. D. hansenii ile C famata arasindaki iliskinin
benzeri C. colliculosa ile T. delbrueckii, C. kefyr ile K. marxianus, C. pelliculosa ile W.
anomalus (P. anomala), C. lusitaniae ile Cl. lusitaniae ve C. krusei ile 1. orientalis arasinda
da vardir. C. colliculosa 'min telemorfu T. delbrueckii, C. kefyr 'in telemorfu ise K. marxianus,
C. pelliculosa min telemorfu ise W. anomalus (P. anomala) ve CL lusitaniae 'nin
telemorfunun C. lusitaniae ve C. krusei 'nin telemorfu I. orientalis 'dir[146-149]. Dolayisiyla
bu tiir mayalarin fenotipik ve genotipik tanimlama yontemlerinin her ikisiyle de ayni1 sonuglar

verdigi tespit edilmistir.

Ayrica fenotipik olarak belirlenen G. capitatum 'un genotipik olarak Kaz. unispora, C. sake
nin C. santamariae var. santamariae (C. beechii), Cr. albidus 'un Cr. magnus/Filobasidium
spp., Zygosaccharomyces spp. 'nin Cr. albidus, C. rugosa 'min C. nodaensis (C. etchellsii), C.
boidinii 'nin C. deformans, C. pulcherrima 'nin CL lusitaniae, C. rugosa min T. delbrueckii ve
Cr. albidus "un Cr. albidus /Cr. laurentii oldugu belirlenmistir. Sonucta her iki yontemde de
23 farkli maya tiirii tammmlanmistir. Bunlardan 8 maya tiiriiniin tamtmlanmasinda fenotipik ve
genotipik yontemlerin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Fenotipik tanimlamada 2 adet C.
rugosa tiirli belirlenmis olup genotipik tanimlamada bu iki tiiriinde C. nodaensis (C.
etchellsii) ve T. delbrueckii olmak {iizere 2 farkli tiir oldugu saptanmistir. Bununla birlikte
fenotipik tanimlamada Cr. albidus ve genotipik yontemde Cr. albidus /Cr. laurentii olarak
tanimlanan tiiriin ise tam olarak tanimlanmas1 yapilamadig: icin fenotipik tantmlamadaki ismi

ile ayn1 olma ihtimali de bulunmaktadir.

Genotipik tamimlama sonucunda 26S rRNA bolgesine gore 255 maya izolati icerisinden 2
maya izolatinin tiplendirilmesi tam olarak yapilamamistir. Bu tiirler Cr. magnus/Filobasidium
spp. ve Cr. albidus/Cr. laurentii olarak belirlenmistir. Bununla birlikte W. anomalus (P.
anomala), 1. orientalis, C. santamariae var. santamariae (C. beechii), R. mucilaginosa (Sp.
alborubescens) ve C. nodaensis (C. etchellsii) tiirlerinin ise literatiirde aym adlarla yani

“sinonim” olarak bahsedildigi bildirilmektedir[145, 150-152].

Genotipik tiplendirmelerde taranan gen bolgelerinde (5.8S, 18S, 16S veya 26S rRNA) birkag
mikrororganizma ayni baz dizisine sahip olabilir. Literatiirdeki ¢alismalarda maya tiirlerinin

tiplendirilmesinde 5.8S rRNA, 18S rRNA ve 26S rRNA gen bolgeleri kullanilmaktadir.
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Bununla birlikte baz1 maya tiirleri bu gen bolgelerinden birinde veya bir kaginda ayn1 baz
dizisine sahip olabilmektedir. Ornegin C. santamariae var. santamariae 'nin ve C. beechii 'nin
hem 5.8S hem de 26S rRNA bdélgelerine gore ayriminin olmadigi[ 153] bununla birlikte en son
mayalarin taksonomik c¢alismasinda C. beechii maya tiiriiniin isminin ge¢cmedigi ve C.
santamariae 'min sinonimi oldugu belirlenmistir[145]. Yine bagka bir calismada C.
zeylanoides ve C. krissii 'nin de ayriminin olmadigi belirtilmektedir[153]. Ancak bu
calismada C. zeylanoides 'in 26S rRNA gen bolgesine gore belirlenebilmistir. Buna benzer bir
iliskinin R. mucilaginosa ve Sp. alborubescens arasinda oldugu 18S ve 26S rRNA
bolgelerinde benzer baz dizisi gosterdigi ifade edilmekle birlikte[154] maya ile ilgili yapilan
taksonomik calismada Sp. alborubescens 'in R. mucilaginosa min sinonimi oldugu
bildirilmektedir[152]. Tam ayrimi yapilmayan iki tiir Cr. magnus/Filobasidium spp., Cr.
albidus/Cr. laurentii 'dir. Yapilan bir calismada genotipik olarak Cr. magnus ve Filobasidium
elegans 'in birbirine yakin bir DNA dizisinin oldugu ve bunlar arasindaki farkliligin nitrat ve

nitritte gelisme Ozellikleri oldugu bildirilmektedir[155].

Cryptococcus, Antartik mayalardan olan, soguk sartlarda ve 37°C ’de gelisme o6zelligi
gosteren ve ekzopolisakkarit lireten maya tiirleridir. Bu tiirler icerisinde Cr. albidus ve Cr.
laurentii Antartik mayalar icerisinde en fazla bulunan tiirler oldugu bildirilmektedir[156].
Literatiirde bu maya tiirlerinin tiplendirilmelerinde bir problem olduguna rastlanilmamustir.
Cryptococcus tiirlerinden Cr. neoformans ''n C. albicans gibi patojen bir maya tiirli oldugu
bilinmektedir[157]. Bu ¢alismada tanimlanan maya tiirlerine ait baz dizileri “Ekler” kisminda

verilmistir.

Cesitli bilimsel calismalarda fermente et iiriinlerinde bulunan maya tiirleri belirlenmistir.
Ancak geleneksel Tiirk sucugunda maya tiirlerinin belirlenmesi ile ilgili {ic farkli ¢alisma
mevcuttur[142, 158, 159]. Bu calismalardan birinde mayalarin tanimlanmas1 API 20C AUX
ticari kitleri ile fenotipik olarak yapilmistir. Toplam 7 firmadan farkli hayvan etleri veya
sadece sigir eti ile iretilen toplam 25 farkli kiiflii sucuk ©Ornegi temin edilmistir. Bu
orneklerden toplam 33 adet maya izolat1 elde edilmis ve 6 farkli (C. krusei, C.lusitaniae,
C.parapsilosis, C. zeylanoides, D. hansenii ve R. mucilaginosa) maya tiirii tespit edilmistir.
Sonugta baskin olan maya tiirliniin D. hansenii (23 izolat) oldugu ayrica C. parapsilosis (4

izolat), C. zeylanoides (3 izolat) 'in ise diger baskin tiirler oldugu bildirilmektedir.
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Diger calismada ise Izmir civarinda farkli gida maddeleri ile beraber toplanan 2 adet sucuk
orneginden 4 adet maya izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar D. hansenii (2 adet), D. nepalensis
ve K. marxianus olarak tanmimlanmistir. Bu izolatlarin  yiiksek sicaklik, tuz
konsantrasyonlarinda ve ekstrem pH degerlerinde gelisme o6zellikleri incelenmis ve D.
hansenii 'nin %18 tuz konsantrasyonlarina karsi tolerans gosterdigi, 37°C 'de ve pH 3.0

degerlerinde gelisebildigi saptanmistir[ 158].

Erginkaya[159] Almanya (3) ve Tiirkiyede (20) iiretilen toplam 23 adet sucuk Ornegitemin
etmis ve bu sucuk Orneklerinden maya suslart izole etmis ve geleneksel yontemler ile
tanimlamistir. Tamimlama sonucunda bu maya izolatlarinin %53,9'unun D. hansenii,
%31,6'sinin Candida, %7,9unun Rhodotorula, %5,3"intin Cryptococcus ve %]1,3"liniin ise
Trichosporon oldugunu saptamistir. Sucukta yapilan maya calismalarinda elde edilen
sonuclarin hali hazirdaki bu calisma ile benzerlik gosterdigi, ancak detayli bir calisma

olmadig1 ve genotipik metotlar ile dogrulamanin yapilmadigi goriilmektedir.

Diger iilkelerde fermente sosisler kuru veya yar1 kuru olarak {iiretilip fazlaca tiiketilen sucuga
benzeyen fermente et iiriinlerden biridir. Fermente sosisler 6zellikle ABD ve Avrupa 'da kuru
veya yart kuru olarak tiiketilmektedir. Fermente et iirlinlerinin mikrobiyotas1 ile tat ve
aromasinin farklilik gostermesinde, kullanilan hayvan etinin orijini, olgunlagma sartlari,
kullanilan baharat ve katki maddesi, kullanilan starter kiiltiirler gibi faktorler etkili
olmaktadir. Fermente sosislerin disinda, salam (salami), lacon ve jambon (ham) gibi et
tirinleri, fermente edilerek tiiketilen diger et iiriinlerinidir. Bu fermente et iiriinlerinin
mikrobiyotas1 bir¢ok calismada belirlenmistir. Bu calismalarda fermente et iiriinlerinin
fermentasyonunda ve olgunlasmasinda gorev alan LAB, katalaz pozitif koklar, maya ve

kiiflerin izolasyonu ve tanimlanmas1 yapilmistir[81, 86, 87, 92].

Bir¢ok calismada fermente sosis, salami gibi et tiriinlerinde maya mikrobiyotasi incelenmis ve
bu iiriinlerin genelinde baskin olan maya tiiriiniin D. hansenii oldugu belirlenmistir. Bunun
disinda C. zeylanoides, Trichosporon ovoides (Tri. beigelii), Yarrowia lipolytica (C.
lipolytica), C. intermedia/curvata, C. parapsilosis, Citeromyces matritensis (C. globosa), R.
mucillaginosa, Trichosporon brassicae, Cryptococcus laurentii, Cr. humicolus, D.
polymorphus, P. guilliermondii, P. triangularis, Metschnikowia pulcherrima, D. maramus,

Hyphopichia burtonii, Capronia mansonii, R. mucillaginosa, Trichosporon brassicae, Cr.
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hungaricus, Torulaspora delbrueckii, R. mucilaginosa, Sporobolomyces roseus, D. vanriji, ve

S. cerevisiae gibi mayalarin varligi da saptanmistir[79, 80, 82, 85-90].

Rantsiou ve ark.[92], Kuzey Italya bolgesinde 3 farkli yerel et fabrikasinda iiretilen fermente
sosislerin mikrobiyotasini, kiiltiir bagimli ve bagimsiz metotlar ile belirlemislerdir. Sonugta 3
farkli yerde iiretilen sosislerin mikrobiyotasinin birbirinden farkli oldugu ve ayrica maya
iceriginin de farklilik gosterdigi belirlenmistir. X firmasiin sosis orneginde D. hansenii, C.
tropicalis 'in, Y firmasinin orneginde C. krisii, C. fermentati ve Willopsis saturnus n ve Z
firmasinin sosis orneginde ise sadece Candida sakei/Candida austomarina ’in oldugu tespit

edilmistir.

Yine italya 'nin Marche bolgesinde 8 'i endiistriyel ve 14 'ii geleneksel iiretim yapan toplam
22 isletmeden “Ciauscolo” adiyla iiretilen fermente salami, olgunlagsmasi tamamladiktan sonra
toplanmis ve analiz edilmistir. Calismanin sonunda baskin olan maya tiiriiniin D. hansenii
oldugu bununla birlikte C. psychrophila ve Saccharomyces barnettii tiirlerinin de nadir

oldugu belirlenmistir[ 160].

Gardini ve ark.[161] Giiney Italya 'da “Salsiccia Sotto Sugna” isimli bir et iiriinii olan salami,
4 farkli yerel et isletmesinde iiretilmis ve daha sonra maya igerigi analiz edilmistir. Sonugta 4
iriiniin hepsinde sayica en fazla olan baskin tiiriin D. hansenii oldugu belirlenmistir. Bunun
disinda C. boidinii, C. cariosilignicola, C. citrea, C. diversa, C. domercqiae, C. edax, C.
hellenica, C. maltosa, C. pintolopesii, C. silvanorum, C. sphaerica, C. valvidiana, R.
mucilaginosa, R. glutinis, S. cerevisiae ve Y. lipolytica tiirlerinin varligi da saptanmugtir.
Ayrica R. mucilaginosa ve Y. lipolytica 'min 3 6rnekte, C. boidinii, C. citrea, C. diversa, C.
pintolopesii ve R. glutinis 'in 2 ornekte ve digerlerinin ise sadece birer 6rnekte oldugu tespit

edilmistir.

Osei Abunyewa ve ark.[99], ticari salami 6rneginde olgunlasma ile maya populasyonun nasil
degistigini test etmek ic¢in bu iiriinii 29 giin olgunlastirmislardir. Olgunlasma periyodu basinda
maya sayist yaklasik 10° kob/g iken, olgunlagsmanin sonunda bu sayinin 10° kob/g diizeyine
ulastigin1 belirlenmistir. Ayrica maya karekterizasyonu yapilmis ve orneklerden toplam 108
maya izolat1 elde edilmistir. Yine burada da D. hansenii (22 izolat) 'nin baskin olan tiir oldugu
ve diger maya tiirlerinin C. haemulonii (5 izolat), C. gropengiesseri (1 izolat), C. zeylanoides

(6 izolat), Cr. albidus (11 izolat), D. occidentalis (6 izolat), D. polymorphus (1 izolat), D.
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vanrijiae (5 izolat), Galactomyces geotrichum (1 izolat), P. farinosa (1 izolat), P. philogaea
(1 izolat), R. minuta (2 izolat), R. mucilaginosa (16 izolat), Sporobolomyces roseus (1 izolat),
Sterigmatomyces halophilus (1 izolat), T. delbrueckii (1 izolat), Tric. beigeli (Tric.

moniliiforme) (10 izolat) ve Y. lipolytica (15 izolat) oldugu saptanmistir.

Lopez ve ark.[162] Avrupa 'nin ii¢ iilkesinde (Fransa, Ispanya ve talya) iiretilen 6 farkli kuru
fermente sosiste olgunlasma boyunca maya sayis1 ve tiirlerini belirlemislerdir. Sonugta maya
sayisinin olgunlagsma boyunca degiskenlik gosterdigi ve bu iiriinlerde C. albicans, C. famata,
C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. zeylanoides, Trichosporon

capitatum, Tri. beigelli, Rhodotorula ve G. candidum tiirlerinin oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada sucuklardan izole edilen mayalar, sucuk veya benzer fermente et iiriinleri

izerine yapilan diger calismalarda elde edilen maya izolatlari ile benzerlik gostermektedir.

4.3. Maya izolatlarinin Fonksiyonel ve Teknolojik Ozellikleri

Bu calismada sucuk iiretiminde kullanilmak iizere, sucuklardan en fazla izole edilen ve
tanimlanan maya tiirlerinden iki tanesi olan C. zeylanoides ve D. hansenii secilmis ve bu
izolatlarin teknolojik ve fonksiyonel 6zellikleri belirlenmistir. Bu maya suslarinin, farkli NaCl
konsantrasyonlarinda, sicakliklarda ve pH degerlerinde gelisimleri, safra tuzu toleranslari,
anfungal maddelere kars1 direncleri, katalaz, B-hemoliz, jelatin hidrolizleri, proteolitik,

lipolitik aktiviteleri, H,S iiretme ve nitrati indirgeme 6zellikleri tespit edilmistir.

Analiz edilen tim D. hansenii ve C. zeylanoides suslarimin; %5, 10 ve 15 NaCl
konsantrasyonunda, %0.1, 0.3, 0.5 ve 1.0 safra tuzu konsantrasyonlarinda gelistigi ve %1 'lik
potasyum sorbat ve sodyum benzoata kars1 direng gosterdigi belirlenmistir. Her iki tiiriin de
farkli pH ve sicaklik degerlerinde gelismelerinde farklilik oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte C. zeylanoides 'in D. hansenii 'ye gore natamisine ve flukonazol kars1 daha direncli

oldugu, ancak nistatine karsi ise daha duyarl oldugu saptanmaistir.

D. hansenii suslarinin hepsinin lipolitik ve proteolitik aktiviteleri ile jelatin hidroliz
yeteneklerinin bulundugu, buna karsin C. zeylanoides ’in ise tim suslarinin lipolitik ve
proteolitik aktivitelerinin bulunmasina ragmen, sadece 10 adet susun jelatini hidrolize

edebildigi gozlenmistir. Her iki maya tiiriine ait suslarinin katalaz pozitif 6zellik gosterdigi ve
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H,S iiretme yeteneklerinin olmadig:i belirlenmistir. Nitrat indirgeme yetenegine sadece C.
zeylanoides 'in 4 susunun sahip oldugu ve ayn1 zamanda bu tiiriin 3 susunun -hemoliz 6zellik
gosterdigi tespit edilmistir. Buna karsin D. hansenii suslarinin B-hemoliz aktivitesi ve nitrat

indirgeme yeteneginin olmadig1 gézlenmistir.

D. hansenii ozmotolerant, halotolerant ve kserotolerant 6zellikte bir maya tiiriidiir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarina (4 M NaCl ’e kadar) kars1 dayaniklhidir. Fermentasyon kapasiteleri ¢ok az
veya hi¢c olamamakla birlikte nitrat1 asimile edebilme yeteneklerinin olmamasi ve koenzim Q-
9 'u ifade edememeleri gibi 6zellikler ile karakterize edilirler. Ayrica %10 NaCl ve %5 glukoz
konsantrasyonlarinda gelisme yeteneklerinin olmasi1 ile diger askomisetik mayalardan
ayrilirlar[104, 163]. Literatiirde farkli kaynaklardan (fermente sosis, peynir ve zeytin gibi)
izole edilen D. hansenii 'nin bazi 6zellikleri bir¢ok ¢alismada belirlenmistir. Bununla birlikte
bazi1 calismalarda C. zeylanoides ’in fermente et iiriinlerinde bulundugu rapor edilmis, ancak
bu tiiriin fonksiyonel ve teknolojik Ozelliklerinin detaylica incelendigi bir caligmaya

rastlanmamustir.

Psomas ve ark.[120] yaptig1 calismada, D. hansenii 'nin 37°C ’de, pH 1.5 ve 2 ’de gelisme
gosterdigini ve safra tuzuna karsi dayaniksiz oldugunu belirlemislerdir. Bagka bir ¢alismada
da D. hansenii 6 ve 10°C 'de ¢ok iyi gelisirken 37 ve 40°C 'de gelismesinin ¢ok yavas oldugu,
%10 'luk tuz konsantrasyonlarinda ise gelisebildigi bildirilmistir. Yine aym caligmada D.
hansenii 'nin lipolitik aktivitesinin oldugu, jelatini hidroliz ederken, kazeini hidroliz
edemedigi, Laktozu fermente edemezken glukozu tamamen, galaktozu ise kismen fermente
edebildigi belirlenmistir. Ayrica laktozu %100 ve laktat ile sitrati sirasiyla %74 ve 60
diizeylerinde kullanabildigi belirtilmistir[67].

Baska bir calismada ise Rokpol peynirinden API ID 32C ile fenotipik olarak mayalar
tanimlanmis ve 32 maya izolatinin C. famata (telemorfu D. hansenii) oldugu belirlenmistir.
Bu peynirden izole edilen mayalarin bazi 6zellikleri tespit edilmistir. Sonugta 32 adet C.
famata susunun hepsinin laktozu, 3 susun laktik asiti ve 16 susun ise sitrik asiti kullandig1
saptanmistir. Bununla birlikte 27 adet susun proteolitik ve lipolitik aktivitelerinin olmadigi
ancak 4 susun ise diisiik ve 1 adedinin ise orta diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir[ 164,

165].
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Hernandez ve ark.[166] yesil zeytinlerden izole ettikleri D. hansenii (4 izolat) ve C.
zeylanoides (2 izolat) suslarinin bazi 6zelliklerini incelemislerdir. Sonugta D. hansenii yiiksek
oranda pektolitik o©zellik gosterirken ksilam1 kullanmadigi, lipaz ve esteraz aktivitesi
gostermezken katalaz aktivitesi gosterdigi ve %10-55 diizeylerinde laktati kullandig1 tespit
edilmistir. Bununla birlikte C. zeylanoides 'in ise pektini ve ksilan1 kullanmadigi, lipaz ve
katalaz negatif oldugu, ancak esteraz aktivitesinin oldugu ve %10-55 diizeylerinde laktati

kullandig1 saptanmustir.

Fermente sosislerden izole edilen D. hansenii 'nin baz1 teknolojik ozellikleri incelenmis ve
sonucta toplam 49 adet D. hansenii susunun hepsinin %35 'lik tuz konsantrasyonunda gelistigi,
45 ve 43 adet susun sirasiyla %10 ve %15 'lik tuz konsantrasyonlarinda gelisebildigi
goriilmiistiir. Yine 45 adedinin 10°C 'de, 8 adedinin 37°C 'de gelistigi 40°C 'de ise hig¢birinin
gelismedigi belirlenmistir. Bununla birlikte 30 adet susun iireaz pozitif oldugu, hi¢cbir susun

yagsiz siitii proteoliz ve yagi hidroliz etme yeteneginin olmadigi bildirilmistir[161].

Maya tiirleri igerisinde C. apicola, C. etchellsii, C. famata, C. glabrata, C. guilliermondii, C.
lactis-condens, C. magnoliae, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. versatilis, Citeromyces
matritensis, D. hansenii, Hanseniaspora guilliermondii, Hyphopichia burtonii, 1. orientalis,
K. thermotolerans, P. angutsa, P. anomala, P. farinosa, P. guilliermondii, P.
membranaefaciens, P. ohmeri, Schizosaccharomyces octosporus, Sz. pombe, T. delbrueckii, Z.
bailii, Z. misporus, Z. microellipsoides ve Z. rouxii tiirlerinin ozmotolerant ve ozmofil

ozelliklerinin oldugu bildirilmektedir[ 104].

Mayalarin antifungal maddelere kars1 direncleri farklilik gostermektedir. Son yillarda bazi
gida {irlinlerinin hazirlanmasinda kiif ve maya gelisimini Onleyerek {iiriiniin raf Omriinii
uzatmak i¢in farkli antifungal maddeler kullanilmaktadir. Bunlar sodyum benzoat, potasyum
sorbat, sodyum diasetat, propiyonik asit ve propiyonatlar, sorbik asit, benzoik asit gibi
kimyasal ajanlar ile birlikte natamisin ve nistatin gibi dogal yollarla elde edilen antifugal
maddelerdir. Natamisin, Streptomyces natalensis ve nistatin ise Streptomyces noursei
tarafindan iiretilen dogal antifungal maddelerdir. Potasyum sorbat ve sorbatlar et iiriinlerinin
yiizey dezenfeksiyonunda sik kullanilan antifungal kimyasal maddelerdir. Bu tiir antifungal
maddeler sucuk ve peynir iiretiminde kiif gelisimini Onlemek i¢in kullanilmakta olup

pliskiirtme ve daldirma gibi yontemlerle uygulanabilmektedir. Sorbatlarin (sodyum ve
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potasyum gibi) gidalardaki etkin konsantrasyonlarinin  %0.05-0.3 arasinda oldugu
bildirilmektedir[167]. Bununla birlikte sorbatlarin etkinligi konsantrasyon, pH, sicaklik,
atmosfer, ay, gida bilesenleri, mikrobiyal flora, diger koruyucularla olan etkilesim gibi

faktorlere bagli olarak degisebilmektedir[168].

Bu calismada analiz edilen C. zeylanoides ve D. hansenii suslarinin %1 'lik potasyum sorbat
ve sodyum benzoata karsi direncli oldugu tespit edilmistir. Bu maddelerin maya suslari
tizerine antifungal etkisini test etmek icin agar difuzyon yontemi kullanilmistir. Sonucta bu
maddelerin maya suslari iizerine hicbir zon olusturmadigl saptanmistir. Bilimsel calismalarda
sorbatlarin ve benzoatlarin antifungal etkisi iirlinler iizerinde denenmis ve genelde kiif
gelisimi iizerine etkileri incelenmistir. Bununla birlikte mayalar {iizerine etkileri de
belirlenmistir. Mihyar ve ark.[169] D. hansenii 'nin sayisinin azaltilmasi i¢in > 400 mg/kg
potasyum sorbat ve sodyum benzoata ihtiyagc duyuldugunu bildirmektedir. Baska bir
calismada D. hansenii 'nin %0.1 ve 0.2 konsantrasyonlarda kullanilan potasyum sorbata karsi

duyarl oldugu belirtilmektedir[170].

Yapilan bilimsel ¢alismalar pH, ay, mikrobiyal flora gibi faktorlerin antifungal maddelerin
etkisini onemli derecede etkiledigini gostermektedir. Bu ¢alismada sorbat ve benzoatlarin
antifungal etkisi besiyeri kullanarak in vitro olarak test edilmistir. Gida gibi kompleks
sistemlerde bu maddelerin maya suslar1 iizerine etkisinin nasil olacaginin ayrintili olarak

incelenmesi gerekir.

Son yillarda insanlar, sagliga olumsuz etkilerinden dolay1 yapay katki maddelerinden uzak
durmaya calismaktadirlar. Dolayisiyla tiiketici istekleri dogrultusunda gidalarin iiretiminde
dogal katki maddelerinin kullanimi yayginlasmaya baslamistir. Natamisin ve nistatin
bakteriler tarafindan iiretilen dogal antifungal maddelerdir. Bu maddelerin kullanimi gida
endiistrisinde gittikce artmaktadir. Avrupa Birligi natamisinin kuru ve kiir edilmis sosisler ile
sert yar1 sert ve yarl yumusak peynirlerin muhafazasinda kullanilmasina izin vermistir[171].
Bunun yaninda Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority-EFSA)
natamisinin diger gidalarda da kullanilabilecegine dair olumlu goriis belirtmistir[172].
Hondrodimou ve ark.[173] zeytinlerde %0.01 natamisin kullaniminin maya gelisimini
engelledigini bildirmistir. Baska bir calismada ise D. hansenii 'ye karsi nistatin igeren

disklerinin antifungal etkisi test edilmis ve sonucta besiyeri {izerinde 16 mm zon olustugu
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belirlenmistir[174]. Bir diger calismada da natamisinin D. hansenii 'ye karst MIC degerinin

0.5 (ug/ml) oldugu tespit edilmistir[175].

Bu calisma sonunda analiz edilen C. zeylanoides ve D. hansenii suslarinin antibakteriyel
aktivitelerinin bulunmadiglr saptanmustir. Son yillarda literatiirde “katil maya veya Kkatil
aktivite” ifadeleri sik sik kullanilmaktadir. Bu ifade baz1 maya cinsleri tarafindan salgilanan
toksinlerle (mycocin) ortamda bulunan diger mayalara karsi inhibitdr etki gostermesini
aciklamaktadir. Bugiine kadar yapilan calismalarda 90 'dan fazla katil maya izole edilerek
tanimlanmistir. Bunlar icerisinde Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schwanniomyces, Williopsis ve
Zygosaccharomyces cinsi mayalarin bazi tiirlerinin oldugu bildirilmektedir[176-180]. Katil
mayalar bakterilere karsi da inhibitor etki gostermektedir. Hansenula anomala, W. mrakii, K.
drosophylarum, K. lactis ve C. tropicalis tirlerinin Gram pozitif patojen ve patojen olmayan

bakterilere kars1 inhibitor etki gosterdigi bildirilmektedir[181, 182].

Mayalarin patojenite Ozelliklerini gosteren kriterlerden birisi hemolitik aktivitedir. Klinik
caligmalarda bircok maya tiiriiniin hemolitik aktivitesi incelenmis ve ¢alismalar 6zellikle C.
albicans ve Cr. neoformans maya tiirleri tizerinde yogunlagsmistir. Luo ve ark.[183] yaptiklari
bir ¢calismada, C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. kefyr, C. lusitaniae, C. krusei, C.
tropicalis, C. zeylanoides 'in B-hemoliz aktivitesinin oldugu bununla birlikte C. famata, C.
guilliermondii, C. rugosa, C. utilis, C. parapsilosis, C. pelliculosa 'nin ise a-hemoliz aktivite
gostermedigini saptamiglardir. Benzer bir ¢alismada 3 adet C. famata susunun 2 'sinin o-

hemoliz ve 1 tanesinin ise y-hemoliz aktivite gosterdigi belirlenmistir[184].

Yine benzer bir ¢alismada, mastitisli siitlerden izole edilen 12 adet C. zeylanoides susunun [3-
hemoliz ve 4 adet C. famata susunun a-hemoliz aktivite gosterdigi saptanmistir. Ayrica bu
calismada C. guilliermondii ve C. rugosa 'nin o-hemoliz, C. krusei, C. kefyr, C. albicans ve
C. tropicalis tiirlerinin B-hemoliz, C. parapsilosis ’in ise y-hemoliz aktivite gosterdigi tespit

edilmistir[ 185].

H,S, fermentasyon boyunca mayalar vasitasiyla iiretilebilen giiclii bir aroma bilesenidir.
Mayalarin H,S {iiretme o6zelikleri susa gore degisebilmektedir. Bazi suslarin H,S iiretme
ozelligi varken bazilar da iiretememektedir[186, 187]. Bu maddenin ortamda fazla olmasi

istenmeyen tat ve kokularin olusmasina neden olmaktadir. Ozellikle sarap ve diger fermente
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iceceklerde ciiriik yumurta kokusu ve kanalizasyon kokusu gibi kokularin olugmasina neden
olabilmektedir[187]. Mevcut ¢alismada analiz edilen C. zeylanoides ve D. hansenii suglarinin
hicbirisinin H,S iiretme yeteneg8inin olmadig1 gézlenmistir. Baz1 arastirmacilar D. hansenii
nin H,S iiretme 6zelliginin oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢aligmalarda besiyeri ortamina
metiyonin ve sistein gibi amino asitler ilave edilerek D. hansenii min H,S {iiretimi test

edilmistir[188, 189].

Nitratin nitrite doniisiimii fermente et iriinleri i¢in Onemli reaksiyonlardan birisidir. Bu
doniisiimii  nitrat rediiktaz enzimine sahip mikroorganizmalar gerceklestirmektedir.
Bakterilerden et iiriinlerinin fermentasyonunda gorev alan katalaz pozitif koklar nitrat
rediiktaz enzimine sahiptir. Nitrat rediiktaz enzimi sitoplazmik membranda olusan intraseliilar

bir enzim olup nitratin nitrite doniisiimiinde gorev alirlar[10].

Bakteriler disinda bazi maya tiirlerinin de nitrat rediiktaz aktivitesine sahip oldugu
bildirilmektedir. Bununla ilgili bir calismada Cr. terreus, C. albidus var. albidus, C. albidus
var. diffluens, C. utilis ve R. glutinis gibi maya tiirlerinin nitrat rediiktaz enzimine sahip
oldugu C. zeylanoides 'in ise sahip olamadigi belirlenmistir[190]. Yine benzer diger bir
calismada da Sp. salmonicolor, Sp. holsaticus, C. utilis ve H. anomala 'min nitrat rediiktaz
aktivitesine sahip oldugu C. zeylanoides 'in ise nitrat rediiktaz aktivitesinin bulunmadig1 tespit
edilmistir[191]. Yaptigimiz calismada bunun aksine 4 adet C. zeylanoides susunun nitrat
rediiktaz aktivitesine sahip oldugu ve nitrati nitrite doniistiirme yeteneginin oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte bizim ¢alismamizda da D. hansenii 'nin nitrat1 kullanmadigi

belirlenmis olup bu sonug literatiirde de bildirilmektedir[192].

Bu calismada geleneksel sucuklardan izole edilen C. zeylanoides ve D. hansenii suglarinin
cesitli teknolojik ve fonksiyonel 6zellikleri hakkinda elde edilen bulgular bazi literatiirlerle
uyumlu ve bazi kaynaklarda elde edilen sonuclardan farklidir. Bu durum, kullanilan suglar

arasindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Boylece sonuglar literatiirlerle uyumludur.
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Ek-1. Maya izolatlarinin rep-PCR sonucunda elde edilen jel goriintiileri




107




108

- ——— i S ——

e —— — — I " . — — —
- = e — — — A — r——— -
——— —— — I — A —— N S D

- - -_—

- -— B T p—

- — — ———— - — —

D WD e N e — — — — —

. — - — —— — P
e L SR —— -




109

Ek-2. Maya izolatlarinin RAPD-PCR sonucunda elde edilen jel goriintiileri
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EKk-3. Genotipik tanimlama sonucunda maya izolatlariin 26S rRNA bolgesi tam sekans

analizine gore baz dizileri

Candida apicola
GAGGGTGATAGCCCCGTACGACACCACTCTCATTGTAGGACTTTGGCATGGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATGGGTGGTATGCTCCATCTAAAGCTAAATA
TCTGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGAACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAATGGAAGGATAGGCCGCT
AACCATGTAGGGTCGTGTTCGAGGGGAAGATAAAAGCTGAAGAATGTAGCTCCT
CGGAGTGTTATAGCTTCAGTCCATATTCCCTCTCGAGCGCGAGGATTGAAGACTC
TGCTAAATGGTGGTCTATCACCCGTCTTGAAACACGGACC

Candida deformans
CGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAACCCTCGGGATTGTAATTTGAAGAT
TTGGCATTGGAGAAAGCTAACCCAAGTTACTTGGGAATAGTACGTCATAGAGGGT
GACAACCCCGTCTGGCTAACCGTTCTCCATGTATTGCCTTATCAAAGAGTCGAGTT
GTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAACTCCATCTAAAGCTAAATACTGG
TGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGGTGAAAAGAACTTTGAA
AAGAGAGTGAAATAGTATGTGAAATTGTTGATAGGGAAGGAAATGAGTGGAGAG
TGGTTTAGGTTTCAGCCTTCTTTCGAGGGGGTGCACTACCAACGCCGAGTCATTG
ATAGCGAGACAGGGGTTATAAACGGACGGCACTTGTGCTATTCTCCTAACCCCTC
TACTGCCACCAACGACATAATCCACCCATTTCACCCGTCTT

Candida glabrata
AAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTTGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGTA
CCACTTTGGGACTGTACTTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATGGAGGGT
GAGAATCCCGTGTGGCGAGGGTGTCAGTTCTTTGTAAAGGGTGCTCGAAGAGTCG
AGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
CAGGCGAGAGACCGATAGGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAAC
TTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGA
TCAGACATGGTGTTTTGCGCCCCTTGCCTCTCGTGGGCTTGGGACTCTCGCAGCTC
ACTGGGCCAGCATCGGTTTTGGCGGCCGGAAAAAACCTAGGGAATGTGGCTCTGC
GCCTCGGTGTAGAGTGTTATAGCCCTGGGGAATACGGCCAGCCGGGACCGAGGA
CTGCGATACTTGTTATCTAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTC
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Candida nodaensis (Candida etchellsii)
CTCGCGCCCGGATGGGAATATTGACTGAAGTTATAATTCCCTAAAAGAGATACAT
TCTTCAGCTTTTGTCTTCCCCCCAAACACGGCTCTACATTGTTAGCGGCATATCCT
TCCATTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTT
TCCTTCACAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCACAGATATTTAGCTTTAGATGGA
GCATACCACCCTTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCCACGTCAGAATCC
TACAATGAGTGAGGTGTCGTACGGGGCTATCACCCTCCATGGCGCTCCTTTCCAG
AAGACTTAAACACCGATACTCAGGAAACTGACTTCAGAATACAATGCCAAAAAG
GCTTTCAAATCTGAGCTCTTGCCTGTTCACTCGCCGTTACTAGGGCAATCCCTGTT
GGTTTCTTTTTCCT

Candida parapsilosis
AAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGG
TATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTG
AGAATCCCGTGCGATGAGATGACCCAGACCTATGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCG
AGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
TTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATC
AGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTTTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGGGC
CAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCAAAGAAATGTGGCACTGCCTCGGT
AGTGTGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGCTTCG
GCCTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCG

Candida santamariae var. santamariae (Candida beechii)
AGGCAGTATCAACAAAGTCTATAACACTTCACCGAAGTAAAGCTACATTCCAATG
TCATTATCCTACCATCCAAACCGATGCTGGCCCAGTAAACTGCGAGGAACCCAAC
CAAAAAGGAAGGGAACGCAAAATACCAAGTCTGATCTCAAGCCCTTCCCTTTCAA
CAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTG
TACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACC
CACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACTTTACATAGAA
TTGGACATCTCATCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAAGGAAC
ATAGACAAGAGCCAATTCCAAAGTTACCTTCTTCAAATTACAACTCGAACACTGA
AAGTGCTAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAA
TCCCTGTTGGTTTCTTTTT

Candida tropicalis
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CTCAAATTTGAAATCTGGCTCTTTCAGAGGCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTAT
CTTTGGCTCTGGCTCTTGTCTATGCATTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGA
GAATCCCGTGCGATGAGATGATCCAGGCCTATGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGA
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATAT
TGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTT
GAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCA
GACTTGGTATTTTGTATGTTACTTCTTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTATCGGGCC
AGCATCAGTTTGGGCGGTAGGAGAATTGCGTTGGAATGTGGCACGGCCTCGGTTG
TGTGTTATAGCCTTCGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGTTTATACC
TAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGTCGCCCGTCTTG

Candida zeylanoides
CAAGACGCAGTCCTCGGTCTAGATAGGCAGTATCAACAAAGTCTATAACACTTCA
CCGAAGTAAAGCTACATTCCAATGTCATTATCCTACCATCCAAACCGATGCTGGC
CCAGTAAACTGCGAGGAACCCAACCAAAAAGGAAGGGAACGCAAAATACCAAG
TCTGATCTCAAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCA
AAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATAT
TTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGA
CTCTTCGAAAGCACTTTACATGGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGATTCTCACC
CTCTGTGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAGAGCCAAAACCAAAGTTACCT
TCTTCAAATTACAACTCGAACACTGAAAGTGCTAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGC
CGCTTCACTCGCCGTTACTGAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTTCCTCCGCT

Clavispora lusitaniae
CTCAAATTTGAAATCCTGCGGGAATTGTAATTTGAAGGTTTCGTGGTCTGAGTCG
GCCGCGCCCAAGTCCATTGGAACATGGCGCCTGGGAGGGTGAGAGCCCCGTATG
GCGCACGCCGACTCTTTGCACCGCGGCTCCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGC
AGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGAT
AGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAA
ACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACGGTTTTACC
GGGCCAGCGTCGAAAAGGGGGGAGGAACAAGAACTCGAGAATGTGGCGCGCAC
CTTCGGGCGCGCGTGTTATAGCTCGTGTTGACGCCTCCATCCCTTTTCGAGGCCTG
CGATTCTAGGACGCTGGCGTAATGGTTGCAAGCCGCCCGTCTTGA

Cryptococcus albidosimilis

GGGAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAGCCTTCGGTTGCCCGAGTTGTAATCTA
GAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGCCCATGTACAAGTCCCTTGGAACAGGGCGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTCCTTGACATGGACCCCCGGTGCTTTGTGATACACTTTC
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AACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAA
AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGGAAAGATG
AAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAAC
GATTGAAGTCAGTCATGCTCTTTGGTATTTATATCATTGAGTGGGGTCAACATCAG
TTTTGATCGATGGATAAAGGCACTAGGAAGGTAGCACTCTCGGGTGAACTTATAG
CCTAGCGTCATATACATTGATTGGGACTGAGGAACGCAGCATGCCTTTATGGCCG
GGATTCGTCCACGTACATGCTTAGGATGTTGACATAATGGCTTTAAACGACCCGT
C

Cryptococcus albidus
GGGAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAGCCTTCGGTTGCCCGAGTTGTAATCTA
GAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGCCCATGTACAAGTCCCTTGGAACAGGGCGTCATA
GAGGGTGAGAATCCCGTCCTTGACATGGACCCCCGGTGCTTTGTGATACACTTTC
AACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAA
AGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGA
AAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACG
ATTGAAGTCAGTCATGCTCTTGGGACTTACCTCCCTTGAGTGGGGTCAACATCAG
TTTTGATCGATGGATAAAGGCACGGGGAAGGTAGCACTCTCGGGTGAACTTATAG
CCTCGCGTCATATACATTGATTGGGACTGAGGAACGCAGCATGCCTTATGGCCGG
GATTCGTCCACGTACATGCTTAGGATGTTGACATAATGGCTTTAAACGACCCGTC
T

Cryptococcus albidus (Cryptococcus laurentii)
GTACGTGGACGAATCCCGGCCATAAGGCATGCTGCGTTCCTCAGTCCCAATCAAT
GTATATGACGCGAGGCTATAAGTTCACCCGAGAGTGCTACCTTCCCCGTGCCTTT
ATCCATCGATCAAAACTGATGTTGACCCCACTCAAGGGAGGTAAGTCCCAAGAGC
ATGACTGACTTCAATCGTTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTGTTTAACTCTCTTT
CCAAAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCA
ATATTTAGCTTTAGATGGAATTCACCACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACT
CGACTCGTTGAAAGTGTATCACAAAGCACCGGGGGTCCATGTCAAGGACGGGAT
TCTCACCCTCTATGACGCCCTGTTCCAAGGGACTTGTACATGGGCCGGCACGGAA
AACACTTCTCTAGATTACAACTCGGGCAACCGAAGGCTACCAGATTTCAAATTTG
AGCTCTTCCCGCTTCACTCGCCGTTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTTCCT

Cryptococcus curvatus

GGGAAGAGCTCAAATTTGTAATCTGGCAGTCTTCGATTGTCCGAGTTGTAATCTA
TAGAAGTGTTTTCCGTGCCGGACCATGTCTAAGTCCCTTGGAATAGGGTATCAAA
GAGGGTGACAATCCCGTGCTTGATATGACCACCGGTGCTCTGTGATACACTTTCT
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ACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAA
GCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAA
AAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGA
TTGAAGTCAGTCGTGTTCATTAGACTCAGCCGGTTCTTCCGGTCTACTTCTTTTGA
ACGGGTCAACATCAGTTTTGTCCGATGGATAAAGGTAGAAGGAATGTAGCTTCCT
CGGAAGTGTTATAGACTTTTATTGCATACATTGGTCGAGACTGAGGACTGCAGCT
CGCCTTTATGGCCGGGGTTCGCCCACGTTCGAGCTTAGGATGTTGACATAATGGC
TTTAAACGACCCGTC

Cryptococcus magnus/Filobasidium spp.
GTGCTGCGTTCCTCAGTCCCAACCACTGTATGTGACAGGAGGCTATAAGTTTACC
CGAGGGTACTACGTTCCTCCAGCCTTTATCCAGCGATCAAAACTGATGTTGACCC
CACTCAAAGGAAGTACACCGGCAGAACCGGCTGAATCCAAAGAGCACGACTGAC
TTCAATCGTTTCCCTTTCAACAATTTCACATACTGTTTAACTCTCTTTCCAAAGTGC
TTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCT
TTAGATGGAATTTACCACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCGTTG
AAAATGTATCACAGAGCACTGGTAGTTCATGTCAAGGACGGGATTCTCACCCTCT
ATGACGCCCTGTTCCAAGGGACTTGTACATGAGCCAGCACGGAAAACACTTCTAT
AGATTACAACTCGGATGACCTGAGGCCACCAGATTTCAAATTTGAGCTCTTCCCG
CTTCACTCGCCGTTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTTCT

Debaryomyces hansenii
GGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGA
GTTGTAATTTGAAGAAGGTAACTTTGGAGTTGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAAC
AGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGCCCAATTCTATGTAA
AGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT
TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATG
GAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
AGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCGATCCTTTCCTTCTTGGTTGGG
TTCCTCGCAGCTTACTGGGCCAGCATCGGTTTGGATGGTAGGATAATGACTAAGG
AATGTGGCTCTACTTCGGTGGAGTGTTATAGCCTTGGTTGATACTGCCTGTCTAGA
CCGAGGACTGCGTCTTTTGACTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAAGCCACCCGT
CT

Issatchenkia orientalis
TTGGAGTCTGTGTGCAAGGCGTTGTCCTAGTCCCTTGGAACAGGGCGCCCAGGAG
GGTGAGAGCCCCGTGGGATGCCGGCGGAAGCATTTGAGGCCCTTCTGACGAGTC
GAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAATGCTAAAT



118

ACTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACT
TTGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGCGC
CCGACATGGGGATTGCGCACCGCTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGCTTTCCC
TGGGCCAGCATCGGTTCTTGCTGCTGGAGAAGGGGTTCTGGAACGTGGCTCTTCT
GAGTGTTATAGCCAGGGCCAGATGCTGCGTGCGGGGACCGAGGACTGCGGCCGT
GTAGGTCACGGGATGCTGGCACAACGGCGCAACACCGCCCGTCTTGATACACGG
ACCAGTCTGCGAGCCGAATACGCACTGCATGCTTGTTGCAAAACACGTTGATCAC
AGCGACGACCACGACATGTCGACCGTCTGAACCTCTATTCTCTTTTATGTCCTTCA
CCAACTTCGCGCCGGTTTCCTCCTCAATCTCGAACACTATCAGGCGCAGCGTCAC
CTTGAGCCGCCCACCAAAGGTCATCC

Kazachstania unispora
CTCAAATTTGAAATCTAGTACCTTCGGTGCTCGAGTTGTAATTTGTAGAGGGATA
CTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAG
AATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTATGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGT
TGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTG
GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGA
AAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGA
CATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTGGGGGACTCTCGCAGCTCACTGG
GCCAACATCAGTTTTGGTGGTCGGACAAATCCGTAGGAATGTAGCTTGCCTCGGC
AAGTGTTATAGCCTGCGGGAATACGGCCAGCCGGGACTGAGGACTGCGACTTTTG
TCAAGGATGTTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTG

Kluyveromyces marxianus
GCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGTCTTCGACGTCCGAGT
TGTAATTTGAAGAAGGCGACTTTGTAGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAG
GACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGTTATTTGTAAAGT
GCTTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCC
ATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
GAAGGGCATTTGATCAGACATGGCGTTTGCTTCGGCTTTCGCTGGGCCAGCATCA
GTTTTAGCGGTTGGATAAATCCTCGGGAATGTGGCTCTGCTTCGGTAGAGTGTTAT
AGCCCGTGGGAATACAGCCAGCTGGGACTGAGGATTGCGACTTTTGTCAAGGATG
CTGGCGTAATGGTTAAATGCCGCCCGTC

Rhodotorula mucilaginosa
AAATTTATAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCC
GCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTTGGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCC
GTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTTTGTGATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGT
TTGGGAATGCAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAA
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AGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGACTT
GCTTGCCGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAATGG
TAGAGAGAAGGTAGCAGTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTG
GGGGACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTA
GGATGCTGGTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCT

Rhodotorula mucilaginosa (Sporobolomyces alborubescens)
AAACCCCCGCCAAAGGCACACTGGCGTTCCTCAGTCCCCCAAGATGTATCCAGCA
GAGAGCTATAACACAGCCGAAACTGCTACCTTCTCTCTACCATTATCCATCCCGG
AAAACTGATGCTGGCCTGCAAACCGATTGCTCGGCAAGCAAGTCTGACTTCAAGC
GTTTCCCTTCCAACAATTTCACGTACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCATC
TTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATG
GAATTTACCACCCAATTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAATG
TATCACAAAGCGCTGGGCGTCCGCACCATATACGGGGGTCTCACCACTATGCCGC
TGTATTCCAACAGACTTGTGTGCGGTCCAACGCGGAAAACATTTCTAGAGATTAC
AACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTATAAATTTGAGCTCTTCCCGCTTCGCTCG
CCGCTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTTCCT

Torulaspora delbrueckii
AAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGG
TAACTTTGGGGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGT
GAGAATCCCGTGTGGCGAGGATCCCAGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCG
AGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATA
TTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTT
TGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATC
AGACATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTGGGGGAATCTCGCAGCTCA
CTGGGCCAGCATCAGTTTTGGCGGCAGGATAAATCTGCAGGAATGTAGCTTGCCT
CGGTAAGTGTTATATCCTGTAGAAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACT
TTACGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAA

Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala)

GCCCTCGATCCAGACAGGCAATATCAGCAGAAGCTATAACACTCCACCGAAGTG
AAGCCACATTCAACTGCCATTATCTTGCCATCCGAATCGATGCTGGCCCAGTGAA
ATACGAGTGCACAACTCAAGAAGAGAAGATAATCGTAAAACACCAAGTCTGATC
TAATGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCT
TTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTT
TAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCG
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ATAGCACCTTACATAGGAATGGGCATCTCATCAGACGGGATTCTCACCCTCTATG
ACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAGAGCCAAACCCAAGGTTACCATCTTCAA
ATTACAACTCGAACACCGAAGGTGCTAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTC
ACTCGCCGTTACTGAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTTCCTC

Yarrowia lipolytica
CTCAAATTTGAAACCCTCGGGATTGTAATTTGAAGATTTGGCATTGGAGAAAGCT
AACCCAAGTTGCTTGGAATAGTACGTCATAGAGGGTGACAACCCCGTCTGGCTAA
CCGTTCTCCATGTATTGCCTTATCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAA
AGTGGGTGGTAAACTCCATCTAAAGCTAAATACTGGTGAGAGACCGATAGCGAA
CAAGTACTGTGAAGGAAAGGTGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAATAGTAT
GTGAAATTGTTGATAGGGAAGGAAATGAGTGGAGAGTGGCCGAGGTTTCAGCCG
CCCCTCGTGGGCGGTGTACTGCCGACGCCGAGTCATCGATAGCGAGACGAGGGTT
ACAAATGGGAGCGCCTTCGGGCGTTCTCCCCTAACCCTCCACACTGCCACCGACG
ACATAATCCACCCATTTCACCCG



