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öZET 

Doktora Tezi 

ESKiŞEHiR VE ÇEVRESiNDEN TOPLANAN EKŞi HAMUR 
öRNEKLERiNDE KATiL MA Y ALARIN VARLIGININ 
ARAŞTIRILMASI VE KATiL AKTiViTEYE ETKi EDEN 

FAKTöRLERiN BELiRLENMESi 

NURA Y KARAKAŞ 

Anadolu Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Merih KIVANÇ 
2000 

Eskişehir ve Bilecik' ten toplanan ekşi hamur ve boza örneklerinde katil 

mayaların varlığı araştırılmıştır. 4 adet boza örneğinden 97, 31 adet ekşi hamur 

örneğinden 307, 3' er adet ticari kuru ve yaş maya örneğinden 60 tane olmak üzere 

toplam 464 maya suşu izole edilmiştir. Boza izolatlarından 32 tanesi katil (% 

32.98), 13 tanesi duyarlı(% 13.40), 52 tanesi nötral (% 53.60), ekşi hamur maya 

izolatlarının ise12 tanesi katil(% 3.90), 79 tanesi duyarlı(% 25.73), 216 tanesi 

nötral izolat (% 70.35) olarak belirlenmiştir. Ticari yaş ve kuru maya izolatlarında 

ise katil fenotipe rastlanmamıştır. Katil mayalardan sadece 25.2 numaralı izolat 

Saccharomyces cerevisiae olarak identifiye edilmiştir. Ekşi hamur katil 

mayalarında yüksek sıcaklık ve siklohekzimid varlığının katil aktiviteyi elimine 

ettiği ve UV' nin bu aktivite üzerine etkisinin olmadığı belirlenmiştir. Katil 

aktivite için optimum sıcaklık 21-30 oc, pH ise 4.2-5.0 olarak belirlenmiştir. 

Fluoresans boyama yöntemi ile katil toksinden etkilenerek ölen duyarlı maya 

hücrelerinin ayırt edilebileceği gösterilmiştir. Katil maya izolatlarının 2 adet ticari 

ekmek mayası suşuna karşı katil aktivite gösterdiği belirlenmiştir. Katil izolat 

25.2' nin katil aktiviteden sorumlu olan proteini SDS-PAGE yöntemi ile 

belirlenememiştir. 

Anahtar Kelimeler: Katil mayalar, katil aktivite, ekmek mayaları 
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ABSTRACT 

Doctorate Thesis 

OCCURRENCE OF KILLER YEASTS IN SOUR DOUGH SAMPLES 
COLLECTED FROM ESKiŞEHiR PROVINCE AND DETERMINATION 

OF THE FACTORS AFFECTING KILLER ACTIVITY 

NURA Y KARAKAŞ 

Anadolu University 
Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Biology Program 

Snpervisor: Prof. Dr. Merih KIVANÇ 
2000 

Occurrence of killer yeasts in sour dough and boza samples from Eskişehir 

and Bilecik provlnces was invesigated. 464 yeast isolates, includlng 97 strains 

from 4 boza samples, 31 strains from sour dough samples, 60 strains from 3 

commercial dry and 3 commercial w et yeast samples, were isolated. From the total 

of 97 boza isolates, 32 strains were killer (% 32.98), 13 strains were sensitive (% 

13.40), 52 stralns were neutral (% 53.60). Out of 307 sour dough isolates, 12 

strains were killer (% 3.90), 79 strains were sensitive (% 25. 73), 216 strains were 

nuetral (% 70.35). Tested commercial dry and wet yeast isolates did not show 

killer activity. Only 25.2 killer yeast strain was identlfied as Saccharomyces 

cerevisiae. It was determlned that hlgh temperature and presence of cyclohexlmlde 

cured killer activity of sour dough killer yeasts. Moreover UV light treatment did 

not show any effect on killer activity of these isolates. Optimum temperature was 

21-30 oc and optimum pH was 4.2-5.0 for killer actlvity. Dead sensitlve yeast 

cells by killer toxsln were dlstingulshed uslng fluorescent dye method. Two killer 

yeasts showed killer activity on 2 commercial baker's yeast strains. The protein 

responslble for killer activity of 25.2 could not be determined by SDS-PAGE. 

Keywords: Killer yeasts, killer activity, baker's yeasts 
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1. GiRiŞ 

Ekmekçilik, biracılık ve şarap yapımında yaygın olarak kullanılan mayaların 

insanlar tarafından kullanılmasına ait ilk kayıtlara M. ö. 6000' lerde rastlanmaktaysa da 

( 1), bilimsel olarak ilk defa tanımlanmaları Antonie van Leeuwnhoek'a (1860) 

atfedilmiştir. 1866' da Etudes sur Vin'de yayınlanan Pasteur'ün çalışması ile mayaların 

şekerin alkole fermentasyonundaki rolü ortaya konulmuştur. ı ss ı' de Hansen, 

biracılıkta kullanılan en önemli Saccharomyces türünü saf kültür olarak izole ederek S. 

cerevisiae var. ellpsoideus (Hansen) Dekler olarak tanımlamıştır. Bundan sonra S. 

cerevisiae olarak sııuflandınlan suşlar ekmek mayası üretiminde, biracılıkta, distilasyon 

ve şarap yapımında geniş çapta kullanılmıştır (1 ). Bu çalışmalan takiben ekmekçilik, 

distilasyon ve şarap endüstrisinde suş kolleksiyonculuğu ve endüstriyel fermentasyon 

prosesleri için suş iyileştirme çalışmalan da hız kazanmıştır. Böylece mayalar çok geniş 

ve çeşitli biyokimyasal-fizyolojik çalışmalann favori organizmaları haline gelmiştir. 

Mikrobiyal genetik alanındaki ilk çalışmalar da mayalar ile başlamıştır. Winge 

tarafından 1935 yılında S. cerevisiae ile başlatılan maya genetiği çalışmaları günümüzde 

baş döndürücü bir hızla ilerleyerek, ökaryotik organizmalarda genetik materyal ve 

kalıtım mekanizmalarııun aydınlatılmasında önemli mesafeler alınmasına neden 

olmuştur. Yine maya genetiği çalışmalan ile, bugün bilimsel çalışmalarda kullamlan 

birçok laboratuvar suşu geliştirilmiştir. Bu konudaki çalışmalar günümüzde de hızla 

devam etmektedir (2-6). 

Mayalar, mantariann taksonomik ve filogenetik açıdan çeşitlilik gösteren 

grubuna dahil olan üyeler olup, çoğunluğu Ascomycetes ve Deuteromycetes sınıfı 

içinde yer almakla birlikte Basidiomycetes üyesi olan az sayıda maya da bulunmaktadır 

(7). Genel bir maya tanımı yapmak oldukça güçtür. Günümüzde geçerli olan tanıma 

göre maya; tomurcuklanma ya da bölünme ile çoğalan tek hücreli fungus, veya çok 

hücreli bir fungusun yaşam döngüsünde özel, tomurcuklanan tek hücreli durum olarak 

tanımlanmaktadır (8). Tipik bir S. cerevisiae hücresi yuvarlak, ovalimsi veya elipsoid, 

2.5-10 ı-ım genişliğinde ve 4.5-21 ı-ım uzunluğundadır. Bir maya hücresinde 

plasmaleınma, nukleus, mitokondri, endoplasmik retikulum, vakuoller, veziküller ve 

granüller bulunmaktadır (Şekil ı .1). Hücre duvan 2.5 nm kalınlığında olup hücre kuru 

ağırlığının yaklaşık % 25' ini oluşturmaktadır. Yapılan kimyasal analizler hücre 

duvannın glukan ve mannandan oluştuğunu, aynca kitin ve proteinde içerdiğini ortaya 

koymuştur. Hücre duvarının tam yapısı anlaşılamamakla birlikte günümüzde geçerli 
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olan modele göre içteki glukan tabaka, dıştaki mannan tabakadan proteince zengin bir 

tabaka ile ayrılmak'tadır (ı). 

Mitekendrir--ııl~IL.llo. 

Ternurcuk \'ek.-ueıu-r"''ı::z...tı;..ı 

Ternurcuk -.....-.ı;:ıı.. 

Tarnurcuk izi 
Hticre membranı 

Hticre duvarı 
Vok.-uol granülleri 

Şekil ı.ı. Karakteristik bir maya hücresinin yapısı 

Büyüyen maya hücre populasyonlarının en belirgin özelliğini hücre bölünürken 

üretilen tomurcuklar oluşturmaktadır. Küçük bir ternurcuk olan yavru hücreler hücre 

döngüsü boyunca gelişerek ana hücre boyutuna ulaşmaktadırlar. Büyümenin büyük bir 

kısmı ternurcuk formasyonu süresince olmakta, yani ternurcuk ana hücreden 

ayrılmadan önce az çok ana hücre boyutuna ulaşmaktadır. Hücre ayrılmasının yeri ana 

hücrede ternurcuk izi (bud scar), yavru hücrede doğum izi (birth scar) olarak 

adlandınlan yapılan oluşturmaktadır (ı). 

Mayaların hücre membranı veya plazmalenunası üç tabakalı ve hücre duvarının 

iç yüzeyi ile bağlantılı bir yapı göstermektedir. Plazmalenuna az çok eşit oranlarda lipid 

ve protein bunlara ilaveten karbonhidratlardan oluşmaktadır. Hücrede geçirgenlik 

bariyeri olarak görev yapmakta ve madde alış-verişini kontrol etmektedir (ı). Nukleus 

genellikle ternurcuk ile vakuol arasında yer almaktadır. iğ ipliği plaklan adını alan 

nuklear membran ile birleşmiş ve hayvan hücrelerindeki sentriollere benzer görev yapan 

yapılar ise çok tabakalı diskler halinde bulunmaktadır (ı, 9). 

Haploid genomu ı4 000 kilobazçiftinden (kb) oluşan mayanın, durağan 

safbasındaki DNA' sında yaklaşık 8000 gen bulunduğu ve bu genlerin koordineli bir 

şekilde (mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte) hücresel faaliyetleri sürdürdüğü 

bilinmektedir. S. cerevisiae' nın nüklear DNA, sitoplazmada bulunan rnitokondrial 

.·~n-: 
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DNA, viral DNA ve dairesel plazmid DNA olmak üzere 4 farklı ve birbirinden bağımsız 

genetik elemente sahip olduğu bilinmektedir. Plazmidlerin genetik yapılan genetik 

mühendisliği teknikleri ile kolayca değiştirilebilmekte ve yeni oluşturulan plazmidler 

sferoplastlar tarafından kolayca hücre içine aktanlabilmektedir (10). S. cerevisiae' nın 2 

f.!ID plazmidi mayaların moleküler teknoloji çalışmalannın gelişiminde oldukça önemli 

bir yere sahiptir. Maya plazmidleri flamentli fungi plazmidlerinden oldukça farklılık 

göstermektedir. Maya plazmidleri nükleus ve siteplazma kaynaklı olmasına karşın, 

filamentli fungiden izole edilen tüm plazmidlerin mitakondrial kaynaklı olduğu tespit 

edilmiştir. Aynca yine filamentli fungiden izole edilen plazmid-benzeri elementlerinde 

mitokondrial DNA kaynaklı olduğu tespit edilmiştir (ll). 

Yapılan genetik çalışmalar sonucunda S. cerevisiae' nın 14xHY kb' lik nüklear 

DNA' sında en az 17 kromozom bulunduğu rapor edilmiştir. Haploid maya hücresinin 

DNA içeriğinin insanınkinden 100 kat az, Escherichia colt' den ise 10 kat fazla olduğu 

bildirilmiştir (1, 9, 12). Mayalarda nüklear DNA replikasyonu diğer ökaryot 

canlılardakine benzerlik göstermektedir. Hücrede tomurcuğa benzer tek bir çıkintının 

oluşmasıyla başlayan süreçte meydana gelen mitoz sırasında kromozomlar büyük yavru 

hücreye ve ternurcuk yapısıyla gelişen küçük yavru hücreye eşit biçimde 

paylaştırılmaktadır. S. cerevisiae hem haploid hem de diploid durumda 

bulunabilmektedir. Haploid hücreler iki farklı eşey tipinde (a ve a) olabilmekte ve 

uygun koşullarda bunlann kaynaşmasıyla ala diploid zigotlar meydana gelmektedir. 

Beslenme koşullannın uygun olmadığı durumda bu diploid hücreler mayoz geçirerek 

askus içinde bulunan 4 haploid hücreyi (askospor) oluşturmaktadır. Askus çeperinin 

patlamasıyla serbest kalan sporlar haploid hücrelerden oluşan yeni bir döl vermek üzere 

çoğalmaya başlamaktadırlar (1, 9, 12). Maya hücrelerinde de diğer organizmalarda 

olduğu gibi 3 tip RNA bulunmaktadır ( 1, 9). Mayalarda protein biyosentezi diğer 

ökaryotlardaki protein sentezi ile büyük ölçüde benzerlik göstermektedir. S. cerevisiae' 

da mitokondri sayısının, büyüklüğünün ve şeklinin hücre döngüsünün farklı 

safhalannda ve kültür şartianna bağlı olarak çok büyük çeşitlilik gösterdiği bildirilmiştir 

( 1, 9). Maya hücresinde tipik bir endoplazmik retikulum (E.R.) gözleınlenemediği gibi, 

golgi aygıtı da kolaylıkla gözlenememektedir. E.R.' nin diğer organizmalarda olduğu 

gibi ribezornlar ve diğer birçok hücresel aktivite ile ilişkili olduğu bilinmektedir. 

Mayalarda golgi aparatı varlığı henüz kesinlik kazanmamıştır. E. R. kaynaklı gibi 

gözüken lipid granülleride sitoplazmada yer almaktadır. Vakuoller tomurcuklanan 
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mayalarm en iyi gözlemlenebilen organelleri olarak bilinmektedir. Kültür ve hücresel 

şartlara bağlı olarak siteplazma içinde birçok küçük vezikül olarak yada birleşmiş tek bir 

büyük vakuol olarak bulunabilmektedir. Vakuolün görevi tam olarak anlaşılamamıştır. 

Vakuoller hidrolitik enzimleri, polifozfatazları, metal iyonlannı, lipid ve düşük molekül 

ağırlıklı hücresel elementleri içerimektedirler. Aynca besinler ve hidrolitik enzimler için 

de depo görevi yapmaktadırlar (ı, 9). 

özellikle ferrnentasyondaki rolleri ile bazı mayalar insan yaşamında önemli yer 

tutmaktadır. Mayalardan faydalanma asırlar boyunca devam etmiş ve geçen yüzyıldan 

itibaren hızlanan endüstriyel ve ticari ilerlemeye de önemli katkılar sağlanmıştır. 

Endüstriyel birçok proses için uygun ve verimli olmaları, bakteriler için optimum olan 

pH' lardan daha düşük pH' da aktif olarak gelişebilmeleri, büyük çaptaki kültürleri hızlı 

büyüyen kentaminant mikroorganizmalardan korumalan ve bakterilerden daha kolay ve 

ucuz ürün alınabilmesi nedeniyle mayaların endüstriyel amaçla kullanımı gün geçtikte 

artmaktadır (13). 

Mayalar endüstriyel gizemlerinin yanı sıra; laktozun etanole fermentasyonunda, 

alkanlar ve kağıt hamuru atıklarından protein üretiminde, gliserol ve D-glusitol gibi 

alditollerin üretiminde, ~-D-galaktozidaz velipaz gibi çeşitli enzimierin kaynağı olarak 

da kullanılmaktadır. Kimyacılar ise mayalan, yeni karbon bağları, optik olarak aktif 

bileşikler, sekonder alkol türevleri ve biyolojik aktif moleküller üretmekte 

kullanmaktadırlar. S. cerevisiae haricinde Candida tropicalis, Rhodotorula rubra, 

Schizosaccharomyces pombe ve Zygosaccharomyces bailii gibi diğer maya türlerini de 

kimyacıların araştırmalarında yaygın olarak kullanmaktadır (13). 

Ekmek mayası, nişastalı veya günümüzde daha çok şekerli ham maddelerden 

(melas) elde edilen üst fermentasyon tipi kültür mayasıdır (ı4). Çavdar ekmeği dışında 

tüm gelişmiş ülkelerde ekmekçilikte ticari olarak kullanılan maya grubu S. cerevisiae' 

dır. Günümüzde halen bazı yerel ve küçük fınn işletmelerinde ekmek yapımında 

kullanılan ekşi hamurun içinde Saccharomyces cinsi hakiki mayalarla birlikte, değişik 

sayıda laktik asit, bütürik asit, asetik asit bakterileri, koliform grubu bakteriler ve 

koklardan oluşan geniş bir flora bulunmaktadır (15). Bu bakteriler nedeni ile ekşi 

hamurdan mayalanan bir hamur iyi kabarmamakta, aynca ekmekte hoş olmayan tad ve 

kokular oluşturmaktadır. Buna karşın, sadece S. cerevisiae içeren paket ekmek mayası 

kullanıldığında, hamur daha iyi kabarmakta, ekmek daha iyi pişmekte ve hoş olmayan 

tad ve k okular oluşmamaktadır (ı 4). 
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Ekmek mayası üretimi ve mayacılıkta kullanılan işletme kültüıii saf bir maya 

kültüıiinden üretilen spor veya hücre kültüıii ile olabilir. Bu endüstride alt türler arası 

farklar, türler arası farklardan daha önem taşımaktadır. özellikle yakın bir gelecekte 

patent korunması nedeni ile bu konunun daha da önem kazanacağı bildirilmektedir ( 16). 

Her yıl 1.8 milyon tondan fazla ekmek mayası üreten (16) ekmek mayası endüstrisinde 

üretim hücre kazanmaya yönelik olduğu için, şekeri biyokütleye çeviren türler üreticiler 

tarafından tercih edilmektedir. Hızlı büyüme, yüksek verim, yeterli hamur performansı, 

ısıya dayanıklılık ve ekmeğe istenmeyen tad ve koku vermeme ticari olarak kullanılan 

ekmek mayasının sahip olması gereken karakterler olarak istenmektedir. Aynca, 

endüstriyel proseslerde kullanılan maya suşları, zayıf spor ve tetrat oluşturma özellikleri 

ve sporlarının çimlenme kabiliyetlerinin düşük olması nedeni ile laboratuvar suşlarından 

farklılık göstermektedirler. Son yıllarda birçok moleküler teknik endüstriyel kültürlerin 

geliştirilmesi amacıyla uygulama alanına sokulmuştur. 

Günümüzde genetik mühendisliği teknikleri ile arzu edilen özelliklere sahip 

endüstriyel suşların elde edilmesi mümkün gözükmektedir. Ekmek mayacılığnda 

kullanılacak suşların seçimi ve 
1 

iyileştirilmesi çalışmalarında iki önemli amaç 

bulunmaktadır. Bunlardan birincisi; suşun iyi kabarma-mayalanma aktivitesine sahip 

olması, ikincisi ise, üıiin kalitesini etkilerneden az masraf ile iyi maya ürünü elde 

etmektir. Son yıllarda geniş ve yeni pazarlama stratejileri nedenleriyle ekmek 

mayacılığında kullanılan geleneksel maya suşları maya üreticisinin farklı ve kompleks 

isteklerine cevap verememektedir. Üretim piyasasında rekabet ortamından doğan 

gereksinimler sonucu, son yıllarda büyük bir ilerleme kaydedilen rekorubinant DNA 

teknikleri kullanılarak yeni özelliklere sahip biramayası suşlarının yapımı oldukça önem 

kazanmıştır. Son e ve ark. ( 17) Enterabaeter aerogenes' ten izole ettikleri a-asetolaktat 

dekarboksilaz genini plazmid yardımı ile S. cerevisiae' ya aktarmışlardır. Elde ettikleri 

genetik olarak modifiye edilmiş bu yeni suşu pilot tesislerde test etmişler ve bira 

fermentasyonunda kullanılmak ÜZere bilim dünyasına kazandırmışlardır. Bira 

üretiminde kalite ve verimliliği arttırmak için Lancashire ve ark. (18) 1989' da, 

amiloglikosidaz üretiminden sorumlu gem Schwanniomyces suşlarından 

Saccharomyces suşlarına klonlarnışlar ve elde ettikleri suşların fermentasyon 

endüstrisinde ümit vaat ettiğini bildirmişlerdir. Mayalarda fermentasyon oranı, 

flokulasyon, aroma bileşiklerinin üretimi gibi çeşitli fermentasyon özelliklerinin 

mitokondri genetik sisteminden etkilendiği bildirilmiştir (10). Değişik karbonhidratlan 

fermente edebilen değiştiritmiş flokulasyon özelliklerine sahip ve değişik aromalar 
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üretebilen suşlar üretilmiş ve pilot tesislerde denemeleri yapılan birçok suş ticari üretim 

açısından uygun bulunmuştur (5). 

Son yıllarda çeşitli araştırma laboratuvarlannda yürütülmekte olan maya genetiği 

ve moleküler biyolojisi çalışmalarından elde edilen bilgilerin ışığı altında maltozu 

kullanabilen mayalar, ozmotölerant mayalar, maya hücrelerinde trehaloz birikimini 

arttırma (19), invertaz enzimi ile ilgili çalışmalar, hızlı fermentasyon kinetiğinin 

sağlanması, donmaya dayanıklı, melibioz kullanabilen, lipoksigenaz geni taşıyan, 

laktozu fermente edebilen ekmek mayası üretimi 've katil plazmid (killer plazmid) taşıyan 

ekmek mayalan ile ilgili çalışmalar güngeçtikçe popülaritesi artan konular haline 

gelmektedir ( 6-7, 20). 

1.1. Katil Mayalar 

ilk defa 1%3' de Oxford' ta bir katelik papaz olan Makeover tarafından 

gözlenen katil aktivite fenorueni mayalarda oldukça yaygın olarak görülmektedir. (21). 

Bu buluş günümüze kadar artan bir ilgi ile karşıianmış ve birçok araştıncı tarafından 

üzerinde çalışılan bir konu haline gelmiştir. Makeover' ın çalışmasını takiben, çeşitli 

maya genuslanna ait katil suşlar birçok araştıncı tarafından tespit edilmiştir (22-27). 

Katil fenomen ilk defa S. cereviseae' da tanımlanmış daha sonra çok çeşitli katil suşlar 

diğer maya genus ve türlerinde de tespit edilmiştir. Katil suşların ürettikleri protein veya 

glukoprotein yapısındaki katil toksinierin bu toksiniere hassas maya suşlarını öldürdüğü 

saptanmış ve bu olayın mekanizması birçok araştıncı tarafından ortaya konulmuştur 

(22-25, 28-29). Pfeiffer ve ark. (30) duyarlı suşları inhibe eden S. cerevisiae KT28' in 

bazı patojenik fungiye ve Trichomonoas vaginalis' e (protozoon) karşı etkili olmadığını 

ayrıca deneye tabi tutulan hayvanlar üzerinde de herhangi bir farmakolojik etki 

göstermediğini bildirmişlerdir. Polinelli ve ark.' nın (31) 1989' da yaptığı çalışmada 

ise, dimorfik fungus olan Sporothrix schenckii' nin 4 izolatının misel ve maya 

formlannın çeşitli katil toksiniere (katil toksin 7, 8, 28 tipleri) karşı oldukça duyarlı 

olduğu tespit edilmiştir. Araştıncılar elde ettikleri bu sonuçların ışığında katil toksinierin 

veya türevlerinin sistemik mikesis vak'alannın tedavisinde kullanılabileceğini öne 

sürmüşlerdir. Zhu ve Bussey (32) S. cerevisiae Kl toksininin Candida, 

Kluyveromyces, Schwanniomyces genusu üyelerinin sferoplastlannı öldürdüğünü, 

ancak bu organizmalann hücrelerinin toksine karşı duyarsız olduğunu bildirmişlerdir. 

Reed ve Nagodawithana (7) bu toksinin duyarlı maya suşları dışında bazı fungi ve 
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bakierilere karşı da etkili olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan epidemiyolojik ve klinik 

çalışmalar sonucunda katil toksinierin bugüne kadar sağlığa zararlı bir etkisi tespit 

edilememiştir (33). Ayrıca bu toksinierin proteaz inaktivasyonları, sıcaklık ve pH' ya 

bağlı olan kararlılıkları nedeni ile terapötik olarak kullanımlarının da kısıtlandığı 

bildirilmiştir (34). 

Katil suşlar ile ilgili yapılan ilk çalışmalar daha çok çeşitli ortamlardan izole 

edilen suşların bu akiivite için test edilmesi ve katil aktiviteye etki eden faktörlerin 

belirlenmesine yönelik olmuştur. Yapılan çalışmalarda çeşitli bitkisel materyallerden 

izole edilen maya suşlarının yaklaşık % 50' sinin katil aktiviteye sahip olduğu tespit 

edilmiştir (25, 28). Bunun yanı sıra bilinen genetik işaretiere sahip çok sayıda maya 

suşu da katil suş olarak belirlenmiştir. Radler ve ark. (25) 1982 sonbaharından 1984 

yazma kadar çeşitli habitatlardan izole ettikleri Pichia kluyveri ve Hanseniaspora 

uvarum türlerine ait suşların katil akiiviteye sahip olup olmadığını ve buna etki eden 

faktörleri araştırmışlar, çalışmaları sonucunda doğal habitatlardan izole edilen katil 

mayalarda mevsimsel bir varyasyon taspit etmişlerdir. Shimizu ve ark. (35) özel bir 

şarap maya kolleksiyonundan (Forscungsanstalt Geisenheim Şarap Maya 

Kolleksiyonu) kentaminant bir mayayı ve ticari kuru şarap mayalanndan 7 tanesini katil 

maya olarak tespit etmişlerdir. Aynı çalışmada izolatların katil aktivitelerine etki eden 

faktörleride incelemişlerdir. Starmer ve ark. (36) kaktüslerin çürüyen gövde ve 

meyvelerinden ve ağaçların yapışkan sıvılarından izole ettikleri maya suşlarını katil 

aktivite ve buna etki eden faktörler yönünden araştırarak, katil mayaların doğal 

populasyonlardaki ekolojisini incelemişlerdir. Suzuki ve ark. (37) tarafından 

Japonya'da yürütülen bir çalışmada miso, soya sosu ve turşulardan izole edilen 

halotölerant maya suşlarında katil aktivite ve bu aktivitenin spekturumunu 

araştırmışlardır. özçelik ve Dönmez (38) 1993 yılında yaptıkları bir çalışmada bölüm 

kolleksiyonlarında bulunan mayaları katil aktiviteleri için test etmişler ve test ettikleri 78 

maya suşundan sadece iki tanesinde katil aktivite belirlemişlerdir. İtalya'nın Tuscany 

Bölgesi şarap fermentasyon tesislerdeki katil maya suşları, bunların oluşum sıklığı, 

fermentasyon sırasındaki dinamikleri, katil ve duyarlı izolatların Kl ve K2 referans 

suşları ile olan ilişkileri Vagnoli ve ark. (39) tarafından araştınlmıştır. Katil fenomen ile 

ilgili başka bir çalışmada Hidalga ve Rores (40) İspanya' nın Madrid çevresindeki 

şarap üretimi yapan 1 1 farklı üretim tesisinden alınan örneklerden izole ettikleri maya 

suşlarında katil karakter varlığını test etmişlerdir. Llorente ve ark. (41) tarafından 

Portekiz' de yapılan başka bir araştırmada ise zeytin salamuralarından izole edilen maya 
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suşlannda sodyum klorürün katil ak'tivite üzerine etkileri incelenmiştir. Araştıncılar bu 

çalışmada yaptıklan karyetip analizleri sonucunda karışık fermentasyon 

populasyonlarında katil suşların baskın olduğunu saptamışlardır. 

Katil maya suşlannın İzolasyonunu takip eden daha sonraki çalışmalarda şarap 

ve bira yapımında kullanılan suşlar ve bunların kontaminantlannın katil aktiviteleri ve 

katil suşların fermentasyon üzerine olan etkileri araştınlmıştır. Kitano ve ark. (42) 

Japon şarap endüstrisindeki şıra ve elma püresinden izole ettikleri suşlan katil aktivite 

yönünden incelemişler, 3 yeni katil tip belirlemişlerdir. Şıralann % 27' sinde 

kontaminantlann katil aktiviteye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 1986 yılında 

Tredoux ve ark. (43) Viticultural ve Oenological Araştırma Enstitüsü' nün maya kültür 

kolleksiyonundaki suşları katil aktivite için test etmişlerdir. Katil suşların şarap pH' 

sına sahip katı besi ortamında katil aktivite göstermediklerini, üzüm suyu ile yapılan 

fermentasyon deneylerinde ise katil suş populasyonunun % 2.5' ten az olduğu 

deneylerde fermentasyonun etkilenmediğini, katil populasyonun yüksek olduğu bazı 

fermentasyon deneylerinde ise bu suşların fermentasyonu bozduğunu rapor etmişlerdir. 

Heard ve Reet (44) 16 adet şarap maya suşunu katil aktivite yönünden incelemişlerdir. 

Bu aktiviteye sadece S. cerevisiae suşlarında rastladıklannı bildirmişlerdir. Ayrıca katil 

suşların fermentasyon üzerine etkilerini de araştırmışlardır. 1990 yılında yayınlanan bir 

çalışmada ise, katil suşların endüstriyel sistemlerde klasik yöntemlere göre daha hızlı, 

basit ve ekonomik olarak belirlenmesi için yeni bir yöntem önerilmiştir (45). Jacobs ve 

Van Vuuren (46) 2 adet ticarı şarap maya suşunun ellerinde bulunan 4 adet katil maya 

suşunun ürettiği toksine karşı duyarlılığını incelemişlerdir. Kanşık kültürlerde yaptıklan 

fermentasyon deneyleri sonucunda K-103 katil suşunun fermentasyon ortamında% 0.1 

oranında bulunması durumunda bile duyarlı şarap mayasını elimine ettiğini 

bildirmişlerdir. 1991 yılında Cansade ve ark. (47) alkol ve şıra fermentasyon ortamında 

katil karakterin ekolojisi, yayılıını ve önemi üzerine yaptıklan çalışmada bu 

fermentasyon ortamlannda çeşitli kriteriere bağlı olmak koşulu ile katil karaktere sahip 

maya suşlarının önemini ortaya koymuşlardır. Michalcakova ve ark. ( 48) ellerinde 

bulunan Kluyveromyces, Hansenula ve Saccharomyces genusuna ait maya suşlarının 

katil aktivite ve bağışıklık özelliklerini inceleyerek, fermentasyonda yapışmaya neden 

olan ve istenmeyen yabani mayalara karşı katil aktiviteye sahip maya suşlannın 

belirlenınesini hedeflemişler, bu özelliklere sahip suşların biyoteknolojik uygulamalara 

katkılarını araştırmışlardır. özçelik ve ark. ( 49) şarap üreticilerine katil veya nötral 

karakterli bir şarap mayası önerebiirnek amacıyla Türkiye' nin değişik şarap 
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bölgelerinden izole edilen mayalarda öldürücü aktiviye sahip şarap mayalarını tespit 

etmeye çalışmışlar ancak bu aktiviteye sahip maya suşu belirleyememişlerdir. 

Günümüzde maya katil toksin sistemleri ile ilgili çok sayıda genetik ve 

moleküler çalışma yapılmaktadır. Yapılan bu çalışmalar ile S. cerevisiae suşlarının 

ürettiği Kl, K2 ve K28 toksinlerinin genetik ve moleküler temelleri büyük ölçüde 

ortaya konulmuş ayrıca maya plazmidleri ve kromozomları arasında gen değişimi 

olduğu da tespit edilmiştir (2). K. lactis' te katil fenomenden sorumlu iki adet doğrusal 

DNA plazmidi ilk defa Gunge ve ark. (50) tarafından tespit edilmiştir. K. lactis' in 

doğrusal DNA katil plazmidinin S. cerevisiae suşlanna transformasyonu ise Gunge ve 

ark. (51) tarafından 1982 yılında yapılan başka bir çalışma ile denenmiş ve 2 adet katil 

transformant elde edilmiştir. Leibowitz (52) mayalarda protein sentezinde translokasyon 

basamağı inhibitörü olarak bilinen bir antibiyotik olan crytopleurine varlığında kültür 

edilen katil suşlarda katil aktivitenin elimine edildiğini saptamıştır. P. kluyveri' nin 

ürettiği toksin ve bunun etki mekanizması ile ilgili ayrıntılı bir çalışma Kagan (53) 

tarafından 1983 yılında yayınlanmıştır. Seki ve ark. (54) süper katil fenotipi kodlayan 

bir dsRNA' yı Montrachet suş 522 ve suş 694 isimli iki adet farklı şarap mayasına 

protoplast füsyon tekniği ile aktarmışlardır. Elde ettikleri katil şarap mayasının hem besi 

ortamında hemde üzüm suyunda yapılan deneylerde toksine karşı duyarlı suşların 

gelişmesini tamamen baskıladığını rapor etmişlerdir. Stark ve Boy d (55) K. lactis' in 

ürettiği katil toksinin karakterizasyonunu ve bunu kodlayan genlerin identifikasyonunu 

yapmışlardır. Radler ve Schmitt (56) S. cerevisiae suş 28' in ürettiği K28 toksininin 

maya hücre duvarı ve fraksiyonlanndan protein adsorbe eden solüsyonlar ile 

uzaklaştınlmasını çalışmışlar, fennentasyon inhibitörlerini ve bunların adsorbsiyonunu 

test etmişlerdir. Zorg ve ark. (57) H. uvarum ve P. kluyveri' nin katil aktivitelerinin 

genetik temellerini yaptıkları çalışmalarla ortaya koymuşlardır. Wesolowski-Louvel ve 

ark. (58) K. lactis' te katil fenomenin ekspirasyonu ile ilgili nüklear genleri 

araştırmışlardır. Doğrusal DNA plazmidini hücrede koruyan ama katil fenotipini 

yitirmiş mutant suşlarda mutasyonun konukçunun kromozomunda tek bir lokusta 

bulunduğunu tespit etmişlerdir. Bu lokusu KEXl olarak adlandırmışlardır. Yaptıklan 

klonlama çalışmalan sonucunda K. lactis' in kexl geni ile S. cerevisiae' nın kex2 geni 

arasında fonksiyonel bir ilişkinin varlığını tespit etmişlerdir. Zhu ve Bussey (32) 

tarafından toksine özel hücre duvarı reseptörlerinin toksine karşı duyarlılıkta rol aldığı 

ve hücre duvarı yapısının modifikasyonu ile toksine duyarlı hücrelerin 

oluşturulabileceği öne sürülmüştür. Radler ve ark. (59) moleküler ve biyokimyasal 
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yöntemler kullanarak H. uvarum katil toksininin özelliklerini ve etki mekanizmasını 

ortaya koymuşlardır. K. lactis' in katil al1ivitesi ile aynntılı bir derleme Stark ve ark. 

tarafından (60) yayınlanmıştır. Katil mayalarda dsRNA transkripsiyon ve 

translasyonlan ile ilgili aynntılı çalışmalar Barbone ve Leibowitz (61) tarafından 

gerçekleştirilmiş. İnvitro dsRNA vironlarının traskripsiyonu ise Welsh ve Leibowitz 

(62) ve Barbone ve ark. (63) tarafından çalışılmıştır. Tommasino (64) ve Schaffrath ve 

Meacock (65) Westem blot ve Northem blot analiz yöntemleriyle K. lactis' in katil 

aktivitesinin moleküler temellerini açıklamışlardır. Petering ve ark. (3) Escherichia co/i' 

deki ~-glukoronidaz genini S. cerevisiae katil suşuna aktarmışlardır. Bu işaret (marker) 

geni karışık kültür fermentasyonlannda katil suşun takibinde kullanmışlardır. 

Araştıncılar katil aktivitenin katil ve duyarlı suşlann oranına bağlı olarak fermentasyon 

deneylerinde etkili olarak göztendiğini belirtilmişler ancak duyarlı suşlann tamamen 

eliminasyonunu başaramamışlardır. Radler ve ark. (28) Zygosaccharomyces bailii suş 

412' nin katil toksininin moleküler yapısını jel filtrasyon, iyon değişim krcmotografisi 

ve sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemlerini 

kullanarak saptamaya çalışmışlar ve katil aktivitenin moleküler temelinin 1. 9 kb.' lik 

dsRNA olduğunu tespit etmişlerdir. Pfeiffer ve Radler (66), Schmitt ve Radler (67), 

Schmitt ve Radler (68-69), Schmitt ve ark. (70), Schmitt ve Tipper (71) ve Schmitt ve 

Radler (72) yaptıklan çalışmalar ile S. cerevisiae suş 28' in ürettiği katil toksini 

saflaştırarak karakterizasyonunu ve toksin reseptörünün yapısını, toksinin etki 

mekanizmasını ortaya koymuşlardır. Mayalarda katil fenomenden sorumlu dsRNA 

virusleri ile ilgili yayınlanan birçok aynntılı moleküler genetik çalışmalarla konu ile 

iglenenlere geniş çaplı bilgiler sağlanmışır (73-77). 

1.1.1. Katil maya suşlarının genetik özellikleri 

Saccharomyces gerrusunun ürettiği katil aktivitenin çift sarmallı RNA plazmid 

(dsRNA) varlığına bağlı olduğu ortaya konulmuştur (29). Bu plazmidler dsRNA 

virüsleri veya virüs benzeri partiküller olarak isimlendirilmiştir. S. cerevisiae' daL ve 

M olarak isimlendirilen iki adet dsRNA plazmidi tanımlanmıştır. 1.5 kb 

büyüklüğündeki M dsRNA' nın hem toksini kodladığı hemde kendi ürettiği toksinden 

hücreyi koruyan bağışıklık faktörünü kodladığı bulunmuştur. 4.6 kb' lik L dsRNA' nın 

ise, M dsRNA' yı çevreleyen kapsid proteinlerini kodladığı tespit edilmiştir. Uydu 

plazmid olarak isimlendirilen M dsRNA virüsü sadece öldürücü aktiviteye sahip 
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suşlarda bulunurken, L dsRNA virüsü birçok maya suşunda bulunmuştur (29). dsRNA 

virüsleri önce fılamentli fungide identiliye ediidiyse de, maya dsRNA virüsleri S. 

cerevisiae' da katil fenomenin belirleyicisi olarak keşfedilmiştir. Bu virüsler aynca katil 

üyeleri içeren genuslarda katil fenotip ile ilişkili olarak kabul edilmektedirler (78-79). 

Mayalardan izole edilen katil dsRNA türlerinin elektron mikroskobu ile heterodubleks 

analizi 1978 yılında Fried ve Fink (80) tarafından yapılmıştır. Bu çalışmada dsRNA' 

lann uç bölgelerinin aynı baz dizilimine sahip olduğu ve bu bölgenin RNA 

replikasyonunda önemli olduğunu öne sürülmüştür. Yapılan hibridizasyon çalışmalan 

sonucu, S. cerevisiae DNA genomu ile katil dsRNA' lar arasında bir homoloji ortaya 

çıkanlamamıştır (34). 

Sitoplazmik kahtım gösteren Kl fenotipi için hücrede 2 tane dsRNA 

bulunmaktadır. Bunlardan büyük olan L-A (4.5 kb) diğeri Ml (1.8 kb) olarak 

adlandınlmıştır. Daha sonra bunlann sitoplazmada bulunan SeV-L-A ve SeV-Ml olarak 

adlandınlan virüs benzeri partiküller içinde bulunduğu gösterilmiştir. Sitoplazmalannda 

dsRNA bulundurmayan veya sadece SeV-L-A bulunduran hücreler duyarlı-katil 

olmayan, sitoplazmalannda SeV-L-A ile birlikte SeV-Ml bulunduran hücreler ise katil 

olarak tanımlanmıştır. Kl ve K2 katil suşlarda L-A dsRNA, Ml veya M2 dsRNA' lar 

ile daima birlikte bulunmaktadır. Doğal S. cerevisiae izolatlannın birçoğunun L dsRNA 

taşırken, M dsRNA taşımadıklan, K2 ve K28 katil fenotip belirleyicilerinin de benzer 

şekilde M2 ve M28 dsRNA' lar olduğu bildirilmiştir (78). K 1 katil sistemi S. 

cerevisiae' de aynntılı olarak çalışılmasına rağmen, katil suşlar tarafından üretilen 

toksin, toksinin etki · mekanizması ve toksine karşı bağışıklık hala tam olarak 

anlaşılamamıştır. Aslında birkaç farklı M dsRNA bulunduğu (Ml, M2, M3, M28 vb.), 

ve bunlann herbirinin farklı toksin-bağışıklık spesifikliği kodladığı bilinmektedir. Bu 

toksinierin üretimi, olgunlaşmalan, salgılanmahm ve etki mekanizmalan aynntılı bir 

şekilde çalışılmakta ve bu fenotip L-A virüs sistemlerinin genetik analizinde 

kullanılmaktadır (29). 

L-A vironlannın 39 nm çapında herbiri tek bir 4.6 kb' lik dsRNA molekülü 

içeren icosahedral partiküller olduğu ortaya konmuştur. Virüsün 76 kDa' lık Gag (cap: 

kapsid) olarak adlandınlan tekbir büyük kılıf proteinine ve 180 kDa' lık Gag-Pol 

füzyon protein (cap-pol: kapsid polimeraz) olarak adlandınlan başka bir proteine de 

sahip olduğu bilinmektedir. Maya genomunda L ve M dsRNA' lar ile karşılıklı etkileşen 

birçok kromozomal gen bulunduğu bildirilmiştir. Bunlardan mak olarak isimlendirilen 

genterin dsRNA' nın korunması ve otoreplikasyonu için gerekli olduğu, kex olarak 
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isimlendirilen genlerin toksinin öldürücü etkisinin ekspirasyonunda rol aldığı ve rex 

olarak isimlendirilen gerrlerin de toksine direnç için gerekli olduğu tespit edilmiştir (34, 

78). 

Aslında, maya suşlanrun neredeyse tümünün birkaç RNA replikonu taşıdığı 

bilinmektedir. Birçok S. cerevisiae suşunda tanımlanan L-A ve L-BC dsRNA 

virüslerinin her birisinin yapısal ve fonksiyonel olarak farklı virüs ailelerine üye 

oldukları tespit edilmiştir (33). Bu virüslerin hücre içinde replike oldukları, hücreyi lize 

etmedikleri ve hücre büyümesine belirgin yavaşlatıcı bir etkilerinin olmadığı 

belirlenmiştir. L-A taşıyan birçok suşun L-A' nın uydusu olan ve M dsRNA olarak 

adlandınlan dsRNA' lan da taşıdıklan belirlenmiştir. Bunların toksinin üretimi ve bu 

toksine bağışıklıktan sorumlu olduklan tespit edilmiştir. L dsRNA' nın konukçuya 

hiçbir fenotip sağlamadığı sadece M dsRNA' lann hücre içinde varlıklannın korunması 

için gerekli olduğu bilinmektedir. Bilinen bütün fungal virüsler gibi L-A ve L-BC 

virüslerinin de intraselüler rota ile veya vertikal transfer ile taşındıklan, bununda; 

eşleşme prosesi ve tomurcuklanma sonucu oluşan kanşımla ya da doğal veya yapay 

hücre füsyonları sırasında oluştuğu bildirilmiştir (2, 34, 78, 80). Sadece 

Helminthosporium victoria' da ekstraselüler yayılma tespit edilmiştir (33). Haploid bir 

hücrede L dsRNA' nın 100 adet, M dsRNA' nın ise 1000 adet bulunduğu (34) 

bildirilmiştir. Hem L hem de M dsRNA' lar için kapsid polipeptitlerini L dsRNA' !ann 

kodladığı, ancak, L ve M dsRNA' lann ayrı ayrı kapside oldukları belirlenmiştir (79). 

dsRNA veya dsDNA plazmidlerine sadece bazı Saccharonıyces, 

Kluyveromyces ve Pichia genusu suşlannda rastlanmaktadır. Diğer mayalarda gözlenen 

katil aktivitenin ise, kromozomal genler tarafından kodlandığı (22) düşünülmekte ise de; 

1988' de Zorg ve ark. (57) H. uvarum' un katil fenatipinin dsRNA plazmidine bağlı 

olduğunu göstermişlerdir. Yine z. bailü 412 suşunun katil aktivitesinin dsRNA 

plazmidine bağlı olduğunu Radler ve ark. (28) tarafından tespit edilmiştir. Ustilago 

genusu üyelerinde katil sistem birbiri ile oldukça ilgili olan üç farklı katil faktör ile 

karakterize edilmektedir. Bunlar Pl, P4 ve P6 olarak isimlendirilmiştir. Bunların 

izometrik virüs benzeri partiküller içinde tek tek kapside olmuş sitoplazmik dsRNA' 

larla birlikte bulunduğu tespit edilmiştir. Bu virüs benzeri partiküllerin H (ağır), M 

(orta) ve L (hafif) tİpİndeki dsRNA' lardan en az bir tanesini bünyesinde bulundurduğu 

ortaya konmuştur (34). K. lactis' te ise katil aktivitenin doğrusal DNA plazmidleri 

tarafından belidendiği bildirilmiştir (50). K. lactis katil sisteminde iki tane doğrusal 

dsDNA plazmidinin rol oynadığı tespit edilmiştir. Bu plazmidler pGKI-1 (8.9 kb) ve 
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pGKI-2 (13.4 kb) olarak adlandınlmış ve sitoplazmik kahtım gösterdikleri, haploid 

hücrede 100 adet bulunduklan belirlenmiştir. pGKI-1 hem katil hemde bağışıklık 

fenatipini kodlarken, pGKI-2' nin her iki pGKI plazınidinin replikasyon ve hücrede 

korunmasını kontrol ettiği bulunmuştur (34). Pichia genusu üyelerinde gözlenen katil 

fenotip ile ilgili nükleus veya plazınid kaynaklı herhangi bir belirleyici unsur 

belirlenememiştir (34). Cong ve ark. (81) tarafından P. etchellsii, D. hansenii ve 

Wingae robertsiae' e ait doğrusal DNA plazmidleri araştırılmış ancak bunların katil 

aktivite ile ilişkili olmadığı tespit edilmiştir. 

1. 1. 2. Katil toksinler 

Saccharomyces genusu üyelerinde öldürme ve bağışıklık spesifikliğine göre 

Kl, K2, K3, K28 gibi farklı tipte toksinler bulunmaktadır. Kl sistemi laboratuvar 

izolatlannda, K2 ve K28 sistemleri de şarap endüstrisi izolatlarında yaygın olarak 

görülmektedir. Kl tip katil suşlar ile K2 tip katil suşlar arasında çapraz-bağışıklılığın 

olmadığı yani Kl tipierin K2 tipleri ya da K2 tipierin Kl tipleri öldürdüğü tespit 

edilmiştir (78). K3 sistemi ise ilk olarak S. capensis' in 761 numaralı suşunda 

belirlenmiştir (34). Katil suşlar tarafından üretilen toksinler optimum pH' !arına, 

sıcaklığa bağlı kararlılıkianna ve proteazlara karşı duyarlılıkianna göre birbirlerinden 

ayrılmaktadırlar. Hepsinin proteaz duyarlı ve pH 5.0' ın altında aktif olduğu tespit 

edilmiştir. Katil mayalar, toksin ve bağışıklık spesifikliğine, duyarlı suşlara karşı katil 

aktivitenin spektrumuna veya katil mayaların çapraz reaksiyonlanna bağlı olarak en az 

10 farklı grupta (Kl-KIO) sınıflandınlmışlardır (39). Bunlardan Kl, K2 ve K3 tipi 

toksinierin Saccharomyces genusuna ait suşlarda görüldüğü bildirilmiştir (33). 

Kl ve K2 önetil toksinleri (protoksinleri) N-glikozlanmıştır. Her ikisininde pl 

noktalannın 4.3-4. 7 arasında değiştiği, yüksek pH ve sıcaklıklarda (23 oc• nin 

üzerinde) kararlı yapı göstermedikleri tespit edilmiştir (78). Fungal katil toksinierin 

çoğunda olduğu gibi hem Kl hem de K2 toksinleri duyarlı hücrelerin plazma 

membranın geçirgenliğini bozarak etki göstermektedirler. Sonuçta potasyum iyonlan ve 

ATP gibi düşük molekül ağırlıklı sitoplazmik komponentlerin hücre dışına sızması ile 

hücre ölümü gerçekleşmektedir (78). Her iki toksinde hücre membrandaki hedefine 

(reseptör; Rl) ulaşmak için, Ml veya M2 dsRNA tarafından kodlanan toksin 

önetilünün f3 bölgesi ile maya hücre duvarının (3-1,6 glukan komponentine 

bağlanmaktadır. Bu basamak eneıji gerektirmemektedir. Bundan sonra eneıji gerektiren 
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ikinci basamakta toksinin a bölgesinin bir şekilde plazma membranındaki reseptöre 

yaklaşarak, intraselüler metabolitlerin hücre dışına akmasına neden olduğu ve bu olayın 

sonucunda da katil aktivitenin ortaya çıktığı bildirilmiştir (2, 34). Hücre duvan glukan 

kompanentinin sentezi ile ilgili olan kre genlerinin, fonksiyonel toksin reseptörünü 

oluşturmak üzere görev yaptığı ve bu genlerdeki mutasyonlar sonucunda toksine karşı 

direnç sağlandığı ortaya konmuştur (2). KREl, KRE5 ve KRE6 lokuslannda mutant 

taşıyan hücrelerde, ~-1,6 glukan komponent içeriği azaldığından, Kl ve K2 toksinine 

karşı tam bir direnç sağlanmadığı gösterilmiştir. Toksine bağışık hücrelerin 

sferoplastlanmn Kl toksinine karşı dirençli olduğu ancak, hücre rluvannda mutasyona 

sahip olan hücrelerin sferoplastlannın toksine karşı duyarlı olduğu tespit edilmiştir. 

Araştıncılar buna bağlı olarak, membran özelliğinin bağışıklık üzerine etkisi olduğunu 

bildimıişlerdir. 23 oc• da Kl toksinin lethal dozu ile muamele edilen gelişmekte olan 

hücrelerin karakteristik temıinal moıfolojisi göstermeden oldukça hızlı bir şekilde 

öldüğü tespit edilmiştir. Ölümden sonra düşük molekül ağırlıklı sitoplazmik 

komponentlerin plazma membranından dışarıya akmasından dolayı hücrelerin 

büzüldüğü gözlenmiştir (78). 

Yapılan çalışmalar sonucunda, toksine karşı bağışıklık ve toksin faaliyetinin a 

alt ünitenin birbirine benzer veya birbiri üzerine binmiş bölgeleri tarafından kodlandığı 

belirlenmiştir. Bağışıklığı sağlayan tam olgun bir protein henüz tespit edilememiştir 

ancak Kl toksinine bağışıklığın Kl pre-protoksin tarafından sağlandığı öne 

sürülmüştür. Toksin öncülünün veya türevlerinin bağışıklık komponenti olarak iş 

gördüğü düşünülmektedir. Bu molek"Üllerin reseptörü maskeleyerek, reseptörün toksin 

ile karşılıklı etkileşimini inhibe ederek, reseptörün yapısım veya lokasyonunun 

değiştirerek ya da reseptörü plasma membranından çıkarark iş gördükleri 

düşünülmektedir (2,78). 

Toksinin hücre duvarındaki reseptörüne bağlanmasının toksinin spesifikliğini 

belirlediği ancak toksinin plazma membramnda etkili olması için yeterli olmadığı 

düşünülmektedir (34). Toksinin maya hücre duvarındaki spesifik reseptöre bağlandığı 

kabul edilip, maya hücre duvannda kaç adet reseptör bulunduğu ve duyarlı maya 

hücresini öldürmek için kaç tane toksin molekülünün gerekli olduğu hesaplanmıştır. 

Buna göre her maya hücresinde reseptör sayısının 3.000-10.000.000 arasında değiştiği 

bulunmuştur. Büyüme şartlannın bu sayı üzerine etkili olduğu rapor edilmiştir. 

Reseptörlerin hücre duvannda çok sayıda olduğu ve toksinin bağlanması için gerektiği, 
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membranda ise az sayıda olduğu ve öldürücü etkinin oluşması için gerekli olduğu 

bildirilmiştir. Yapılan kinetik çalışmalan ile de tek bir toksin molekülünün bile hücre 

ölümüne neden olduğu belirlenmiştir (single hit hypothesis). Buna göre tek bir hücreyi 

öldürmek için gereken ortalama toksin miktan lethal unite (L.U.) olarak tanımlanmıştır. 

Hücrenin fizyolojik durumunun, büyüme hızımn toksinin etkili olmasında önemli 

olduğu ve maksimum duyarlılığın eksponansiyal fazda gözlendiği tespit edilmiştir (34). 

K2 toksin aktivitesi ve K2 toksinine bağışıklığı kodlayan M2 dsRNA bölgesi 

kodlanmış, sıra analizi yapılmıştır. M2 dsRNA nükleik asit sırasının Kı toksinin 

nükleik asit sırası ile farklı olduğu ve bu farklılığın protein seviyesinde de geçerli 

olduğu rapor edilmiştir. Toksinierin fizyolojik olarak ve duvar reseptörü seviyesindeki 

faaliyetinin benzerliği ile nükleik asit sıralan ve protein seviyesindeki farklılığı oldukça 

şaşırtıcı olarak karşımıza çıkmaktadır. Kl toksini ile yapılan çalışmalar sonucunda a 

altünitenin 103 aminoasitten, ~ altünitenin ise 83 aminoasitten oluştuğu belirlenmiştir. 

Yapılan hesaplamalara göre olgun toksinin 20.658 moleküler ağırlığa sahip olduğu, a 

ve~ dirnerierinin 2 disülfit bağı ile birbirine bağlandığı ve toksin pl' sının 4.34 olduğu 

tespit edilmiştir. Toksinin sıvı tamponlarda çözünebildiği bildirilmiştir (2). K2 

öncülünün Kı öncülüne benzediği, sedece alt ünitelerinin temel ı çift bölgede farklılık 

sergilediği belirlenmiştir. K2 toksininin moleküler ağırlığı 43.000 olduğu ve alt 

ünitelerin birbirine disülfit bağı ile bağlı olmadığı belirtilmiştir (2). Yapılan 

hibridizasyon deneylerinde katil dsRNA türleri ile S. cerevisiae DNA genomu arasında 

da hiçbir homolojiye rastlanmamıştır. (33). 

K28 toksini ile diğer katil maya toksinleri arasında farklılık gözlenmiştir. Bu 

toksinin oldukça yüksek pH ve sıcaklıkta (23-25 oc) kararlı, pl' sının ise 4.4 olduğu, 

ve toksinin aktif formunun S-sefaroz gibi iyon değişim kolonlanndan kararlı yapıda 

kolayca saflaştınlabileceği gösterilmiştir (67). Aktivite için optimum pH 5.0-5.8 olarak 

bildirilmiştir ancak K28 toksinin pH 3.5' te de aktif olduğu tespit edilmiştir (66). 

Toksin kararlılığının iyon bağlarımn katlanması ile sağlandığı bildirilmiştir. Bu nedenle 

toksin fonksiyonunun ve kararlılığının sağlanması için ortamda ca+2 iyonlanna veya 

sitrat tamponuna gerek olduğu ortaya konulmuştur (67). K28 toksin proteinin 

periodate-Schiff reagenti ile boyanmasının proteindeki karbonhidrat varlığına işaret 

ettiği bildirilmektedir. Aminoasit analizleri herbir polipeptid için ll ı bölge 

göstermektedir. Buna göre proteinin hesaplanan molekül ağıdı yaklaşık 14 kDa olarak 

tespit edilmiş, ancak K28 toksininjel mobilitesine göre ı6 kDa' lık bir büyüklüğe sahip 
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olduğu rapor edilmiştir. K28 toksininin asit hidrolizinden elde edilen tek şeker D­

mannoz olarak bildirilmiştir (78). K28 toksin adsorbsiyonunun mannan kompanenti ile 

ilgili olduğu ve DNA sentezini inhibe ederek etkisini gösterdiği tespit edilmiştir. M28 

dsRNA tarafından kodlanan toksin öncülü henüz identifıye edilememiştir. Toksinin 

plasma membranındaki reseptörüne (R28) ulaşmak için hücre duvarındaki a-1 ,3 

mannan komponentine bağlanarak, reseptörü ile ilişki sağladığı ve daha sonra, nüklear 

DNA sentezini inhibe ederek etkili olduğu rapor edilmiştir. Bu olayın direkt olarak 

toksinin alınması sonucu ya da delaylı olarak açığa çıkarılamamış bir sinyal iletim yolu 

ile gerçekleşebileceği düşünülmektedir. M28 dsRNA tarafından belirlenen bağışıklığın, 

toksin ile reseptör ilişkisinin inhibisyonu, reseptör modifıkasyonu veya DNA sentezinin 

inhibisyonundan sonraki basamaklarda gerçekleşebileceği bildirilmiştir (78). 23 °C' da 

K28 toksinin Jethal dozu ile muamele edilen gelişmekte olan hücrelerde 1-2 saat sonra 

çok az ölü hücre gözlendiği, daha sonraki her 4 saatte bir büyüme eğrisinin tersi 

oranmda hücre sayısının azaldığı ve hücrelerde ölümden sonra büzülme görülmedİğİ 

tespit edilmiştir. Hücrelerin, hücre döngüsünün S fazındaki tipik morfolojilerini (anne 

hücrede tek bir nükleus ve her hücrede anne hücrenin büyüklüğüne yakın büyüklükte 

tomurcuk) korurluklan bildirilmiştir (78). 

Toksik gen ürünleri ile ilgili çalışmalarda S. cerevisiae model mikroorganizma 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Bunun nedeni olarak S. cerevisiae' nın genetik 

çalışmalarda kullanılan klasik bir mikroorganizma olması, katil fenetipin çok kolay 

belirlenmesi ve katil virüslerin konukçu içinde korunması gösterilmiştir (2). Maya L-A 

virüs sistemleri; RNA transkripsiyonu ve replikasyonu, RNA paketlenmesi, virus 

yapısı, ribezornal çerçeve kayması, protein N-asetillenmesi, m-RNA' da baz kesilmesi, 

m-RNA poly (A) translasyonu, proteolitik proses ve diğer virüs-konukçu ve virüs­

virüs ilişkilerinin aydınlarmasında önem taşımaktadır. Bu konularla ilgili fajlarla yapılan 

ilk çalışmalarda daha çok konukçuya ait prosese ışık tutulurken, mayalardan elde edilen 

sonuçlar yüksek ökaryotlarda geniş bir uygulama alanı bulmuştur. Katil toksinierin 

olgunlaşma mekanizmaları, salgılanmalan, duyarlı hücrelere bağlanmalan ve 

gösterdikleri aktiviteler hayvanlardaki nöropeptid ve hormonların üretim ve 

aktivitelerine oldukça yakın benzerlikler göstermektedir (34). Epidemiyolojik 

çalışmalarda katil toksinler standart faj tipiernesine ilaveten mayalar için spesifik 

işaretler olarak geniş çapta kullanılmaktadır. Bu testlerde üretim ve duyarlılık temel 

alınmaktadır. Türler arası ve tür içinde güvenilir sonuçların elde edilmesi için bu tarz 

biyotiplemenin, faj ve seretipierne ile birlikte çeşitli kimyasaliara karşı duyarlılık 
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testleriyle de desteklenmesi gerekmektedir. Katil toksiniere karşı duyarlılık kullanılarak 

yapılan epedemiyolojik tipierne çalışmaları Candida, Aspergillus, Penicillium, 

aktinomisetler, Nocardia, stafilokoklar, Mycobacterium, Escherichia coli, Neisseria 

türlerinde yapılmıştır. S. cerevisiae' da iyi karakterize edilmiş katil fenotip, moleküler 

ve hücre biyolojisi açısından konukçu-virtis ilişkileri, protein salgılanması, hücre 

yüzeyi yapılanması gibi gtintimtizde hala tam olarak anlaşılmamış olan konularda 

önemli bilgiler sağlamaktadır. Yeni moleküler ve genetik metodların kullanılması ile 

katil sistemlerin endüstriyel fermentasyonlarda kentaminasyon riskini azaltabilcek yeni 

suşların oluşturulmasında kullanılabileceği bildirilmiştir (2). Yapılan genetik analizler, 

katil M dsRNA' ların ekspire edilmesi ve korunmasında rol alan plazmid-plazmid ve 

nükleus-sitoplazma ilişkilerinin kompleksliğini ortaya koymuştur (33). Mayalardaki 

protein salgılama mekanizması için uygun bir model teşkil eden pre-protoksinin 

olgunlaşması, sitoplazmik membran fonksiyonları ve transmembran iyonik por 

oluşumu için temel bir model olarak karşımıza çıkan toksin ve bağışıklık belirleyicileri, 

mayalarda gen ifade edilmesi ve bunların moleküler biyolojilerinin anlaşılmasında 

oldukça önem taşıyan M dsRNA' mn korunması ile ilgili olan mak ve ski genleri ve bu 

genlerin fonksiyonlanmn analizleri, katil sistemleri ökaryotik mikroorganizmalar için 

primer bir model olarak ortaya koymaktadır (33). 

1.2. Katil Aktivitenin Belirlenmesi ile ilgili Yöntemler 

Mayalarda katil aktivite ile ilgilenen araştıncılar maya suşlarının katil aktivite 

yönünden test edilmesinde metilen mavisi içeren tamponianmış zengin agarlı besi 

ortamlan kullaıımışlardır. Maya plak ölçümü (Y east plate assay) olarak adlandınlan bu 

yöntem ilk kez 1986 yılında Russel (82) tarafından tanımlanmıştır. Russel (82) 

çalışmasında maya suşlarını yeast ekstrakt-pepton-glukoz (YEPD) besi ortamında 

geliştirmiş, pepton-yeast ekstrakt-glukoz-agar (PYG) temel besi ortamını da petrilerde 

taban olarak kullanmıştır. Araştırmacı duyarlı suşun yoğunluğunu Metilen mavisi içeren 

PYG besi ortamında lif hücre/ml olacak şekilde ayarladıktan sonra PYG taban Uzerine 

yaymıştır. Bu plaklar Uzerine test edilecek suşlardan 0.01 ml damlatmış ve petrileri 21 
0 C' da 3 gün süre ile inkübe etmiştir. İnkübasyon periyodu sonunda meydana gelen 

inhibisyon zonlarım incelemiştir. Russel (82) katil toksin tarafından öldürülen duyarlı 

maya hücrelerinin Uzerlerinde besi ortamında bulunan Metilen mavisinin biriktiğini ve 

bunun şeffaf inhibisyon zonu etrafında mavi hücrelerden oluşan ve çıplak gözle 
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kolaylıkla farkedilen bir halka oluşturduğunu bildirmiştir. Russel (82) bu yöntemi 

herhangi bir maya suşunun katil toksin üretip üretmediğini test etmek için kolay bir 

ölçüm yöntemi olarak tanımlamıştır. Daha sonra araştıncılar bu yöntemi modifiye 

ederek çalışmalarında kullamruşlardır. Bu modifikasyonlarda farklı besi ortamlan 

kullanılmış (36), duyarlı suşun konsantrasyonu değiştirilmiş (44-45), duyarlı suş ile 

inoküle edilmiş besi ortarnı üzerine şüpheli suş yoğun bir şekilde steril kürdan ile çizgi 

şeklinde inoküle edilmiş (26), test için hücresiz kültür filtratları (0.2 ~m' lik filtreden 

geçirilmiş) kullanılmış (41), inkübasyon sıcaklığı ve süresi değiştirilmiş (24, 42), pH' 

sı 4.2-4.8 arasında değişen ve Metilen mavisi içeren test ortamları kullanılmıştır (35). 

Aynca inhibisyon zonlarımn ölçülmesine dayanan agar çukur tekniği de başarı ile 

uygulanan başka bir yöntem olarak görülmektedir (25). Bu testierin hepsinde en az iki 

günlük bir inkübasyon periyodundan sonra oluşan ve çıplak gözle kolaylıkla 

saptanabilen inhibisyon zonları dikkate alınmıştır. Araştıncılar canlı ve ölü maya 

hücrelerini birbirinden ayırmak ve katil toksin aktivitesi ile ilgili çalışmalarında daha 

kısa sürede ve güvenilir sonuçlar elde edebilmek için fluoresans boyalan da 

kullamruşlardır. Acridine orange ile fluoresanlarına bakarak ölü ve canlı maya 

hücrelerini birbirinden ayırt etmeye yönelik ilk çalışma 1940 yılında gerçekleştirilmiştir. 

Acridine orange ile muameleden sonra, canlı maya hücrelerinin yeşilden san-yeşile 

doğru bir fluoresan ışıma verdiğini, ölü maya hücrelerinin ise turuncu-kırmızı fluoresan 

ışımaverdiğini tespit etmiştir (83). Acridine orange protozoa, bakteriler ve fungi için 

önemli bir fluorokrom olarak kullanılmaktadır. Acridine orange ile elde edilen sonuçlar 

Janus green B ve Metilen mavisi gibi vital boyalarla edilen sonuçlara da uygunluk 

göstermiştir. Bununla birlikte yorumlarda ve sonuçlarda çeşitli farklılıklar bulunmuştur 

(83). Paracoccidioides brasiliensis 'in maya formundaki canlı hücreleri Ruorescein 

diacetat, Erythrosin B, Janus green ve Laktofenol pamuk mavisi ile beyandıktan sonra 

sayılmış ve bu sonuçlar katı besi ortamında elde edilen koleni oluşturan birim (ko b) 

sonuçları ile karşılaştırılmıştır. Sonuçlar arasında çok büyük farklılıklar 

belirlenememiştir (84). Araştırma sonuçları, katil toksinler tarafından öldürülen 

hücrelerin siteplazma membranlarımn büyümenin lag fazından sonra bazı boyaları da 

içeren çok sayıdaki maddeye karşı geçirgen hale geldiğini ortaya koymuştur (85). 

Evans' a (85) göre Vondrejs ve Palkova fluoresans boyaları düşük konsantrasyonlarda 

yüksek derecede resolüsyona izin verdiği için katil aktivitenin test edilmesinde 

kullanmışlardır. Araştırıcılar geliştirdikleri Rhodamine B ölçüm yöntemi ile sitoplazmik 
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membran geçirgenlik tezine dayanarak, S.cerevisiae T158C suşunun katil toksin 

aktivitesini birkaç saat içinde ölçmüşlerdir (85). 

Son yıllarda fluoresans mikroskoplarda sağlanan başarılı gelişmeler sayesinde 

konu ile ilgili çalışmalarda da birçok kolaylık sağlanmıştır. Maya hücrelerine uygulanan 

fluoresans maddelerle yapılan çalışmalarda birçok maya türü için önemli olan 

otofluoresanın kontrol edilmesinin öncelikli olarak dikkate alınması gerektiği 

vurgulanmaktadır. Maya hücrelerinde sitoplasmanın zayıf mavi fluoresan yaydığı, 

granüllerin ise sarı fluoresan yaydığı bilinmektedir. Otofluoresanın uygun filtreler 

kullanılarak veya mayaların k.iiltür edilme şartlarının ayarlanması ile hertaraf 

edilebileceği bildirilmiştir (85). özellikle maya sitolojisi ile ilgili çalışmalarda Berberin 

sulfate, Aurophospin, Coriphospin, Thioflarin S ve Natural red gibi parlak fluoresan 

veren fluorokromlann kullanıldığı bilinmektedir. Birçok çalışmada hücresel seviyede 

çeşitli makromolek.iillerin lokalizasyonunu belirlemede fluorokrom-işaretlenmiş 

antikorların kullanıldığı dikkat çekmektedir. indirekt immunofluoresans yöntemi 

işeretlemede daha yüksek duyarlılık sağladığı için bu konuda en uygun yöntem olarak 

bildirilmiştir. indirekt immunofluoresans yönteminde konjugat preparasyonu için 

Auorscein isothiocyanate ve Tetramethylrhodamine isothiocyanate iyi etiketler olarak 

geniş çapta kullanılmaktadır. Her iki fluorokromun da uygun spektral resolusyona 

sahip olduğu için tercih edildiği ve Auorsceinin güçlü yeşil-sarı, Rhodamine B' nin ise 

kırmızı-turuncu fluoresan verdiği bildirilmiştir (85). ·Katil aktiviteye sahip mayalarda 

gerek fluoresans mikroskopi gerekse indirekt immunofluoresans teknikleri kullanılarak 

toksinin etki mekanizması, katil aktivitenin moleküler temeli, toksin reseptörü, toksinin 

ince yapısı belirlenmeye çalışılmıştır (27, 51, 70, 72, 86). Murai ve ark. (6) hücre 

yüzey mühendisliği ile yaptıklan nişasta kullanabilen maya suşuşlarında, transforme 

hücreleri immunofluoresans işaretiemişler ve füzyon proteinin lokalizasyonunu 

immunoelektronmikroskopiyle belirlemeye çalışmışlardır. 

1.3. Katil Mayaların Önemi 

Katil mayalar bira ferınentasyonunda hem kesikli hem de sürekli kültürlerde 

kontaminant olarak rapor edilmiştir. Bira ferınentasyonun katil maya ile enfeksiyonu 

fermentasyon için kullanılan mayanın ölümü ile sonuçlanmakta ve elde edilen ürün 

istenilenden oldukça farklı olmaktadır. Yapılan çalışmalarda şarap yapımında kullanılan 

suşların birçoğunun katil mayalarakarşı duyarlı olduğu ve katil maya kontaminasyonun 
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fermentasyon ortamında % 0.1' den daha az olduğunda 24 saat içinde şarap mayasının 

total eliminasyonaneden olduğu rapor edilmiştir ( 46). 

Ekmek mayası endüstrisinde steril olmayan tip açık fermentasyonlar kullanıldığı 

için yabani mayaların kültür ortamına kontaminasyonu kaçınılmazdır. Ayrıca sistem 

daima şeker limitasyonunda çalıştığı için yabani maya için avantajlı bir durum 

sağlanmaktadır. Arzu edilmeyen maya suşlannın ortama kontaminasyonu verimi 

düşürmekte ve ürünün kalitesinin de bozulmasına neden olmaktadır. Yabani mayaların 

kültür ortamına kontaminasyonunun fermentasyon endüstrisinde çok önemli bir 

probleme neden olduğu bildirilmiştir (26, 87). Katil maya suşlan ürettikleri katil 

toksinler ile hassas maya suşlarını öldürmektedir. Katil aktiviteye sahip maya suşlannın 

starter suş olarak k."Ullanımı yabani mayaların kontaminasyonunu önleme açısından 

önem taşımaktadır. Katil plazmid taşıyan maya suşlarının kültür ortamına girmesi, katil 

toksine hassas olan starter suşa zarar vererek fermentasyon ve sonrasında istenmeyen 

sonuçlar doğurmak.1adır. Böyle bir olayda katil suşlar doğal maya populasyonlarındaki 

rekabet avantajlan sayesinde katil olmayan mayalar ile etkili bir yarışa girebilmekte, 

antikontaminant olarak görev yapabilmektedirler (2). ilk defa 1963 yılında Bevan ve 

Mackower tarafından bira kontaminantlarından izole edilen katil maya suşları, 

salgıladıklan toksinle duyarlı suşları öldürürken, kendilerinin bu toksine dirençli 

olması, küçük bir kontaminantın endüstriyel çapta bir fermentasyonu gasp edebileceğini 

göstermiştir (78). Günümüzde aynı türün pek çok alt türü seleksiyon veya genetik 

manipülasyonlar kullanılarak, seçilmiş starter suşlar olarak görev yapmaktadır. 

Moleküler biyoloji teknikleri ile katil aktiviteye sahip maya suşları geliştirilebilmektedir. 

S. cerevisiae K3, H mrakii CCY 38-7-1 ve H. saturanus var. subsufficiens CCY-

38-4-2' nin bu konuda ümit vaadedici olduğu Michalcakova ve ark. (48) tarafından 

bildirilmiştir. Gerek şarapçılıkta gerekse ekmek mayası üretiminde katil aktiviteye sahip 

ve/veya yabancı organizmaların ürettiği katil toksiniere karşı bağışıklık kazanmış, kendi 

ürettiği toksin ile geniş bir yelpazedeki diğer maya, bakteri ve funguslara karşı etkili bir 

maya suşunun starter kültür olarak kullanımı yukarıda değinilen problemierin çözümü 

için ümit vaad etmektedir. Ayrıca bu yolla fermentasyon endüstrisinde maaliyetİn 

düşürülebileceği, starter kültürün bozulması ya da kaybedilmesi riskinin elimine 

edilebileceği ve daha da önemlisi patent korunması sağlanabileceği düşünülmektedir. 

Mayalarda katil suşların araştırılması ile ilgili yurt dışında birçok çalışma 

yapılmasına rağmen, henüz Türkiye' de bu konu ile ilgili birkaç çalışma mevcut olup, 

bunlarda sadece şarap fermentasyonu ile ilgili katil maya suşlannın araştırılması ile 
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sınırlıdır. Bu nedenle çalışmamızda ekşi hamurda bulunan ve mayalanma olayında rol 

alan, aynı zamanda katil aktiviteye sahip mayaların varlığı ve bu suşların katil 

ak."tivitelerine etki eden faktörlerin incelenmesi hedeflenmiştir. Elde edilecek sonuçlann 

hem gelecek yıllarda bu konuda yapılacak çalışmalar için örnek oluşturması hemde 

ekmek mayası üretim endüstrisi için yeni ufuklar açacağı düşünülmektedir. 
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2. MATERYAL VE YöNTEM 

2 .ı. Örneklerin Toplanması 

Çalışmamızda Eskişehir merkezindeki 22, Bilecik merkezindeki ı fınndan ve 

Eskişehir'e bağlı Çukurhisar, Alpu, İnönü ilçeleri ile Kümbet, Çavlum ve üçbaşlı 

Köy' lerinden 29, Eskişehir' deki ve Pazaryeri' ndeki birer evden 2 adet ekşi hamur 

örneği toplanılmıştır. Dört adet boza örneği ise Eskişehir' in farklı semtlerinde bulunan 

pastanelerden alınmıştır. Farklı firmaların üretip satışa sunduğu 3 adet yaş maya örneği 

ile 2 adet ticari kuru maya örneği yine Eskişehir' deki değişik marketlerden 

sağlanmıştır. Ticari kuru maya örneğinin bir tanesi ise İngiltere' den getirtilmiştir 

(Çizelge 2.1). Boza örnekleri satış yerlerinden alınan ı kg'lık paketler halinde 

laboratuvara getirilmiştir. Ekşi hamur örnekleri fınncılar ve evierden direkt olarak 

mayalık hamurdan, steril cam kavanozlar içine alınmıştır. Ticari olarak satışa sunulan 

yaş ve kuru maya örnekleri ise, marketlerden ambalajları zarar görmemiş ve son 

kullanım tarihi dolmamış ürünlerden seçilerek alınmış ve laboratuvara getirilmiştir. 

Hemen işleme alınamayan örnekler buzdolabında + 4 °C' da bir gece saklanmıştır. 

Çizelge 2.1. İzolasyon için kullanılan örneklerin çeşidi ve toplandıklan yerler 

Örnek Çeşidi Örnek sayısı Örneğin alındığı yer 

Boza 4 Eskişehir: Vişhelik mah.,Köprübaşı ı' 
Pastanelerden Köprübaşı 2, Yediler. 

Ticari kuru maya 3 Eskişehir~ 2 farklı market, 
Marketlerden inciltere· ı market. 

Ticari yaş maya 3 Eskjşehir: Hamamyolu 1, Hamamyolu 2, 
Marketlerden Kütahya Cad. 
Ekşi hamur 29 Eskişehir' in çevresi: Çukurhisar, Alpu, 

Fırınlar ve evierden Kümbet Köyü, İnönü, Çavlum, üçbaşlı 
Köyü. 
E~kiş~hir ve Bilecik ekm~k fınnlan; 
Tepebaşı, Delikli taş, Odunpazarı ı' 
Muttalip Cad., Çifteler Cad. ı, Yıldıztepe 
ı, Yıldıztepe 2, Yunusemre Cad., 
Ziyapaşa Cad., Çifteler Cad.2, 
Yeşiltepe, Yenikent ı, Yenikent 2, 
Sütlüce Malı., Yunusemre Kampüsü, 
Tunalı Mah.ı, Vişnelik Mah.ı, Vişnelik 
Mah.2, Çifteler Cad. 2, Alanönü, 
Odunpazan 2, Tunalı Malı. 2, Bilecik 
merkez Malı . 
.EYk4 Pazaryeri, Eskişehir 
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2. 2. Mikroorganizma Kültürleri 

Çalışmanuzda kullanılan Maya I (MY1) ve Maya II (MY2) suşlan Pak.:Gıda 

Üretim ve Paz. A.Ş.' den, Debaryomyces hanseneii TK-type V suşu Japonya'daki 

Kumamoto Institute of Technology' den, Saccharomyces cerevisiae K1 ve 

Saccharomyces cerevisiae K2 suşlan Japonya'daki lndustrial Technology Centre of 

Okayama Prefecture' dan, Saccharomyces cerevisiae K7, Saccharomyces cerevisiae 

1385, Saccharonıyces cerevisiae 28, Saccharonıyces cerevisiae S6 suşlan Almanya' 

daki Universitat Des Saarlandes' ten, Saccharomyces cerevisiae NCYC 232, 

Saccharonıyces cerevisiae NCYC 738, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 suşlan 

Ankara üniversitesi Ziraat Fakültesi Gıda Mühendisliği Bölümü' nden, Pichia anamala 

CYC 1027 ve Pichia memhranaefaciens CYC 1106 suşları ise Portekiz' de bulunan 

Gulbenkian Institute of Science' dan kişisel ilişkiler sonucu temin edilmiştir (Çizelge 

2.2). 

Çizelge 2.2. Çalışmanuzda kullamlan maya suşları, taşıdıklan suş özellikleri ve 
sağlandığı kurumlar 

Maya Suşları Maya Suşunun Maya Suşlarının 
Özelliği Sağlandığı Kurum 

Pak-Gıda Üretim ve 
MAYA I Ticari olarak tiretirnde Paz.A.Ş. Pak-Biomer 

kullamlan ekmek mayası (Ar-Ge) 
suşu İzmit-KOCAELi 

Pak-Gıda Üretim ve 
MAYA II Ticari olarak üretimde Paz. A.Ş. Pak-Biomer 

kullamlan ekmek mayası (Ar-Ge) 
suşu İzmit-KOCAELi 

Kumamoto Institute of 
Debaryomyces hanseneii Katil suş Technology 

TK-type V JAPONYA 
Kumamoto Institute of 

Hansenula anomalan Katil suş Technology 
NFRI-1702 JAPONYA 

Industrial Technology 
Saccharomyces cerevisiae Kl tip katil maya suşu Centre of Okayama 

Kl Prefecture 
JAPONYA 

lndustrial Technology 
Saccharomyces cerevisiae K2 tip katil maya suşu Centre of O kayama 

K2 Prefecture 
JAPONYA 
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Çizelge 2.2. (Devam) Çalışmamızda k."llllarulan maya suşları, taşıdıkları suş özellikleri 
ve sağlandığı kurumlar 

Maya Suşları Maya Suşunun Maya Suşlarının 
Özelliği Sağlandığı Kurum 

Universitat Des 
Saccharomyces cerevisiae K7 tip katil maya suşu Saarlandes 

K7 ALMANYA 
Universitat Des 

Saccharomyces cerevisiae .K2 tip katil maya suşu Saarlandes 
1385 ALMANYA 

Universitat Des 
Saccharomyces cerevisiae K28 tip katil maya suşu Saarlandes 

28 ALMANYA 
Universitat Des 

Saccharomyces cerevisiae Duyarlı, katil olmayan Saarlandes 
S6 maya Sl!ŞU ALMANYA 

Ankara üniversitesi Ziraat 
Saccharomyces cerevisiae KI tip katil maya suşu Fakültesi Gıda 

NCYC232 Mühendisliği ANKARA 
Ankara üniversitesi 

Saccharomyces cerevisiae K2 tip katil maya suşu Ziraat Fakültesi 
NCYC738 Gıda Mühendisliği 

ANKARA 
Ankara üniversitesi 

Saccharomyces cerevisiae Duyarlı maya suşu Ziraat Fakültesi 
NCYCI006 Gıda Mühendisliği 

ANKARA 
Gulbenkian Institute of 

Candida boidinii I GC Duyarlı maya suşu Science 
3430 PORTEKiZ 

Gulbenkian Institute of 
Saccharomyces exiguus Duyarlı maya suşu Science 

ICG 4612 PORTEKiZ 
Gulbenkian Institute of 

Klyveromyces lactis IGC Duyarlı maya suşu Science 
4358 PORTEKiZ 

Gulbenkian Institute of 
Pichia anomala CYC Katil maya suşu Science 

1027 PORTEKiZ 
Gulbenkian Institute of 

Pichia membranaefaciens Katil maya suşu Science 
CYC 1106 PORTEKiZ 



2.3. Besi Ortamlan ve Kimyasal Çözeltiler 

2.3.1. Besi ortamları 

Çalışmamızda kullanılan besi ortamlan aşağıda verilmiştir. 

Malt-Yeast-Glukoz-Pepton Agar Besi Ortamı (YM) 

Malt ekstrakt 3.0 gr 

Y east ekstrakt 3.0 gr 

Pepton 5.0 gr 

D-glukoz 10.0 gr 

Agar 20.0 gr 

Distile su 1000ml 

pH ~5.5 

Besi ortamı 121 oc da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Yeast ekstrakt-Pepton-Glukoz-Agar (YEP-Glukoz agar) 

Y east ekstrakt 

Glukoz 

Mikolojik pepton 

Agar 

Distile su 

pH ~5.5 

5.0 gr 

10.0 gr 

5.0 gr 

15.0 gr 

1000ml 

Besi ortamı 121 °C da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Malt Ekstrakt Agar (MEA) 

Malt ekstrakt 

Mikolojik pepton 

Agar 

30.0 gr 

5.0 gr 

15.0 gr 
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Distile su 

pH,..,5.5 

1000 ml 

Besi ortaını 121 °C' da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

l\1alt Ekstrakt Broth (MEB) 

Malt ekstrak't 

Mikotojik pepton 

Distile su 

pH ,_5.5 

30.0 gr 

5.0 gr 

1000 ml 

Besi ortaını 121 °C' da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Yeast ekstrakt-Pepton-Dekstroz Besi Ortaını (YEPD BROTH) 

Y east ekstrakt 

Dekstroz 

Pepton 

Distile su 

pH ayan yapılmaz. 

10.0 gr 

20.0 gr 

10.0 gr 

1000 ml 

Besi ortaını 121 °C' da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Yeast ekstrakt-Pepton-Dekstroz-Agar Besi Ortaını (YEPD AGAR) 

Y east ekstrakt 

Dekstroz 

Pepton 

Agar 

Distile su 

pH ayan yapılmaz. 

10.0 gr 

20.0 gr 

10.0 gr 

12.0 gr 

1000ml 

Besi ortamı 121 °C' de 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 
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Ycast ekstrakt-Pcpton-Dckstroz-Mctilcn Mavisi-Agar Besi Ortamı 

(YEPD-MB) 

Y east ekstrak.1: 10.0 gr 

Dekstroz 20.0 gr 

Pepton 10.0 gr 

Agar 12.0 gr 

Metilen Mavisi 0.03 gr 

Distile su 1000 ml 

Bu besi ortamı ve agan ayn ayn hazırlanmıştır. Otoklava koymadan önce 

YEPD-MB besi ortamının pH' sı 5N HCl ile 4.5' e ayarlanarak 121 °C' da 15 dakika 

otoklavda steril edilmiştir. Besi ortamı 45 °C' a kadar soğutulmuş ve agar ile 

kanştınlmıştır. 

Yeast ckstrakt-Glukoz Besi Ortamı (YEG) 

% 10 (w/v) glukoz 

% 5 (w/v) yeast ekstrakt 

Distile su 

pH ayan yapılmaz. 

10.0 ml 

10.0 ml 

100ml 

Besi ortamı 121 °C' da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

MediumJ 

% 5 (w/v) yeast ekstrakt 

% 5 (w/v) pepton 

% 10 (w/v) glukoz 

% 20 (w/v) (NH4 ) 2SÜ4 

%8 (w/v) KCl 

o/o 5 (w/v) MgS04.7H20 

% 3 (w/v) CaC12.2H20 

o/o 0.05 (w/v) FeCl3.6H20 

50.0 ml 

50.0 ml 

50.0 ml 

10.0 ml 

5.0ml 

5.0ml 

5.0ml 

5.0ml 



% 3 (w/v) MnS04 5.0 ml 

0.1 M sitrik asit (50.0 ml)+ 0.2 M Ne1ıHPO 4 (24.0 ml) 

26.0 gr gliseroV253.0 ml elisitile su 265.0 ml 

pH ayan yapılmaz. 
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Bu besi ortarnı 121 oc• da 15 dakika otoklavda steril edilerek oda sıcaklıgında 

saklanmıştır. 

Yeast ekstrakt-Glukoz-Kloramfenikol Besi Ortaını (YGC) 

Y east ekstrakt 5.0 g 

D(+) glukoz 20.0 g 

Kloramfenikol 0.1 g 

Agar 14.9 g 

Distile su lOOOml 

Besi ortarnı 121 oc da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Yeast Nitrojen Base Ortaını (lOX) 

6.7 g Difco nitrojen base 100 ml distile su ile kanştınlıp, 0.20 Ilm' lik filtreden 

geçirilerek steril edilmiştir. Steril besi ortarnı 150 ml' lik erlen içinde 2-8 oc da 

saklanmıştır. Testler için 0.5 ml lOX besi ortamı 4.5 ml steril distile su ile seyreltilerek 

tüplere aktanlıp kullanılmıştır. 

Yeast Karbon Base Ortaını (lOX) 

11.7 g Difco karbon base 100 ml distile su ile kanştınlıp, 0.20 ı.ım' lik filtreden 

geçirilerek steril edilmiştir. Steril besi ortamı 150 ml' lik eden içinde 2-8 oc da 

saklanmıştır. Testler için 0.5 ml lOX besi ortamı 4.5 ml steri1 disti1e su ile seyreltilerek 

tüplere aktarılıp kullanılmıştır. 
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Difco Bacto Urea R Broth 

Hazır besi ortamı oda sıcaklığına getirildİkten sonra 38.7 g Difco Bacto Urea R 

Broth 1000 ml distile su ile kanştınlıp, 0.20 ıım' lik filtreden geçirilerek steril 

edilmiştir. Test için 0.5 ml tüplere aktanlmıştır. 

Yeat ekstrakt-Pepton-Dekstroz-Gliserol-Agar Besi Ortamı (YPDG) 

Y east ekstrakt 10.0 g 

Pepton 20.0 g 

Dekstroz 1.0 g 

Agar 20.0 g 

Distile su 970ml 

Gliserol 30.0 ml 

Besi ortamı 121 °C' da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Patates Dekstroz Agar (PDA) 

Patates ekstraktı 

Dekstroz 

Agar 

Distile su 

4.0 g 

20.0 g 

15.0 g 

1000 ml 

Besi ortamı 121 oc• da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

Plate Count Agar (PCA) 

Tripton 

Y east ekstrakt 

Dekstroz 

Agar 

Distile su 

5.0 g 

2.5 g 

1.0 g 

15.0 g 

1000 ml. 

Besi ortamı 121 °C' da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 



Nutrient Agar (NA) 

Etekstresi 

Y east ekstrakt 

Pepton 

NaCl 

Agar 

Distile su 

1.0 g 

2.0 g 

5.0 g 

5.0 g 

15.0 g 

1000 ml 

Besi ortamı 121 oc• da 15 dakika otoklavda steril edilmiştir. 

2.3.2. Kimyasal çözeltiler 

Çalışmamızda kullanılan kimyasallar aşağıda verilmiştir. 

Mcllvains Tamponu (pH 4. 7) 

0.1 M sitrik asit 

0.2MN~HP04 
Distile su 

26.0 ml 

24.0 ml 

50.0 ml 
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Bu tampon 121 oc• da 15 dakika otoklavda steril edilerek oda sıcaklığında 

saklanmıştır. 

% lS' lik Gliserol (v/v) 

Gliserol 

Distile su 

% 30' luk Gliserol (v/v) 

Gliserol 

Distile su 

15.0 ml 

100 ml'ye tamamlanır. 

30.0 ml 

100 ml'ye tamamlanır. 



5 N HCl 

HCl (d= 1.18 gr/ml) 

Distile su 

% 10' luk Glukoz Çözeltisi 

Glukoz 

Distile su 

Fluorescein lOX (stok solüsyonu) 

Auorescein 

BSA 

PBS IX 

44.20 ml 

100 ml'ye tamamlanır. 

10.0 gr 

100 ml 'ye tamamlanır. 

1.0 g 

0.1 g 

lO ml 

31 

Yukandaki recete uygulanıp, 0.20 ı.ım' lik filtreden geçirilerek steril edilmiştir. 

Steril stok solüsyon koyu renkli cam şişede -20 oc• da saklanmıştır. Boyama 

işlemlerinde kullanmak için PBS ile 10 kez dilüe edilmiştir. Her boyarnada yeni çalışma 

sol üsyonu hazırlanmıştır. 

PBS 1 X Fosfat Tampon Tuz Çözeltisi 

137mMNaCI 

2.7mMKCl 

15mMKH2P04 

8mMN~HP04 
pH7.3 

Monomer (akrilamid/bis) Çözeltisi(% 30 T, % 2. 7 Cbıs) (A) 

Akrilamid 

Bi s 

H20 

29.2g 

0.8 g 

100 ml'ye tamamlanır. 
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Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, fıltre edildikten sonra 

karanlıkta +4 oc• da saklanmıştır. Akrilamid nörotoksik bir maddedir. Kullanırken 

eldiven ve maske takılmalıdır. 

4X Ayırma Jeli Tamponu (1.5 M Tris, pH 8.8) (B) 

Tris 

H20 

3 N HCl ile pH 8.8' e ayarlanır. 

ı8.ı5 g 

ı 00 ml' ye tamamlanır. 

Tampon deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, fıltre edildikten sonra 

karanlıkta +4 oc• da saklanmıştır. 

4X Yükleme Jeli Tamponu (0.5 M Tris, pH 6.8) (C) 

Tris 

H20 

5 N HCl ile pH 6.8' e ayarlanır. 

3.0 g 

50 ml' ye tamamlanır. 

Tampon deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, filtre edildikten sonra 

karanlıkta +4 °C' da saklanmıştır. 

% 10 SDS (D) 

SDS 

H20 

ıo.o g 

ı 00 ml' ye tamamlanır. 

Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, filtre edildikten sonra oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 

% 10 Amonyum Persülfat (APS; polimerizasyon başlatıcı) (E) 

Amonyum persülfat 

H20 

0.5 g 

5.0 ml' ye tamamlanır. 

Bu çözelti kullanılmadan hemen önce hazırlanmalıdır. 
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2X Örnek Uygulama Tamponu (0.125 M Tris, % 4 SDS, % 20 gliserol, 

% 10 2-merkaptoetanol, pH 6.8) (F) 

Tris (C) 

SDS (D) 

Oliserol 

2-merkaptoetanol 

Bromphenol blue 

H20 

2.5 ml 

4.0 ml 

2.0 ml 

1.0 ml 

0.01 g 

10.0 ml' ye tamarnlarur. 

Çözelti deiyonize distile su kullamlarak hazırlanmış, filtre edildikten sonra 

kullanılacak hacimiere bölünerek -20 °C' da saklanmıştır. 

5X Tank Tamponn (0.025 M Tris, 0.192 M glisin, % 0.1 SDS, pH 8.3) 

(G) 

Tris 

Glisin 

SDS 

H20 

15.0 g 

72.0 g 

5.0 g 

1000 ml' ye tamamlanır. 

Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, fıltre edildikten sonra +4 

oc• da saklanmıştır. Bu çözeltinin pH' sını ayarlamaya gerek yoktur. 

Formaldehit Fiksatif Çözeltisi (A) 

% 40 (v/v) Metanol 

%37 Formaldehit 

1000 ml 

0.5 ml 

Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, filtre edildikten sonra oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 
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0.2 g/1 Sodyum Tiyosülfat (B) 

0.2 g 

ı 000 ml' ye tamamlanır. 

Çözelti deiyonize distile su k'Ullanılarak hazırlanmış, filtre edildikten sonra oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 

% O .ı Gümüş Nitrat (C) 

1.0 g 

ıooo ml' ye tamamlanır. 

Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış, filtre edilerek ışığa duyarlı 

olduğu için koyu renk şişede oda sıcaklığında saklanmıştır. 

Görüntü Oluşturma (tiyosülfat developing) Çözeltisi (D) 

N~C03 
B çözeltisi 

H20 

30.0 g 

20.0 ml 

ı 000 ml' ye tamamlanır. 

Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış ve filtre edilmiştir. 

Kullanılacağı zaman her ıoo ml' sine 50 ~I % 37' lik formaldemt eklenmiştir. 

2.3 M Sitrik Asit (E) 

Sitrik asit 

H20 

22.ı g 

50 ml' ye tamamlanır. 

Çözelti deiyonize distile su kullanılarak hazırlanmış ve filtre edildikten sonra oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 



35 

2.4. Örneklerden Mikroorganizma İzolasyonu ve Sayımı 

2.4. ı. örneklerden maya, bakteri ve küf İzolasyonu 

Evans (85) ve Bamett ve ark. (13) tarafından genel olarak maya 

İzolasyonlannda kullanılan yöntemler, laboratuvara getirilen örnek özelliğine göre 

modifiye edilerek İzolasyon işlemlerinde uygulanmıştır. 

Boza örnekleri: Satış noktalanndan ı' er kg' lık paketler halinde alınan boza 

örnekleri laboratuvara getirildİkten hemen sonra işleme alınrruştır. Steril şartlar altında 

ı o gr' lık boza örnekleri içinde 90 ml steril distile su bulunan behere alındıktan sonra ı' 

er dakika elle çalkalanarak homojen hale getirilmiştir. Daha sonra steril distile su ile 

örneklerin 10 katlı dilüsyonlan hazırlanrruştır. 10.
1 

den 10.
8 

e kadar hazırlanan her bir 

dilüsyondan çift paralel olarak 0.5 ml örnek mikroorganizma İzolasyonlan için uygun 

besi ortamlanna yayma ekim yapılrruştır. Maya için YM, bakteri için PCA, küf için 

PDA besi ortarru kullanılrruştır. YM petrileri 25 oc• da 3 gün, PCA petrileri 28 OC' da 2 

gün, PDA petrileri ise oda sıcaklığında 7 gün inkübasyona bırakılrruştır. İnkübasyon 

süresi sonunda YM, PCA ve PDA petrilerinde gelişen, farklı morfolojiye sahip en az 10 

koloni seçilmiştir. Seçilen izolatların saflık kontrolleri maya izolatlan için MEA, bakteri 

izolatlan için NA, küf izolatlan için PDA besi ortamlan kullanılarak aynı inkübasyon 

şartlan altında yapılmış ve stoklanmıştır. 

Ekşi hamur örnekleri: Steril kavanozlara alınarak laboratuvara getirilen ekşi 

hamur örneklerinden alınan 10 gr örnek, 90 ml steril distile su ile waring blenderda 90 

sn orta hızda homojenize edilmiştir. Daha sonra steril distile su ile 10-1 den ıo-8 e kadar 

ı o katlı dilüsyonlan hazırlanrruştır. Hazırlanan her bir .dilüsyondan çift paralel olarak 

0.5 ml örnek maya İzolasyonu için YM, bakteri İzolasyonu için PCA ve küf İzolasyonu 

için PDA besi ortamıarına boza örneklerinde olduğu gibi ekilmiştir. YM petrileri 25 oc• 
da da 3 gün, PCA petrileri 28 oc• da 2 gün, PDA petrileri ise oda sıcaklığında 7 gün 

inkübe edilmiştir. Petcilerde gelişen farklı morfolojiye sahip en az 10 koloni seçilerek 

aynı besi ortamlan ve inkübasyon şartlannda saflık kontrolleri yapılmış ve 

stoklanını ştır. 
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Yaş ve kuru maya örnekleri: Marketlerden alınan yaş ve kuru maya 

örnekleri laboratuvara getirildİkten sonra ambalajlan% 70' lik alkol ile silinmiştir. Steril 

şartlar altında yaş maya örnekleri ı: ı, kuru maya örnekleri ise ı :9 oranında steril di stil e 

su ile waring blenderda orta hızla homojen hale getirilmiştir. Bu homojenattan ıo·' ye 

kadar dilüsyonlar hazırlanmıştır. örneklerden maya, bakteri ve küf İzolasyonu ve 

safiaştırma işlemleri boza ve ekşi hamur örneklerinde uygulan yönteme göre 

yapılmıştır. 

2.4.2. Örneklerden izole edilen maya, bakteri, küf ve referans maya 

suşlarının saklanması 

örneklerden izole edilen ve saflaştırılan maya izolatlan 2' şer adet yatık YEP­

glukoz, bakteri izolatlan yatık NA, küf izolatlan ise yatık PDA tüplerine çekilerek, 

tüplerin ağızlan parafilm ile kapatılmış ve tüpler buzdolabında +4 °C' da saklanmıştır 

(85, 88). Stoklar altı ayda bir yenilenmiştir. 

Yurt dışından, Ankara üniversitesi Ziraat Fakültesi Gıda Mühendisliği 

Bölüm'ünden ve Pak-Gıda Üretim ve Pazarlama A.Ş.' den kişisel ilişkiler sonucu 

sağlanan referans maya suşlannın MEA petnlerinde çizgi ekim ile saflıklan kontrolleri 

yapıldıktan sonra 3-5 adet koloni steril kürdan yardımı ile alınarak, steril şartlar altında 

MEA petrilerine ve MEB tüplerine aktanlmıştır. Bütün tüp ve petriler 25 °C' da 24-48 

saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda katı besi ortamından steril kürdan 

yardımı ile alınan 5-10 koloni % 15' lik ı ml steril gliserol içeren eppendorf tüplerine 

aktanlıp - 80 °C' da uzun süreli olarak stoklanmıştır. Sıvı besi ortamında gelişen 

kültürlerden ise 0.5 ml kültür 0.5 ml % 30' luk steril gliserol içeren eppendorf tüplerine 

al1anlarak uzun süreli saklamak için -80 oc derin dondurucuya yerleştirilmiştir. Bütün 

eppendorf tüpleri derin dondurucu ya yerleştirilmeden önce tüp içinde homojenizasyonu 

sağlamak için iyice çalkalanmıştır. Her bir suş için 2' şer adet stok eppendorf tüpü 

hazırlanmıştır (88). Katil aktivitesi tespit edilen maya izolatlan da aynı şekilde uzun 

süreli olarak stoklanmıştır. 

2.4.3. örneklerdeki maya, bakteri ve küf sayımı 

örneklerdeki maya ve bakteri sayımlan için Miles ve Misra' nın damla plak 

yöntemi kullanılmıştır (89). Mayalar için YM, bakteriler için PCA besi ortam bulunan 
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petri kutulannın alt kapaklan dıştan dört bölüme ayrılmıştır. Ayrılan alanlara 

örneklerden hazırlanan her bir dilüsyondan, 20'şer pl' lik üç damla bırakılmıştır. 

Damlalann kuruması için petri kutulan steril kabin içinde 30 dakika bekletilmiştir. 

inkübasyon süresi sonunda 20-200 adet koleni gözlenen petri kutulannda koleni 

sayımlan yapılarak örneklerdeki toplam mikroorganizma sayılan militrede koleni 

oluşturan birim (kob/g) olarak hesaplanmıştır. Her bir sayım için çift paralel olarak 

ekim yapılmıştır. örneklerdeki küf sayımlan için uygun dilüsyonlardan 0.5 ml örnek 

PDA içeren petrilere yayma ekim yapılmıştır. Petriler oda sıcaklığında 7 gün süresince 

inkübe edilmiş ve oluşan küf kolonileri uygun dilüsyonlarda sayılarak örneklerdeki küf 

sayılan belirlenmiştir. 

2.5. Referans Suşların Büyüme Eğrilerinin Çıkarılması 

Aseptik şartlarda -80 °C' da gliserolde saklanan S. cerevisiae S6, S. cerevisiae 

NCYC 1006, referans suşları, 25.2, 25.5 numaralı izolatlanmız, MY1 ve MY2 suşlan 

ayrı ayrı MEA üzerinde steril kürdanlar ile çizgi ekim yapılarak, 30 °C' da 48 saatlik 

inkübasyon ile canlandınlmıştır. Bu kültürlerden bir öze dolusu kültür ya da 10-15 tek 

koleni 150 ml' lik erlen içindeki .50 ml YEPD broth besi ortamına aktanlmıştır. 

Kültürler 30 °C' da 190 rpm' de bir gece inkübe edilmiştir (90). Referans yönteme göre 

bir gecelik kültürlerdeki hücre sayısı yaklaşık 5xl0
7 

hücreimi olarak kabul edilerek her 

bir kültürden 25 ııi örnek 250 ml YEPD brotha aktarılarak, 250 ml içinde yaklaşık 

5x103 hücre/ml hücre yoğunluğu elde edilmiştir. 30 oc• da 150 rpm' de inkübe edilen 

kültürlerden O, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30 ve 36 saat sonra örnekler alınarak 600 nın' deki 

absorbans (A600) değerleri ölçülmüş ve bu örneklerden ayrıca damlatma plak yöntemine 

göre ekim yapılan petriler 30 °C' da kapaklan altta olacak şekilde inkübe edilmiştir. 48 

saat sonunda damlalarda oluşan koleniler sayılarak ilgili absorbanstaki canlı maya sayısı 

belirlenmiş ve bu değerlerden faydalımlarak kültürlerin büyüme eğrileri çıkarılmıştır. 

Bütün ölçümler için çift paralel çalışılmıştır. 

2.6. Maya izolatlarının Katil Aktivitelerinin Test Edilmesi 

2. 6.1. Referans suşlar ile katil aktivite testi 

örneklerden izole edilen maya suşlarının katil aktivite yönünden test edilmesi 

işlemlerine başlamadan önce stoklanmızda bulunan referans suşlar ile daha önce 
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araştırmacılar tarafından bu özelliğin tespit edilmesinde kullanılan yöntemler (22, 24, 

26, 39, 49) denenerek, çalışmamız için en uygun test tipinin seçilmesi amacı ile 

aşağıdaki deneyler yapılmıştır. 

Referans katil suşlar S. cerevisiae K1, S. cerevisiae K2, Saccharomyces 

cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae NCYC 232 ve duyarlı suş S. cerevisiae NCYC 

1006 ile duyarlı-katil olmayan S. cerevisiae S6 yatık agar stoklarından YEPD 

pettilerine aktanlarak 25 °C' da 3 gün ink.'iibe edilmiştir. Kültürler daha sonra 150 ml' 

lik edenler içindeki 50 ml YEPD broth besi ortamına aktarılarak, 21 oc• da 48 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. S. cerevisiae K ı, S. cerevisiae K2, S. cerevisiae 738 ve S. 

cerevisiae 232 suşlan pozitif kontrol, S. cerevisiae S6 suşu ise negatif kontrol olarak 

olarak kullanılmıştır. 

Yayma Plak Yöntemi: Duyarlı suş S. cerevisiae NCYC ı006' nın 

spektrofotometrede 600 nm' deki (A600) okunma değeri belirlenerek, hücre yoğunluğu 

ı 02
, 104 ve 105 olacak şekilde YEPD brothda dilüsyonlan hazırlanmıştır. 

Dilüsyonlardan ı 'er ml daha önceden hazırlanan ve kurutulan YEPD-MB (pH 4.5) 

pettilerine aktarılarak, kültürün tüm agar yüzeyine yayılması sağlandıktan sonra pettiler 

üst kapaklan yarı açık şekilde 30 dakika steril kabinde kurumaya bırakılmıştır. 

Dökme Plak Yöntemi: Duyarlı suş S. cerevisiae NCYC ı006' nın 

spektrofotometrede 600 nın' deki (A600) okunma değeri belirlenmiştir. 45 °C'daki 

YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamına agan ilave edildikten sonra S. cerevisiae NCYC 

1006 kültürü son hücre yoğunluğu 102
, 104 ve 105 olacak şekilde besi ortamına 

aktanlmıştır. Besi ortamı iyice çalkalandıktan sonra steril petrilere 15' er ml olacak 

şekilde aktarılarak, petriler üst kapaklan yarı açık vaziyette katılaşmaları için steril 

kabinde 30 dakika bekletilmiştir. 

Hem yayma plak hem de dökme plak yönteminde % 1,2, ı,5 ve 2' lik agar 

konsantrasyonları denenmiştir. YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamı agann hidrolizini 

önlemek için besi ortamı ve agar ayn ayrı hazırlanarak steril edilmiş ve kullanılmadan 

hemen önce karıştırılmıştır. 

Katılaşan agar yüzeylerine steril kürdan yardımı ile referans suşları S. cerevisiae 

Kl, S. cerevisiae K2, S. cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae NCYC 232 ve S. 

cerevisiae S6' dan yaklaşık 10 mm uzunluğunda ve yoğun olarak çizilerek 

inokülasyonlar gerçekleştirilmiştir. Test YEPD agar petrileri 21 oc• da 48 saat inkübe 
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edilmiştir. Bunlara ilaveten, aynca sıvı besi ortanunda aynı şartlar altında inkübe edilen 

test kültürlerinden de duyarlı suş ile inoküle edilmiş plaklara katı yüzey üzerinelO' ar 

ı-ıl damlatılnuştır. Damlalar kuruduktan sonra bütün petriler ters çevrilmiş konumda 21 

oc• da 3 gün inkübe edilmiştir. Sonuçlar birbirleriyle karşılaştınlarak daha sonraki 

testler için uygun koşullar tespit edilmiştir. 

2.6.2. Maya izolatlarında katil aktivitenin belirlenmesi 

Test edilecek maya izolatlan, pozitif ve negatif kontrol referans suşlar ve duyarlı 

referans suş stok yatık agar petrilerinden alınarak YEPD agarda pasajlannuştır. Sadece 

duyarlı suş .50 ml YEPD brotha, diğer kültürler ise YEPD agara ve YEPD broth besi 

ortanuna aktarılarak, 21 oc• da 48 saat inkübe edilmiştir. tzolatlann katil aktivitesi 

YEPD-MB agar besi ortanunda test edilmiştir. Referans duyarlı suş YEPD-MB (pH 

4.5) besi ortamı içeren petri kutusunda (9 cm çaplı) son konsantrasyonu lif kob/ml 

olacak şekilde steril distile suda seyreltildikten sonra, önceden hazırlanan ve yüzeyi 

steril kabinde kurutulan YEPD-MB (pH 4.5) plaklanna yayma plak yöntemine göre 

aşılanmıştır. Bir petriye bir pozitif kontrol (S. cerevisiae NCYC 232), bir negatif 

kontrol (S. cerevisiae S6) ve 3 tane test edilecek izolat kültürü yaklaşık 10 mm 

uzunluğunda çizgi ekim şeklinde ve aynca 10' ar ı-ıl damlatılarak inoküle edilmiştir. 

Petriler ters çevrilmiş durumda 21 °C' da 3 gün inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 

süresi sonunda duyarlı suş üzerinde mavi renkte boyanmış hücrelerle çevrili inhibisyon 

zonlan oluşturan test izolatlan katil aktivite gösteren mayalar olarak kaydedilmiştir. 

2. 7. Maya izolatlarının Duyarlılık Testleri 

MEB besi ortamı deney tüplerine 10' ar ml aktarılarak otoklavda steril 

edilmiştir. Daha sonra test edilecek izolatlar ve S. cerevisiae NCYC 1006, S. cerevisiae 

NCYC 232, S. cerevisiae NCYC 738 suşlan steril şartlar altında bu tüplere aşılanarak 

21 oc• da 2-3 gün yoğun bir gelişme sağlanıncaya kadar (bulanıklık kontrol edilerek) 

inkübe edilmiştir. Daha önce hazırlanan ve steril halde olan YEPD-MB (pH 4.5) besi 

ortamı 5-6 cm çaplı küçük steril petri kutulanna 5' er ml olarak dökülmüş ve petri 

kutularının yüzeyleri steril kabinde 30 dakika kurutulmuştur. Test izolatlannın agar 
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plaklan üzerine çok yoğun olmayacak şekilde yayılması için 2-3 günlük test suşlannın 

kültürlerinden gelişmenin yoğunluğuna göre 1:1, 2:5, 2.5:2.5, 1.5:4.5' lik dilüsyonlar 

hazırlanmıştır. Kuru YEPD-MB (pH 4.5) plaklan üzerine bu dilüsyonlardan 300 ~I 

yayılmıştır. Petriler kurotulduktan sonra referans katil suşun 10 mm uzunluğunda ve 

yoğun olarak petri kutusunun ortasında olacak şekilde çizgi ekimi yapılmıştır. Bütün 

petriler ters çevrili konumda 21 oc• da 2-3 gün inkübe edilmiştir. Katil suşlar etrafında 

inhibisyon zonu oluşan petrilerin test suşları duyarlı suşlar, oluşturmayanlar ise nötral 

suş olarak kaydedilmiştir. 

2.8. Katil Oldukları Saptanan izolatların Referans Katil SuşlaraKarşı 

Duyarlılıklarının Belirlenmesi 

lzole edilen maya suşlanndan katil aktivite gösterenler stoklanndan alınarak 

MEA veya YGC agarda 25 °C' da 48 saat inkübe edilerek canlandırılmıştır. 

Canlandırılan herbir izolattan bir öze dolusu kültür, steril 10 ml MEB içeren tüplere 

aktarılarak, tüpler 21 oc• da 3-5 gün inkübe edilmiştir. tnkübasyon süresi sonunda 

herbir kültürden alınan 1 'er ml örnek, daha önceden 9 cm çaplı petrilere hazırlanıp 

kurutulan YEPD-MB (pH 4.5) agar plaklanna yayılmıştır. Petri kutulan steril kabinde 

30 dakika kapaklan yan açık şekilde kurutulmuştur. Kurutulan bu plaklar üzerine daha 

önceden MEA veya YGC agarda 21 oc• da 3-5 günlük inkübasyonu takiben 

canlandırılan Debaryomyces hanseneii TK-type V, S. cerevisiae K2, S. cerevisiae 

K7, S. cerevisiae 1385, S. cerevisiae K28, S. cerevisiae NCYC 232 (Kl tip), S. 

cerevisiae NCYC 738 (K2 tip), Pichia aıwmala CYC 1027 (katil suş), Pichia 

membraııaefaciens CYC 1106 (katil suş) referans katil suşlan ve negatif kontrol olarak 

S. cerevisiae NCYC 1006 (stv-85, Duyarlı) suşu steril kürdan yardımı ile 10 mm 

uzunluğunda besi ortamı üzerine sürülmüştür. Petriler 21 oc• da 3-5 gün inkübe 

edilmiştir. Referans kültürlerin etrafında oluşan inhibisyon zonlar kontrol edilerek izole 

ettiğimiz suşların referans katil suşlara karşı duyarlı olup olmadığı belirlenmiştir. Bu 

test için kullanılan petri kutulannın altına petri kutusu çapında kesilmiş ve üzerinde 10 

adet 10 mm' lik çizgi (9 tanesi referans katil suş, bir tanesi negatif kontrol ekimi için) 

bulunduran kurutma kağıdından hazırlanılmış bir şablon kullanılmıştır. 
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İzole ettiğimiz katil maya suşlan yatık agar tüplerindeki stoklanndan MFA veya 

YGC besi ortamı üzerinde 25 oc• da 48 saat inkübe edilerek canlandınlmıştır. Herbir 

izolattan bir öze dolusu kültür 100 ml' lik erlenler içindeki .50 ml YEPD broth besi 

ortamına aşılanmıştır. 25.2 ve 25.5 numaralı suşlar 21 oc• da 3 gün, diğer 10 suş ( 18.1' 

19.2, 24.A, 24.B, 23.1, 26.1, 23.14, 27.23, 36.1 ve 36.3 numaralı suşlar) 30 oc• da 

4 gün inkübe edilerek kültürlerdeki hücre yoğunluklannın yaklaşık olarak 107 kob/ml 

olması sağlanmıştır. Aynca bütün izolatlar YGC agar besi ortamında da yukandaki 

sıcaklık ve inkübasyon sürelerine göre geliştirilmişlerdir. Sıvı kültürlerin hücre 

yoğunluğu 104 kob/ml olacak şekilde seyreltildikten sonra daha önceden hazırlana 

YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamı içeren petri kurulanna yayma plak yöntemiyle 

ekilmiştir. Test suşlan kurutma kağıdından hazırlanan şablon yardımı ile agar üzerine 

10 mm uzunlukta çizilerek inoküle edilmiştir. Petriler 21 oc da 3 gün inkübe edildikten 

sonra çizilen kültürlerin etrafında oluşan inhibisyon zonlan kontrol edilerek 

izolatlanmızın birbirlerine karşı olan katil aktiviteleri belirlenmiştir. 

2.10. Katil Maya izolatlarının Toksin Tipinin Belirlenmesi 

Suzuki ve ark.' na (37) göre YEPD-MB (pH 4.5) agar plaklan üzerine her bir 

S. cerevisiea NCYC 232, S. cerevisiea NCYC 738, S. cerevisiae 28, S. cerevisiae K7 

referans katil suşundan steril kürdan yardımı ile petri kutusunun ortasına gelecek 

şekilde bir çizgi çekilmiştir. Daha sonra yine steril kürdan yardımı ile test suşlan 

çizginin her iki yanına referans çizgiye dik ve birbirlerine paralel olacak şekilde 

çizilmiştir. Herbir çizginin standart referans çizgiye çok yakın ancak birbiri üzerine 

temas etmemesine dikkat edilmiştir. Petriler 20 oc da 3 gün inkübe edilerek, çizgilerin 

çakıştığı bölgelerdeki mavi kolaniler veya inhibisyon zonlan kaydedilmiştir. Bu testin 

doğrulamasını yapmak için aynı referans katil suşlar ve 25.2, 25.5, MYl, MY2, S. 

cerevisiea NCYC 1006 YEPD broth besi ortamında 21 oc• da 2 gün inkübe 

edilmişlerdir. Kültürlerin 600 nın' deki okunma değerleri ölçülerek lif kob/ml' lik 

konsantrasyonlanndan 1' er ml YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamına yayılmıştır. Petriler 

steril kabinde 30 dakika kurotulduktan sonra her bir suştan herbir petriye 10 mm' lik 
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çizgiler çizilmiştir. 21 oc da 2-3 günllik inkübasyon süresi sonunda mavi renkli 

koleniler ile çevrili inhibisyon zonlan kaydedilmiştir. 

2. 1 ı. Katil Maya izolatlarının İdentifikasyonu 

Katil aktiviteye sahip maya izolatlanmızın identifıkasyonu Barnett ve ark.' na 

(13) göre yapılmıştır. İdentifıkasyon testlerinde bazı şekerierin fermentasyonu, karbon 

veya azot kaynaklan için asimilasyon testleri, çeşitli vitaminiere gereksinim, yüksek 

konsantrasyondaki D-Glukoz varlığında ve 37 oc• da gelişme, siklohekzimid varlığında 

büytime ve üreyi hidrolize etme gibi bazı fizyolojik özellikler temel alınmıştır. 

2 .11.1. Karbon kaynaklarının asimilasyon testleri 

Bu test için D-glukoz, D-galaktoz, L-sarboz, D-ri boz, L-arabinoz, sellobioz, D 

( +) laktoz, arbutin, melibioz, sal icin, dulsitol (galaktitol), D ( +) glukozamin, D ( +) 

ksiloz, D ( +) mal toz, sukroz, D ( +) trehaloz, mannitol, myo-inositol karbon kaynaklan 

olarak test edilmiştir. Karbon kaynaklan .50 mM' lık stoklar olarak hazırlanarak, 0.2 

ıım' lik fıltrelerden süzülmüş ve buzdolabında + 4 oc• da saklanmıştır. tçinde 4.5 ml 

steril distile su bulunan deney tüplerine 10 kat derişik (lOX) olarak hazırlanan (Difco) 

nitrojen base besi ortamından 0.5 ml aktanlmıştır. MEB besi ortaınında 30 oc• da bir 

gece inkübe edilen test suşlan tüplere yoğunluklan yaklaşık 106 kob/ml olacak şekilde 

seyreltilmiştir. Daha sonra Herbir tüpe .50 mM standart karbon kaynağı solüsyonundan 

100 ııi ilave edilmiştir. Tüpler 25 oc da inkübe edilerek 1 hafta süreyle günde 3-5 kez 

elle çalkalanarak büyüme kontrol edilmiştir. Pozitif kontrol tüpleri aynı şekilde 

hazırlanmış ve karbon kaynağı olarak glukoz kullanılmıştır. Negatif kontrol tüplerine 

ise karbon kaynağı ilave edilmemiştir. Pozitif ve negatif kontrol tüplerindeki bulanıklık 

karşılaştıolarak büyüme izlenmiştir. Bir haftalık inkübasyon süresinde bulanıklık 

gözlenen tüpler test için pozitif, gözlenmeyen tüpler ise negatif sonuç olarak 

kaydedilmiştir. Negatif sonuç veren tüpler ek 3 haftalık inkübasyon periyodu süresince 

haftada birkez olmak üzere kontrol edilmiştir. 
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2. ı ı. 2. Azot kaynaklarının asimilasyon testleri 

Bu test için kreatin, NaN03 , KN02, L-lizin, kreatinin ve glukozamin azot 

kaynaklan olarak test edilmiştir. Azot kaynağı solüsyonları 200 mM' lık stok solUsyon 

olarak hazırlanıp, 0.2 ~m· lik filtrelerden süzülerek buzdolabında + 4 oc• da 

saklanmıştır. İçinde 4.5 ml steril distile su bulunan deney tüplerine ı o kat derişik (ıOX) 

olarak hazırlanan (Difco) karbon base besi ortamından 0.5 ml aktarılmıştır. MEB besi 

ortamında 30 oc• da bir gece inkübe edilen test suşlan tüplere yoğunluklan yaklaşık 106 

kob/ml olacak şekilde seyreltilmiştir. Herbir tüpe daha sonra test edilecek azot kaynağı 

solusyonundan son konsantrasyonu 4 mM olacak şekilde ilave edilmiştir. Tüpler 25 

oc• da ı hafta süresince hergün 3-5 kez elle çalkalarak inkübasyona bırakılmıştır. 

Pozitif kontrol tüpleride aynı şekilde hazırlanmıştır. Negatif kontrol tüplerine ise azot 

kaynağı ilave edilmemiştir. Büyüme pozitif ve negatif kontrol tüpleri ile 

karşılaştınlarak, bulanıklık esasına göre değerlendirilmiştir. Bir haftalık inkübasyon 

süresinde bulanıklık gözlenen tüpler test için pozitif, gözlenmeyen tüpler ise negatif 

sonuç olarak kaydedilmiştir. 

2. ı ı. 3. Fermentasyon testleri 

Bu test için şeker kaynağı olarak D-glukoz, ksiloz, sukroz, galaktoz, melibioz, 

maltoz, laktoz, trehaloz ve sellobioz kullanılmıştır. Şeker solUsyonlan ı M' lık stoklar 

olarak hazırlanıp, 0.2 ~m' lik filtrelerden süzülerek buzdolabında + 4 oc• da 

saklanmıştır. Bu test için 10' ar ml% 0.5' lik (w/v) yeast ekstrakt besi ortamı ve büyük 

boy Durham tüpleri kullanılmıştır. Tüplere son konsantrasyonu 50 mM olacak şekilde 

şeker solüsyonu ilave edilmiştir. Daha sonra Y east eksrtakt broth içinde ı 07 hücre/ml 

yoğunluğunda olan kültürlerden tüplere 100' er ~I inoküle edilmiştir. Tüpler 25 oc• da 

yaklaşık bir hafta hergün elle çalkalanarak inkübasyona bırakılmıştır. Durham tüpleri 

içindeki gaz oluşumu pozitif sonuç olarak kaydedilmiştir. Şeker solüsyonu ilave 

edilmeyen tüpler negatif kontrol olarak kullanılmıştır. 
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2. ı ı. 4. Vitamin gereksinim testleri 

Bu testte nitrojen base besi ortamına litrede myo-inositol ı o mg, pentotenat (Ca) 

2 mg, biotin 20 ı.tg. thiamin HC1400 ı.ıg, pyridoxine HCl 400 f..lg, nikotinikasit 400 11g 

olarak ayrı ayrı, biotin (20 ı.ıg)+thiamin ( 400 ı.ıg) ve pyridoxine ( 400 ı.ıg) +thiamin ( 400 

ı.-tg) olacak şekilde ilave edilmiştir. Kontrol tüplerine vitamin ilave edilmemiştir. Tüpler 

25 °C' da ı hafta süre ile inkübasyona bırakılınıştır. Test tüpleri kontrol tüpleri ile 

karşılaştırılarak, büyüme bulanıklık esas alınarak değerendirilmiştir. 

2. ı ı. 5. Yüksek glukoz konsantrasyonunda büyümenin test edilmesi 

% 50 ve 60 D-glukoz içeren yatık :MEA tüpleri test edilecek suşlar ile çok hafif 

şekilde in o kül e edilmiştir. 25 oc' da 4 hafta süresince tüplerdeki gelişme izlenerek 

sonuçlar kaydedilmiştir. Tüplerin içindeki besi ortamının kurumasını engellemek için 

tüplerin ağzı parafilm ile kapatılmıştır. 

2. 1 ı. 6. Siklohekzimid varlığında büyümenin test edilmesi 

Bu testte 50 mM D-glukoz içeren Y eastnitrojen base besi ortamı kullanılmıştır. 

Besi ortamına 0.20 ı.tm' lik filtre ile steril edilmiş siklohekzimid, son konsantrasyonu% 

0.1 ve 0.01 olacak şekilde ilave edilmiştir. Tüpler test suşları ile inoküle edildikten 

sonra 25 oc da inkübe edilmiş ve gelişme kontrol edilerek sonuçlar kaydedilmiştir. 

2. ı ı. 7. Üre hidroliz testi 

Bacto urea R broth (Difco) tüplere 0.5 ml olarak aktanlınış ve tüpler ı öze 

dolusu 2 gecelik mikroorganizma kültürü ile aşılanmıştır. Tüpler 37 oc da 4 saat 

boyunca her 30 dakikada bir besi ortamındaki renk değişikliği kontrol edilerek inkübe 

edilmiştir. Besi ortaınının sarı renginin kırmızıya dönmesi pozitif sonuç olarak 

kaydedilmiştir. 
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2. 1 ı. 8. Farklı sıcaklıklarda büyümenin kontrol edilmesi 

YEPD agar besi ortamına inoküle edilen katil suşlan 25, 30, 35, 37 ve 40 oC' 

da inkübe edilerek bu sıcaklıklardaki büyümeleri kontrol edilmiştir. 

2. 12. Katil Maya Suşlarında Katil Aktiviteye Etki Eden Faktörlerin 

Belirlenmesi için Uygun Yöntemin Seçilmesi 

Bu deneylerde Shimizu ve ark. (35), Radler ve ark. (25), Michalcakova ve ark. 

(48) ve Llorente ve ark.' nın (41) kullandığı yöntemler bazı modifikasyonlarla 

uygulanmıştır. Ekşi hamur örneklerinden izole edilen 12 adet katil maya suşun toksin 

aktivite yelpazesini belirlenrnek için bu suşlar ve pozitif kontrol olarak S. cerevisiae 

NCYC 738 ve S. cerevisiae NCYC 232 , negatif kontrol olarak ise S. cerevisiae S6 

YGC agar petrilerine ekilmiş ve 48 saat 25 oc• da inkübe edilerek canlandırılmıştır. 

Steril şartlar altında, bir öze dolusu k.iiltür 250 ml' lik erieni er içindeki steril 150 ml 

YEPD sıvı besi ortamına aktanlmıştır. 25.2 ve 25.5 numaralı suşlar çabuk gelişim 

gösterdikleri için 3 gün, diğer katil suşlar ise yavaş gelişim gösterdikleri için 5 gün 21 

oc• da inkübe edilmiştir. inkübasyon süresi sonunda kültürler 3000 g' de (=1240 rpm) 

+4 oc 'da 10 dakika santrifüj edilerek hücreler çöktürülmüştür. Elde edilen süzüntü 0.2 

ı-ı m' lik selüloz asetat filtrelerden geçirilmiştir. 

Aynı besi ortamında 21 °C' da 3 gün inkübe edilen duyarlı referans suş S. 

cerevisiae NCYC 1006 son konsantrasyonu 104 kob/ ml olacak şekilde 45 °C' daki 

YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamına inoküle edilmiştir. Bu besi ortamı petrilere 20' şer 

ml olarak aktanlmıştır. Steril kabinde 30 dakika kurutulan petriler katılaşmalan için +4 

oc• da 2 saat bekletilmiştir. % 70' lik alkol ile steril edilen 0.7 cm çaplı mantar delici ile 

petrilere 5 tanesi test izolatlan, 1 tanesi pozitif kontrol diğeri ise negatif kontrol suşu 

için olmak üzere 7 adet çukur açılmıştır. Herbir çukura 40 ı.ıl steril süzüntü 

bırakılmıştır. Petriler +4 oc• da ı saat bekletildikten sonra ters çevrili olarak 21 °C' da 

3-5 gün inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda katil izolatlann 

oluşturduğu inhibisyon zon çaplan ölçülerek kaydedilmiştir. Aynca süzüntü 40 ı.ıi 

olacak şekilde steril diskiere emdiri.lmiş ve petrideki besi ortamı üzerine bırakılmıştır. 

Petriler 21 oc• da 3-5 gün inkübe edilmiştir. Bunlara ilave olarak, steril 40 ı.ıl süzüntü 
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besi ortarnı üzerine damlatılarak işlem tekrarlanmıştır. Bu üç işlem hem dökme plak 

hemde yayma plak yöntemleriyle yapılmıştır. Aynca yukandaki her üç işlem kültürler 

santrifüj edilmeden ve filtreden süzmeden tekrarlanmıştır. 

Yukandaki deneylerden elde edilen sonuçlara göre toksin aktivite yelpazesinin 

belirlenmesi için en uygun yöntem seçilmiştir. Bundan sonraki deneyiere dökme plak 

yöntemi ile 0.7 cm çaplı delikiere 40 ı.tl (yaklaşık olarak 106 kob/ınl) sıvı kültür 

bırakılarak devam edilmiştir. Herbir etki faktörü için bütün deneyler 2 tekerrür ve 5 

paralel olarak çalışılmıştır. Aynca toksin aktivitesinin test edilmesi için geliştirilen 

kültürlerden herbir test ekimininden önce, kültür içndeki kob/ml değerinin belirlenmesi 

için, damla plak yöntemine göre .MEA veya YPDG besi ortamlan kullanılarak ekim 

yapılmıştır. Böylece çukurlara damlatılan 40 ı.tl sıvı kültürün milili tresindeki canlı maya 

sayısı tesbit edilmiştir. 

2. 12. ı. Katil akth:ite için optimum sıcaklığın belirlenmesi 

Katil aktivitenin sıcaklığa bağlı stabilitesini belirlemek için önce katil maya 

izolatlan ve pozitif kontrol suşu olarak S. cerevisiae NCYC 738 YGC agar petrilerine 

ekilerek 25 °C' da da 48 saat inkübe edilmiştir. Steril şartlar altında, bir öze dolusu 

kültür ıoo ml'lik erlenler içindeki steril 50 ml YEPD sıvı besi ortamına aktanlmıştır. 

25.2 ve 25.5 numaralı suşlar çabuk gelişim gösterdikleri için 3 gün, diğer katil suşlar 

ise yavaş gelişim gösterdikleri için 5 gün 21 °C da inkübe edilmiştir. Aynı besi 

ortamında 21 oc• da 3 gün inkübe edilen S. cerevisiae NCYC 1006, 45 oc daki YEPD-

MB (pH 4.5) besi ortamına son konsantrasyonu ı04 kob/ml olacak şekilde eklenmiştir. 

Daha sonra bu besi ortamı petrilere 20' şer ml olarak aktanlmış ve petriler steril kabinde 

30 dakika kurutulmuştur. Kuruyan petriler buzdolabında +4 oc da ı saat bekletilmiştir. 

O. 7 cm çaplı steril mantar delici ile petrilere izolatlar için 5, pozitif kontrol için ı çukur 

olmak üzere toplam 6 çukur açılmıştır. Her bir izolat için tek bir petri kutusu kullanılmış 

ve testler çift tekerrürlü yapılmıştır. Çukurlara 40 ı.tl (yaklaşık olarak 106 kob/ınl) sıvı 

kültürlerden bırakılmıştır. Petriler buzdolabında +4 OC' da ı saat bekletildikten sonra 

2 ı, 25, 30 ve 35 oc da 3 gün inkübe edilmiştir. inkübasyon süresi sonunda katil 

izolatların oluşturduğu zon çaplan ölçülerek kaydedilmiştir. 
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2. 12. 2. Katil aktivite için optimum pH' nın belirlenmesi 

Farklı pH değerlerinin toksin al"tivitesi üzerine etkisini belirlemek için 

otaklavlanmadan önce pH' ları 5N HCl ile 2.9, 3.3, 3.7, 4.2, 4.6, 5.0, 5.4 ve 5.8' e 

ayarianan YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamları kullanılarak yukarıda açıklandığı gibi 

ekimler yapılmıştır. Petri kutuları katil izolatların bu aktiviteleri için belirlenen optimum 

sıcaklıklarda inkübe edilmiştir. Buna göre 25.2 ve 25.5 numaralı suşlar 21 oc• da 4 

gün, diğersuşlarise(18.1, 19.2, 24.A, 24.B, 23.1, 26.1, 23.14, 27.23, 36.1 ve 36.3 

numaralı suşlar) 30 oc• da 4 gün inkübe edilmiştir. inkübasyon süresi sonunda katil 

izolatların oluşturduğu zon çapları ölçülerek kaydedilmiştir. 

2. 12. 3. Katil aktivite üzerine farklı antibiyotik konsantrasyonlarının 

etkisinin belirlenmesi 

Farklı siklohekzimid konsantrasyonlannın toksin aktivitesi üzerine etkisini 

belirlemek için, siklohekzimid 0.0 ı' 0.05, 0.1 ve 0.3 mg/ml olacak şekilde 45 oc• daki 

steril YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamına ilave edilmiştir. Yine aynı şekilde 25.2 ve 25.5 

numaralı suşlar 21 oc• da 4 gün, 18.1, 19.2, 24.A, 24.B, 23.1, 26.1, 23.14, 27.23, 

36.1 ve 36.3 numaralı diğer suşlar ise 30 oc• da 4 gün petri kutuları ters çevrili 

konumda inkübe edilerek inhibisyon zonlan ölçülmüştür. 

2. 12. 4. Toksin aktivitesi üzerine tuz konsantrasyonunun etkisinin 

belirlenmesi 

Farklı tuz konsantrasyonlannda toksin aktivitesini test etmek için Llorente ve 

ark.' nın (41) 1997 yılında uyguladığı yöntem temel alınarak; % O, 0.3 ve 0.6 NaCl 

içeren YEPD sıvı besi ortamında 25.2, 25.5 numaralı izolatlar ve duyarlı suş S. 

cerevisiae NCYC 1006 21 °C' da 3 gün, diğer 10 izolat ise 30 oc• da 4 gün inkübe 

edilerek geliştirilmiştir. Test suşlannın katil aktivitesi yukarıda belirtildiği gibi % O, 0.3 

ve 0.6 NaCl içeren YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamları kullanılarak belirlenmiştir. 
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2. 12. 5. Katil aktivite üzerine UV' nin etkisi 

lzolatlarda katil aktivite üzerine UV' nin etkisi Michalcakova ve ark.' na (48) 

göre test edilmiştir. Katil izolatlar YEPD agar besi ortamında optimum şartlarda 

canlandınldıktan sonra, YEPD broth besi ortamında aynı şartlar altında yaklaşık 107 

kob/ml hücre yoğunluğuna erişene kadar inkübe edilmiştir. Herbir kültürden steril 

distile suya lOS kob/ml olacak şekilde seyreltmeleri hazırlandıktan sonra, buradan 1 'er 

ml hücre kültürü önceden hazırlana YEPD agar plaklarının yüzeyine yayılmıştır. Petriler 

kapaklan açık şekilde steril kabiniçinde UV (260 nın) kaynağından 20 cm uzaklıkta O, 

15, 30 ve 45 sn olmak üzere UV' ye maruz bırakılmıştır. Daha sonra optimum şartlarda 

inkübe edilen petrilerden, herbir UV' ye maruz kalma süresi için 10 koloni rastgele 

seçilerek katil aktivite yönünden test edilmiştir. Bütün testler çift paralel çalışılmıştır. 

2. 13. Fluoresans Boyama ile Toksinden Etkilenen Hücrelerin 

Belirlenmesi 

Sitoplazmik membrandan geçebilen katil toksin aktivitesini belirlemek için 

E vans' a (85) göre Vondrej ve Palkova tarafından önerilen Rhodamine B ölçüm tekniği 

bazı modifikasyonlar ile uygulanmıştır. Bu deneyler için 25.2 ve 25.5 numaralı suşlar 

ile pozitif kontrol olarak S. cerevisiae NCYC 232 (Kltip), negatif kontrol olarakta S. 

cerevisiae 28 (K28 tip), duyarlı suş olarakta S. cerevisiae NCYC 1006 suşlan 

kullanılmıştır. Fluoresan boya olarak Fluorescein (Sigma F-6377) boyası 10 kat derişik 

şekilde ( 1 OX) stok olarak hazırlanmıştır. 

Kültürler -80 oc daki stoklarından YEPG besi ortamında 25 oc• da 

canlandınlmıştır. Pasajlanarı duyarlı suşdan steril kürdan yardımı ile alınan 5-1 O koloni 

50 ml YEG besi ortamı içine aktarılarak, 30 oc• da 150 rpm' de bir gece kültür durgun 

faz safbasma gelene kadar inkübe edilmiştir. Spektrofotometrede ~00 değeri ölçülerek 

durgun faza geldiği saptanan kültürden 35 ı.d, 20 ml YEG besi ortamına aşılanmıştır. 

Bu kültür 120 rpm' de 25 oc da 16-20 saat ~00 da optik yoğunluğu 0.1-0.5 değerine 

ulaşana kadar inkübe edilmiştir. Referans yönteme göre bu absorbans okunma değerini 

veren kültürdeki hücre sayısı yaklaşık olarak 107 kob/ml olarak kabul edilmiştir. Bu 

kül türden, 1.5 ml' lik eppendoıf tüpleri içine 900 f..ll YEG+ 100 f..ll kültür ilave ederek 

hücre yoğunluğu 106 kob/ml olan süspansiyonlar hazırlanmıştır. Herbir toksin 

dilüsyonu için çift paralel olarak çalışılmıştır. Tüpler 5 dakika 15 000 g' de (= 6200 
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rpm) +4 oc• da santrifüj edildikten sonra süzüntü uzaklaştırılmıştır. Elde edilen çöküntü 

aşağıdaki şekilde hazırlanan toksin dilüsyonlan ile birlik.1:e kullanılmıştır. 

Toksinin hazırlanması: Katil toksin elde edilmesinde kullanılacak olan 25.2 

ve 25.5 numaralı suşlar ile S. cerevisiae NCYC 232 (Kltip) ve S. cerevisiae 28 (K28 

tip) suşlan stoklanndan canlandırıldık.1:an sonra, steril kürdan ile 100 ml medium J içine 

aktarılmış ve toksin üretimi için 21 oc• da 3 gün inkübe edilmiştir. inkübasyonu takiben 

kültürler 1240 rpm' de +4 oc• da 10 dakika santrifüj edilmiştir. Elde edilen süzüntünün 

yarısı 0.45 ı.ım' lik disposible filtreden süztilerek, diğer yarısı ise filtreden geçirilmeden 

steril erlenmayerlere alınmıştır. 

Toksin dilüsyonlarının hazırlanması: Medium J içinde hazırlanan katil 

suşların filtre edilmiş ve edilmemiş toksinierinden Mcllvains tamponu içinde % O, O. ı, 

10, 30, 50, 80 ve 100' lük dilüsyonlan hazırlanmıştır. 

Fluoresans boyama işlemi: Hazırlanan duyarlı hücre çöküntüsüne tampon 

içinde hazırlanan toksin dilüsyonlanndan ı' er ml aktanlmış ve eppendorf tüpleri 

verteks ile 5-10 sn karıştırılmıştır. Daha sonra herbir örneğe ıoo ı.ıl % 10' luk (w/v) 

glukoz ve ıoo ı-ıl Fluorescein çalışma solüsyonu ilave edilmiştir. Tüpler elle 

çalkalandıktan sonra +2 °C' da karanlıkta 2 saat inkübasyona bırakılmıştır. 

inkübasyondan sonra hücreler 6200 rpm'de +4 oc da 5 dakika santrifuj edilerek 

toplanmış ve süzüntü uzaklaştınlmıştır. Ortamda bulunan fluoresan boyayı tamamen 

uzaklaştırmak ve fotoğraf çekimlerinde fluoresan ışımaya karşı koyu bir zemin elde 

etmek için hücre çöküntüsü üç kez 6200 rpm' de +4 °C da 5 dakika olmak üzere 

yıkanmıştır. Çöküntü mikroskobik inceleme için 2.50 ı-ıl steril distile su içinde tekrar 

süspansiyon haline getirilmiştir. Tüpler hiç ışık almadan derhal mikroskobik incelemeye 

alınmıştır. 

Mikroskobi: Bölümümüzde bulunan Olympus BX.SO araştırma 

mikroskobunun ışık aparatı kullanılarak Thoma lamının 4, ıo, 20 ve 40X' lik 

objektiflerdeki görüntüsü Kodak ıoo ASA' lık film ile Olympus PM-30 otomatik 

fotomikrografi aracı ile fotoğraflanmıştır. Bundan sonraki çalışmalar karanlık ortamda 
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gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan hücre solüsyonundan 100 fll, % 70' lik alkol ile 

temizleneo Thoma larnma aktanlmıştır. Preparatın 40X' lik objektifte önce fluoresans 

ataçmanlı Olympus BX50 araştırma mikroskobu ile daha sonra da ışık mikroskobunda 

Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi aracı ile fotografları çekilmiştir. Elde edilen 

fluorasans mikreskobi fotoğraflanndan katil toksin tarafından öldürülmüş ve sarı 

fluoresan ışıma veren hücrelerin sayısı ile aynı preparatın ışık mikroskobisi ile elde 

edilen fotoğrafından da toplam hücre sayısı belirlenmiştir. Sayımlarda Thoma lamının 

ışık mikroskobu ile 40X' lik objek.'iifte çekilmiş fotoğrafının asetat ak."tarılmış master 

çizgilerinden faydalanılmıştır. Master çizgiler ile fotoğraflar üst üste çakıştınlarak 

sayımlar aynı görüntü alanı içinde gerçekleştirilmeye çalışılmıştır. Herbir preparattan 

elde edilen boyanmış hücre sayısının (N) toplam hücre sayısına (NT) oranı toksinin 

dilüsyon oranına karşı grafiklendirilmiştir. Toksinin lethal dozu 0.5 N/NT oranına 

karşılık gelen konsantrasyon olarak belirlenmiştir. 

2. 14. izole Edilen 25.2 ve 25.5 Numaralı izolatların Katil 

Toksinlerinin Etkisinin Belirlenmesi 

Kültür ortanunda katil toksin aktivitesinin inkübasyon süresine bağlı olarak 

canlı maya populasyonlan üzerine etkisini belirlemek için 25.2 ve 25.5 numaralı katil 

izolatlann toksinleri ile Pak-Gıda ve Pazarlama A.Ş.' den sağlanan MY1 ve MY2 

suşları kullanılmıştır. Maya populasyonlan üzerine katil toksin aktivitesi kuantitatif 

olarak Portugal ve ark.' nın (87) geliştirdiği metoda göre araştınlmıştır. Toksin 

solusyonu hazırlamak için 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlar YEPD broth besi ortamında 

21 oc da eksponansiyal faza gelene kadar (48 saat) inkübe edildikten sonra 2 defa 

1240 rpm' de +4 oc da 15 dakika santrifüj edilerek süzüntü steril kaplara aktarılmıştır. 

250 ml' lik erienierde 3 farklı toksin konsantrasyonu çalışılmıştır. Herbir erlene 50 ml 3 

kez konsantre olarak hazırlanan YEPD broth besi ortamı konulmuştur. Bu hacim toplam 

çalışma hacminin % 33' lük kısmını temsil etmektedir. 15, 30 ve 50 ml toksin 

solüsyonu farklı erieniere aktanldıktan sonra, herbir kanşım 50 ml eksponansiyal fazda 

duyarlı kültür (MY1 ve MY2) ile aşılanmıştır. Erienierde toplam 150 ml çalışma 

hacmine ulaşmak için 2. ve 3. erieniere sırasıyla 35 ve 20 ml steril distile su ilave 

edilmiştir. Referans deneylerde toksin içermeyen kültür ortamlan kullanılmıştır. Test ve 

referans kültürler 21 oc ' da 12 saat inkübe edilmiştir. 3' er saat ara ile örnekler alınarak 

hücre yoğunluğu (A600), canlı hücre sayısı (damla plak yöntemiyle) belirlenmeye 
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çalışılmıştır. 12. saat sonunda kültürler filtrelerden (0.08 mg/circle) geçirilerek oda 

sıcaklığında 2 gün kurotulduktan sonra kuru ağırlıklan tayin edilmiştir. 

Deneyler çift paralel olarak çalışılmıştır. Katil toksin aktivitesi test ve referans 

fermentasyonları arasındaki canlı biomastaki azalma yüzdesine göre hesaplanmaya 

çalışılmıştır. 

m k tı"l akti . _ [Q;wy agır!ık)(can!ı hücre şayısı)Referans-(l"Unı altırlıkl(canh hücre sayısılTestl 
-;o a vıte-

(kuru ağırlık)( canlı hücre sayısı)Referans 

formülünden hesaplanmıştır. 

2. ıs. Protein Elektroforezi 

Katil izolat 25.2' nin salgıladığı ve katil aktiviteden sorumlu olan protein 

varlığının moleküler seviyede belirlenmesi ve moleküler ağırlığının tespiti için, kesikli 

SDS jel elektroforez tekniklerinden biri olan SDS-PAGE yöntemi Temizkan ve ark. 

(91) tarafından modifiye edilmiş şekli ile uygulanmıştır. SDS-PAGE yönteminin 

uygulanmasında S. cerevisiae NCYC 232 (K1 tip) pozitif kontrol, S. cerevisiae 

NCYC 1006 (duyarlı suş) negatif kontrol ve 25.2 numaralı izolatta test suşu olarak 

kullanılmıştır. 

2. 15. ı. Protein ekstresinin hazırlanması 

ilgilendiğimiz proteinin ekstrasellüler yani sentezlendikten sonra hücre dışına 

salınan bir protein olduğunu bildiğimiz için izolatlar YM besi ortamında optimum 

şartlarda üretilmiş ve hücreler santrifüj işlemi ile besi ortamından aynlarak işlemlerde 

süzüntü kullanılmıştır. Bu işlemler için önce yatık agar tüplemdeki stoklardan alınan S. 

cerevisiae NCYC 1006, S. cerevisiae NCYC 232 ve katil izolat 25.2 YM broth besi 

ortamında canlandırılmıştır. Kültürlerin 25 °C' daki inkübasyonuna hücre yoğunluğu 

yaklaşık 10S hücre/ml olana kadar devam edilmiştir. Buradan herbir suşun 1000 ml YM 

broth besi ortamına son hücre konsantrasyonu 106 hücre/ml olacak şekilde inkübasyonu 

yapıldıktan sonra 25 oc• da 150 rpm'de 48 saat inkübe edilmiştir. Kültürlerin hücre 

yoğunluğu 5-8xl07 hücre/ml değerine ulaştığında inkübasyon sona erdirilerek, sıvı 

kültürlerden maya hücreleri 1240 rpm' de 4 °C' da 15' er dakika 2 kez santrifüj edilerek 

toplanmıştır. 
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2. ıs. 2. Çöktürme işlemi 

Besi ortamına salgılan proteinleri süzüntüden ayırmak amacıyla 3 farklı 

çöktürme yöntemi uygulanmıştır. Bunlar trikloraasetik asit (TCA) çöktürmesi, aseton 

ile çöktürme ve tuzla çöktürme (amonyum sülfat [(NH4)2S04] ile çöktürme) işlemleridir 

(91). 

Trikloraasetik asit çöktürmesi: 400 ml süzüntü eşit hacimde % 20' lik 

TCA eklenerek, soğukta ( +4 oc) manyetik karıştıncı üzerinde bir gece bekletilmiştir. 

Aseton ile çöktürme: Buzdolu bir kabın içinde manyetik kanştıncı üzerine 

yerleştirilen 100 ml' lik s üzüntü üzerine, yavaş yavaş ve karışurarak 200 ml soğuk ( -20 

oc) aseton katılmıştır. Kanştırma işlemine 30 dakika devam edildikten sonra çöktürme 

işlemine -20 oc• da bir gece beklenerek devam edilmiştir. 

(NH4)2S04 ile çöktürme: Soğukta (4 oc) 100 ml süzüntü içeren bir beher, 

manyetik karıştıncı üzerine yerleştirilerek, çözeltide % 80 (NH4)2S04 doygunluğuna 

ulaşmak için 52.3 gr (NH4)2S04 sürekli kanştırılarak ve yavaş yavaş ortama ilave 

edilmiştir. Manyetik kanştırıcı üzerinde çöktürme işlemine soğukta bir gece beklenerek 

devam edilmiştir. 

Çöktürme işlemleri sona erdikten sonra çözeltiler 14.000 g hızda 4 oc• da 30 

dakika santrifüjtenerek üst sıvı uzaklaştırılmıştır. Çökeltİ kendi hacminin 1-2 katı fosfat 

tamponunda (pH 7.3) çözündürülmüştür. Elde edilen protein solüsyonu plastik steril 

tüplere aktanlmıştır. Diyaliz işlemine hemen geçilmeyecekse sadece aseton çöktürmesi 

uygulanan örnekler -20 oC' da diğerleri ise 4 oc• da saklanmıştır. Bütün işlemler 4 oc• 

da yapılmıştır. 

Süzüntünün 10 ml' si hiçbir çöktürme işlemine tabi tutulmadan eşit hacimlerde 

eppendorf tüplerine aktanlarak -20 oc• da saklanmıştır. 

2. ı S. 3. Diyaliz işlemi 

Protein çözeltisindeki TCA ve amonyum sülfatın uzaklıştınlması için Temizkan 

ve ark.' na (91) göre diyaliz yöntemi uygulanmıştır. Diyaliz tüpü (Sigma D-9527) 

kullanılmadan önce distile su ile iyice yıkanmıştır. Daha sonra tüpün ucu 
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zedelenmeyecek şekilde bağlanmıştır. Bu işlem için diyaliz tüpünün bir ucu kendi 

etrafında birkaç kez döndürülmüştür. Bu şekilde kalınlaştınlmış yüzey üzerinden ince 

bir ip birkaç kez dolanarak sıkı birkaç düğüm atılmıştır. Bu sırada ipin tüpü 

kesmemesine dikkat edilmiştir. Protein çözeltisi bir pipet yardımıyla tüpe 

doldurulmuştur. Tüpün içindeki hava çıkanldıktan sonra, az bir boşluk bırakılarak diğer 

ucuda bağlanmıştır. Diyaliz işlemi için hazır hale gelen tüp en az 1 O katı hacimde diyaliz 

tamponu (distile su) içine atılmıştır. Diyaliz sıvısı birkaç kez yenilenerek 4 °C' da en az 

bir gece manyetik kanştıncıda bekletilmiştir. İşlem tamamlandıktan sonra tüpün bir ucu 

kesilerek içindeki örnek eşit hacimlerde eppendorf tüplerine aktanlmıştır. Bu işlemlerin 

herbir basamağı4 oc• da gerçekleştirilmiştir. Elektroforez işlemine kadar tüpler -20 oc 
da saklanmıştır. 

2. 15. 4. Protein konsantrasyonun belirlenmesi 

Protein çözeltiterindeki protein miktarını belirlenmesi için 280 ve 260 nın' deki 

absorbans değerlerinin oranı (~8c}Aı_60) (Warburg ve Christian Yöntemi) ve Lowry 

Yöntemi olmak üzere iki yöntem kullanılmıştır. Bu yöntemler Temizkan ve ark.' na 

(91) göre uygulanmıştır. 

Warburg ve Christian Yöntemi (A28JA260 oranı): -20 oc da saklanan 

protein örnekleri oda sıcaklığında çözündürülmüştür. Daha sonra tüpler içi buz dolu bir 

kabın içine alınmış ve bütün işlemlerde bu sıcaklığın korunmasına çalışılmıştır. Protein 

örnekleri, süzüntü örnekleri hariç 10 kez sulandırılarak 280 nm ve 260 nın'de 

absorbanslan ölçülmüştür. Daha sonra ~8of~60 oranı hesaplanarak, aşağıdaki 

çizelgedeki (Çizelge 2.3) değerlerden hata düzeltme faktörü bulunmuştur. Faktör 

Protein konsantrasyonu(mg/ml)= Faktör x ~80 formülünde yerine konularak, 

örneklerdeki protein konsantrasyonu dilüsyon faktörüde gözönüne alınarak 

hesaplanmıştır. 
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Çizelge 2.3. A.z.80/A;_60 oranına bağlı olarak, örnekteki nükleik asit oranı (%) ve 
düzeltme faktörlerinin yaklaşık değeri (1 cm ışık yolu için geçerlidir) (9ı) 

A:.sol A.z6o oranı Nükleik asit(%) Faktör 

1.75 0.00 1.116 
1.63 0.25 l.08ı 
1.52 0.50 1.054 
1.40 0.75 1.023 
1.36 1.00 0.994 
1.30 1.25 0.970 
1.25 1.50 0.944 
ı.ı6 2.00 0.899 
1.09 2.50 0.852 
1.03 3.00 0.8ı4 
0.979 3.50 0.776 
0.939 4.00 0.743 
0.874 5.00 0.682 
0.846 5.50 0.656 
0.822 6.00 0.632 
0.804 6.50 0.607 
0.784 7.00 0.585 
0.767 7.50 0.565 
0.753 8.00 0.545 
0.730 9.00 0.508 
0.705 ıo.oo 0.478 
0.67ı ı2.00 0.422 
0.644 ı4.00 0.377 
0.6ı5 ı7.00 0.322 
0.595 20.00 0.278 

Lowry yöntemi: Örneklerin hepsi çok temiz cam tüpler içinde hazırlanmıştır 

ve işlemler eldiven kullanılarak yapılmıştır. Bovin serum al bumin (BSA) kullanılarak ı 

mg/ml' lik hazırlanan stok çözeltiden 25, 50, 100, 200, 259 ı.ıglml BSA içeren standart 

örneklerin toplam hacimleri 0.4 ml' ye distile su ile tamamlanmıştır. Kör örnek için 

BSA içermeyen 0.4 ml distile su içeren tüp kullanılmıştır. Protein örnekleride süzüntü 

örnekleri dışında 10 kez sulandınlarak 0.4 ml hacimde tüplere aktanlmıştır. Tüm 

örnekler 2' şer ml taze hazırlanmış C belirteci (50 ml O. ı N NaOH içinde % 2 (w/v) 

NC1zC03 ve ı ml % ı (w/v) Na veyaK-tartarat içinde % 0.5 (w/v) CuS04.5H20) ile 

karıştırılmıştır. Verteks ile karıştırılan örnekler oda sıcaklığında ıo dakika 

bekletilmiştir. Bu sürenin sonunda, 0.5 ml 1 hacim Folin belirteci: ı hacim sudan 

oluşan kanşım hızla ve verteks ile karıştırılarak örneklere eklenmiştir. örnekler 30 
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dakika karanlıkta bekletildikten sonra 660 nm' de absorbansları ölçülmüştür. Absise 

standart protein çözeltisinin absorbans değerleri, ordinat.a ise bunlara karşılık gelen 

absorbsiyon değerleri yerleşticilerek oluşan grafikten bizim protein örneklerimizin 

içerdikleri protein değerleri sulandırma faktörüde göz önüne alınarak tespit edilmiştir. 

2. lS. S. SDS-PAGE 

Modifiye edilmiş Laemmli metoduna göre 15.5 cm x 14.0 cm ebadında ve 1.5 

mm kalınlığındaki jel ve ayarlanabilir dikey elektroforez aleti ("EC 175 Adjust.able 

Vertical Gel System") kullanılmıştır. 

Ayırma jelinin hazırlanması: Jel dölane aparatı hazırlandıktan sonra, 125 

ml' lik bir erlende ayırmajelini (% lZT) oluşturan çözeltiler, APS (E) hariç Çizelge 2.4 

'deki oraniara göre sırası ile karıştırılarak karışımın havası en az 5 dakika süre ile 

vakumlu desikatörde bekletilerek alınmıştır. APS (E) eklendikten sonra kanşım hava 

kabarcığı oluşturmadan yavaşça çalkalanarak bir enjektör yardımıyla jel kasetine üstten 

2-3 cm boşluk bırakılarak doldurulmuştur. Jelin yüzeyini düzgünleştirmek için, 

yaklaşık 0.3 ml su ile doyurolmuş n-bütanol çözeltisi bir enjektör yardımı ile jel 

kasetinin heriki kenanndan dökülmüştür. Jel en az 1 saat polimerizasyona bırakılmış tır. 

Polimerizasyon tamamlandıktan sonra, üst yüzeydeki but.anol dökülerek jel yüzeyi 

distile su ile birkaç kez yıkanmıştır. 

Yükleme jelinin hazırlanması: 20 ml' lik bir edende, yükleme jeli (%Sf) 

ıçın gereken çözeltiler, APS (E) hariç olmak üzere Çizelge 2.4' deki oranlarda 

kanştınlmıştır. Kanşımın havası vakumlu desikatörde 5 dakika süre ile alındıktan 

sonra, APS (E) eklenmiş ve hava kabarcığı oluşturmadan çözelti kanştınlmıştır. Ayırma 

jelinin üst kısmına yükleme jeli jel kasetinin üst sınırına kadar doldurulmuştur. Tarak 

( 15 cep li) yerleştirildikten sonra jel en az yarım saat polimerizasyona bırakılmış tır. 

Örneklerin hazırlanması: Protein örnekleri -20 oc• den çıkarılarak oda 

sıcaklığında çözündürüldürülmuştür. örnekler daha sonra içi buz dolu bir kaba 

alınmıştır. Süzüntü örnekleri için 8 Jlg, amonyum sülfat çöktürmesi uygulan örnekler 

için 20 Jlg, aseton çöktürmesi uygulan örnekler için 30 Jlg protein içeren hacimdeki 

.. :.;.~ ·, ·., ~.' . ~. 
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örnekler ı O ı-ıl 2X örnek uygulama tampon u (F) ile eppendorf tüplerinde kanştırılmıştır. 

örnekler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletilerek elektroforeze uygulanana kadar 

buz dolu bir kabın içinde bekletilmiştir. -20 °C' dan çıkarılan örnekler kullanıldıktan 

hemen sonra tekrar derin dondurucuya (-20 °C) konulmuştur. Bu işlemler protein 

standart mixture IV (Merck) (12 300, 16 949, 30 000, 42 700, 66 250, 78 000 dalton 

büyüklüğündeki protein markeriarını içerir) içinde uygulanmıştır. 

Çizelge 2.4. Modifiye edilmiş Laemmli metoduna göre SDS jel elektroforezinde 
kullanılanjel kanşımlannı hazırlanması (9ı) 

Ayırmajeli Yükleme jeli 

%lOT % ı2T % ı6T %5T 

Monomer(A) 9.975 ml ı2ml ı5.975 ml 1.6 ml 

Tampon (B) veya (C) 7.5 ml (B) 7.5 ml (B) 7.5 ml (B) 2.5 ml (C) 

% SDS (D) 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.1 ml 

H20 ı 1.925 ml ıo.2 ml 5.925 ml 5.63 ml 

TEMED ısı-ıl 30 ı-ıl ısı-ıl Sı-ıl 

Kanşımın havası alınır 

APS (E) 300 ı-ıı 300 ı-ıl 300 ı-ıl 300 ı-ıl 

Jel kasetine dökülür 

Örneklerin uygulanması ve elektroforez: Polimerizasyonu tamamlanan 

jelden tarak, ceplerin sırasının bozulmamasına dikkat edilerek yavaşça kaldırılmıştır. 

Cepler distile su ile yıkanmıştır. 5X tank tamponu (G), 5 kez sulandırılarak aletin alt 

bölmesine elektrodun temas edeceği seviyeye kadar doldurulmuştur. Polimerize jeli 

taşıyan kaset, jelin alt kısmında hava kabarcığı oluşturmayacak şekilde elektroforez 

aletine yerleştirilmiştir. Aletin üst bölmeside 5 kez sulandırılmış G tamponu ile 

doldurulmuştur. 5 kez sulandınlmış G tamponu ile bir kez yıkanmış ceplere Harnilton 

şırıngası ile 40 ı-ıl hacimdeki örnekleri yüklenmiştir. Elektroforez aletinin üst kapağı 

yerleştirilmiş ve sistem "Pharmacia Electrophoresis Power Supply EPS .500/400" güç 

kaynağına bağlanmıştır. ı6 mA sabit akım örnekler yükleme jelinden çıkana kadar 
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uygulanmıştır. örnekler ayım1ajeline girdiğinde işlem sonuna kadar 25 mA sabit akım 

4-5 saat süresince uygulanmıştır. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin 

alt ucuna 0.5 cm kalana dek yürüdükten sonra akım kesilmiştir. Elektroforez aleti 

açılarak jel kasetinden çıkarılmıştır. İlk uygulanan cebin olduğu tarafın ucu bir parça 

kesilerek örneklerin ceplere uygulanma sırasının kanşmaması sağlanmıştır. 

Jelin boyanması: Jelin boyanmasında hızlı gümüş boyama tekniği Temizkan 

ve ark.' na (91) göre uygulanmıştır. Kasetinden çıkanlan jel, 200 ml formaldehit 

fiksatif çözeltisi (A) içeren plastik kaba alınarak en az 20 dakika orbital kanştırıcıda 

çalkalanmıştır. Fiksatif solusyonu döküldükten sonra, jel distile su ile 2 kez lO'ar 

dakika çalkalanarak yıkanmıştır. Son yıkama suyu uzaklaştınldıktan sonra, 100 ml 0.2 

g/1 Sodyum tiyosülfat (B) solüsyonuna alınanjel 1-2 dakika çalkalanarak bekletilmiştir. 

B solusyonu uzaklaştınldıktan sonra 2 kez 40'ar saniye distile su ile yıkanan jel, son 

yıkama suyu uzaklaştınldıktan sonra 100 ml % 0.1 'lik AgN03 (C) çözeltisine 

alınmıştır. C çözeltisinde en az 10 dakika hafifçe çalkalanarak bekletilmiştir. Bekleme 

süresi sonunda C çözeltisi uzaklaştınlmış ve jel distile su ile yıkanmıştır. Jel 100 ml 

taze hazırlanmış görüntü oluşturma (tiyosülfat developing) çözeltisine (D) alınıp kahve 

renkli bantlar oluşuncaya kadar hafıfçe çalkalanıp 3- 5 dakika bekletilmiştir. Jelin 

boyandığı kaba 5 ml 2.3 M sitrik asit (E) eklenerek pH nötrleştirilmiş ve reaksiyon 

durdurulmuştur. Bant oluşumunun tamamlanması için jel bir gece oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. 

J elin görüntülenmesi: Bant oluşumu tamamlandıktan sonra kaptaki çözelti 

dökülmüş ve jel distile su içine alınarak saklanmıştır. Jelin görüntülenmesinde Kodak 

ı 00 ASA' lık film ve Can on EOS ı OOOF marka fotoğraf makinesi kullanılmıştır. 
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3. BULGULAR 

3.1. Örneklerdeki Mikroorganizma İzolasyonu ve Sayımı 

Toplanan örneklerdeki toplam bakteri, toplam maya ve küf sayılan kob/g olarak 

Çizel ge 3. 1' de verilmiştir. Bu çizelgeye göre boza örneklerindeki toplam bakteri 

sayısının 1.24xl08-2.12xl08 kob/g, maya sayısının ise 1.26xl08-3.02xl08 koblg 

arasında değiştiği tespit edilmiştir. Boza örneklerinde en fazla bakteri ve maya sayısına 

3. örnekte rastlanırken en az sayı 2. örnekte bulunmuştur. İkinci örnekte hiç küfe 

rastlanmazken, en fazla küf 3. örnek'te sayılmıştır. örneklerdeki ortalama küf sayısının 

ise 2.80x 102 ko b/ g ile 4.00x 102 ko b/ g arasında değiştiği tespit edilmiştir. 

Otuzbir adet ekşi hamur örneğinin 10' unda bakteri ve küf tespit edilememiştir. 

örneklerde tespit edilen toplam bakteri sayısı 1.6x 106 ile 2.31 x 108 ko b/ g arasında 

değişmiştir. Ekşi hamur örneklerinin sadece 6' sında küfe rastlanmıştır. Bu örneklerin 

gramındaki en az küf sayısı 6.0xl01
, en çok küf sayısı ise 2.60xl02 olarak 

belirlenmiştir. Ekşi hamur örneklerinin ll tanesinde toplam bakteri sayısı 107
, 7 

tanesinde 106 ve 3 tanesinde 1 OS seviyelerinde tespit edilmiştir. 

Otuzbir adet ekşi hamur örneğindeki toplam maya sayısının toplam bakteri 

sayısına oranla daha fazla olduğu belirlenmiştir. Örneklerin 8' inde 106
, 10' u nda 107

, 

12 örnekte 108 ve sadece bir örnekte lOS seviyesinde toplam maya sayısı belirlenmiştir. 

En düşük toplam maya sayısı 9.25xl05 kob/g, en yüksek maya sayısı ise 6.0xl08 

kob/g' dır. 

Ticari yaş maya örneklerindeki maya sayısı 7.2x109-9.5x109 kob/g arasında 

değişmiştir. Bu örneklerde küfe rastlanmamıştır. Bakteri sayısının ise 9.32x109 kob/g 

ile ll.Ox 109 ko b/ g arasında değiştiği tespit edilmiştir. 

Ticari kuru may.a örneklerinde bakteri ve küfe rastlanm.azken, toplam may.a 

sayısı 2.58x109-2.48xl010 kob/g olarak belirlenmiştir. 



Çizel ge 3 .1. örneklerdeki toplam bakteri, küf ve maya sayılan 

öRNEK Toplam bakteri sayısı Toplam maya sayısı 
(kob/ıı) (kob/g) 

ı. örnek 1.80xlo8 1.65xıo8 
BOZA 

2.örnek 1.24xıo8 1.26xıo8 
BOZA 

3. örnek 2.12xıo8 3.02xıo8 
BOZA 

4.örnek 1.69xlo8 1.79xlo8 
BOZA 

S. örnek ı.mxıo7 1.04xıo7 
EKS1 HAMUR 

6. örnek 2.3ıxıo8 1.95xlo8 
EKsiHAMUR 

7. örnek 4.83xıo7 8.50xıo7 
EKŞİ HAMUR 

8. örnek 3.58xıo6 3.58x1o6 
EKŞİ HAMUR 

9. Örnek 1.65xıo7 1.48xıo7 
EKS1 HAMUR 

10. örnek 3.42xıo7 2.axıo7 
EKŞİ HAMUR 

ll. örnek 1.42xıo6 1.13x106 
EKS1 HAMUR 

12.örnek ı ı.oxıo9 7.2xıo9 
YASMAYA 

13. Örnek 9.6xıo9 9.5xıo9 
YAŞMAYA 

14. örnek 9.32xıo9 7.46x1o9 
YASMAYA 

15. örnek - 3.4ıxıo9 
KURUMAYA 

16.örnek - 2.48xıolü 
KURUMAYA 

17.örnek - 2.58xıo9 
KURUMAYA 

lS. örnek 7.83xıo6 1.04xıo8 
EKSiHAMUR 

19. örnek - 2.23xlo8 
EKŞİ HAMUR 

20.örnek 1.21x1o8 8.75xıo7 
EKSiHAMUR 

21. örnek - 1.21xlo8 
EKSt HAMUR 

22.Örnek 2.08xıo7 9.46xıo6 
EKŞİ HAMUR 

Toplam ktif sayısı 
(kob/g) 

3.0xıo2 

-

4.oo xıoı 

2.80 xıoı 

2.60 xıo2 

6.oxıoı 

1.80 xıoı 

2.50 X102 

2.00 xıoı 

2.60Xl<f 

··~ 
·-·' .:- .. 

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-
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Çizelge 3. 1. (Devam) Örneklerdeki toplam bakteri, küf ve maya sayılan 

ÖRNEK Toplam bakteri sayısı Toplam maya sayısı Toplam ktif sayısı 
(kob/g) (kob/g) _ikob/_g}_ 

23.Ömek 2.30x107 1.05xıo8 -
EKSİ HAMUR 

24.Ömek 1.98xıo7 2.83xıo7 -
EKSİ HAMUR 

25.öRNEK 1.38xıo6 1.05xıo6 -
EKSi HAMUR 

26.örnek 2.0xıo6 7.33xıo6 -
EKSİ HAMUR 

27.örnek 1.90xlo8 4.73xıo7 -
EKSiHAMUR 

28.Ömek 2.83xıo7 4.66xıo7 -
EKS1 HAMUR 

29.örnek 9.26xıo7 1.2lxlo8 -
EKS1 HAMUR 

30.örnek - 1.35xıo8 -
EKSi HAMUR 

31. örnek - 1.08xıo8 -
EKSi HAMUR 

32. örnek - ı.oxıo8 -
EKŞİ HAMUR 

33.örnek 3.5xıo6 3.66xlo6 -
EKŞİHAMUR 

34.örnek 3.83xıo7 6.0xlo8 -
EKSİ HAMUR 

35.örnek - 1.08xıo8 -
EKŞİ HAMUR 

36. örnek - 1.48xıo8 -
EKSi HAMUR 

37. örnek 2.25xıo7 9.25xıo5 -
EKSi HAMUR 

38.örnek - 7.66xıo6 -
EKSİ HAMUR 

39.örnek 1.6xlo6 2.33xlo6 -
EKŞİHAMUR 

40.örnek - 9.41xıo7 -
EKSi HAMUR 

41. örnek - 9.41xıo7 -
EKŞİ HAMUR 
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3.2. Maya Suşlarının Büyüme Eğrileri 

25.2, 25.5, MYl, MY2, S. cerevisiae NCYC 1006 ve S. cerevisiae S6'nın 

büyüme eğrileri incelendiğinde, S. cerevisiae NCYC 1006 hariç hepsinin ilkdört saat 

içinde lag fazını sürdürdükleri 4. saatten itibaren logarifmik faza geçtikleri ve 16. saatten 

sonra durgunluk fazına ulaşlıklan tespit edilmiştir. S. cerevisiae NCYC 1006 ise lag 

fazırundan 8. saat sonunda çıkmış, logaritmik fazı 30. saate kadar sürmüş ve bu saatten 

sonra durgunluk fazına girmiştir (Şekil3. 1). 

-S6 

-ı006 

-25.2 
--25.5 
-MY! 
--<>-- MY2 

Zaman (saat) 

Şekil3. 1. Maya suşlannın büyüme eğrileri. 

3.3. Katil Aktivite Testleri için En Uygun Yöntemin Belirlenmesi 

Referans katil suşlar ile yapılan katil aktivitenin belirlenmesi deneylerinde en iyi 

gözlemlenebilen, net ve kolay bir şekilde ölçümü yapılabilen inhibisyon zonlarının % 

1.2' lik agar içeren besi ortamında ve 104 kob/ml duyarlı suş konsantrasyonunda 

gözlemfiği tespit edilmiştir. Yayma plak yöntemi kullanılarak uygulanan testlerde 

dökme·plak yöntemine· göre-yapılan testlerden daha net ve iyi farkedilebilen inhibisyon 
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zoruannın oluştuğu belirlenmiştir. Yine bu testlerde test suşu kürdan ile duyarlı suş 

üzerine çizildiğinde oluşan inhibisyon zonunu şekil ve büyüklüğünün çizgi şekil ve 

büyüklüğüne göre değiştiği saptannuştır. Bunun yanı sıra sıvı besi ortamında 

geliştirilen test suşu kültüründen duyarlı suş üzerine damlatıldığında oluşan inhibisyon 

zonu sınırlannın daha düzgün olarak oluştuğu çalışmalanmızda saptanmıştır. Bütün 

deneme testlerinde 2 günlük inkübasyon sonunda duyarlı suş üzerindeki katil suşlann 

etrafında şeffaf bir inhibisyon zonu oluştuğu, bunu takip eden 3. günün sonunda ise 

besi ortamında bulunan Metilen mavisi boyasının ölen duyarlı hücrelerin üzerinde 

birikmesi sonucu inhibisyon zonunun iç sınırlannda mavi renkli kolonllerden oluşan net 

bir hat gözlenmiştir (Şekil 3.2). Bu sonuçlara göre % 1.2' lik agar konsantrasyonun, 

104 kob/rnl duyarlı suş konsantrasyonun ve yayma plak yönteminin izole ettiğimiz 

mayalarm katil aktivitelerinin belirlenmesinde en uygun yöntem olduğu tespit edilmiştir. 

Test izolatlan için çizgi ve damla testlerinden birtanesi seçilerek uygulanmıştır. 

Şekil 3.2. Katil izolatlann duyarlı suş üzerinde oluşturduklan inhibisyon zonlan 
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Katil izolatlarda toksin ak.1ivitesi üzerine etki eden çeşitli faktörlerin 

belirlenmesinde, hücresiz kültür filtratlan 0.2 Jim' lik selüloz asetat filtreden geçirilip 

0.7 cm' lik çukurlara 40 J!l bırakıldığında, aynı miktarda diskiere emdirilerek yada 

direkt olarak yayma ve dökme plak yöntemlerine göre hazırlanmış duyarlı suş plaklan 

üzerine uygulandığında inhibisyon zon oluşumu hiçbir deneme sonucunda tespit 

edilememiştir. Bütün bu işlemler katil izolatın sıvı kültürü santrifüj edilmeden ve 

filtreden geçirilmeden tekrarlandığında inhibisyon zonlan net bir şekilde gözlenmiştir 

(Şekil 3.3). Bu nedenle dökme plak yöntemi ile 40 J1l sıvı kültürün 0.7 cm çaplı 

delikiere bırakılması toksin aktivitesine etki eden faktörlerin belirlenmesinde 

uygulanacak yöntem olarak seçilmiştir. Dökme plak yöntemi uygulama kolaylığı ve 

zamandan kazandırdığı, 0.7 cm çaplı delikler de ölçüm kolaylığı sağladığı için tercih 

edilmiştir. 

Şekil3.3. Fıltre edilmiş ve edilmemiş kültür filtratlan ile katil aktivite testi 
a. Fıltreden geçirilmemiş sıvı kültür ile yapılan katil aktivite testi 
b. Fıltreden geçirilmiş sıvı kültür ile yapılan katil aktivite testi 
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3.4. Maya izolatlarında Katil Aktivite 

Eskişehir ve ilçeleriyle Bilecik'ten sağlanan toplam 4 adet boza örneğinde 97, 

31 adet ekşi hamur örneğinde 307, 3 adet ticari kuru maya örneğinden 30 ve 3 adet yaş 

maya örneğinde 30 tane olmak üzere toplam 464 maya suşu izole edilmiştir (Çizelge 

3.2). Daha sonra bu izolatlarda katil, duyarlı ve nötral fenotip varlığı test edilmiştir. 

Boza izolatlanndan 32 tanesi katil(% 32.98), 13 tanesi duyarlı(% 13.40), 52 tanesi ise 

nötral izolatlar (% 53.60) olarak belirlenmiştir. Ekşi hamur maya izolatlannın 12 tanesi 

katil aktiviteye (% 3.90) sahipken, 79 tanesi duyarlı (% 25.73), 216 tanesi ise nötral 

izolat (% 70.35) fenotipi göstermiştir. Ticari yaş ve kuru maya izolatlannın hiçbirisinde 

katil veya nötral izolat (% O) fenotipine rastlanmamıştır. Bu örneklerdeki maya 

izolatlarının hepsi duyarlı fenotip (% 100) göstermiştir (Çizelge3.2). 

ÇizeJge 3 .. 2 .. örneklerde.ki toplam, k.atil, duyarlı ve nötral izolat sayılan ve % dağılım 
oranları 

Örnek tipi Toplam Katil izolat Duyarlı izolat Nötral izolat 
· izolat sayısı sayısı ve % oranı sayısı ve % oranı sayısı ve% oranı 

Boza 97 32 (% 32.98) 13 (% 13.40) 52 (% 53.60) 

Ekşi hamur 307 12 (% 3.90) 79 (% 25.73) 216 (% 7035) 

Ticari kuru 30 o (%O) 30 (% 100) o (%O) 
maya 

Ticari yaş 30 o (%O) 30 (% 100) O (%O) 
maya 

Toplam izolat 
sayıları 464 44 152 268 

Çi.zelge 3.3' de örneklerden izole edilen toplam izolat sayısı ile bu izolatlarda 

belirlenen katil, duyarlı ve nötral fenotip gösteren izolat sayılannın örneklere göre 

dağılımı görülmektedir. Üçüncü boza örneğinden izole edilen toplam 29 izolattan 17 

tanesi katil aktiviteye sahip olarak belirlenmiştir. Yirmisekiz izolatın değerlendirmeye 

alındığı 2. boza örneğinde 7 tane katil izolat, 23 izolatın test edildiği 4. örnekte ise 5 

katil maya izolatı belirlenirken, 17 izolatın incelendiği 1. boza örneğinde 3 tane katil 

aktiviteye sahip maya izolatı tespit edilmiştir. Katil izolat sayısına dayanılarak yapılan 

bu sıralama örneklerin sahip olduğu duyarlı izolat sayısı bakımından da aynı olarak 
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karşımıza çıkmaktadır. Buna göre 3. örnekte 5, 2. örnekte 4, 3. örnekte 3 ve ı. örnekte 

ı izolat duyarlı maya fenatipi göstermiştir. örneklerdeki nötral izolatlar ise örnek 

numara sırasına göre 13, ı7, 7 ve 15 adet olarak karşnnıza çıkmaktadır. Otuzbir adet 

ekşi hamur örneğine ait 307 izolattan sadece ı2 tanesi katil izolat özelliği göstermiştir. 

Bunlardan ı8. örneğin 2 izolatından ı, ı9. örneğin 3 izolatından ı, 23. örneğin 13 

izolatından ı, 24. örneğin ı6 izolatından 3, 25. örneğin 6 izolatından 2, 26. örneğin 3 

izolatından ı, 27. örneğin ı4 izolatından 1, 36. örneğin 3 iz.olatından 2 tanesi katil 

izolatlar olarak belirlenmiştir. Herbir örnekteki duyarlı izolat sayısı 0-13 arasında 

9eğişme.kle beraber, 307 izolatın 79 tanesi duyarlı izolat olarak tesbit edilmiştir. ı 0., 

18., 27., 30., 34., 37. ve 40. örneklerde hiç duyarlı izolata rastlanmazken; 5., 8., 9., 

21., 32., 36. ve 39. örneklerde 1 'er tane; 19,, 23., 26 .. 2.9., 30. ve 35. örneklerde 2' 

şer tane; 20., 24. ve 41. örneklerde 3' er tane; 25., 33. ve 38. örneklerde 4' er tane; 22. 

ve 31. örneklerde 5' er tane; 7. örnekte 7; ll. örnekte 9 ve 6. örnekte 13 tane duyarlı 

izolat belirlenmiştir. Örneklerde katil ve duyarlı izolat sayısına göre daha fazla sayıda 

nötral iz.olat fenatipine rastlanmıştır. Nötral iz.olat sayısı örneklerde 0-23 arasında 

değişmiştir. En çok sayıda nötral izolata 9. örnekte rastlanırken; 19., 20., 25., 26. ve 

36. örneklerde nötral izolata rastlanmaınıştır. 

Çizel ge 3.3. örneklerden izole edilen maya suşlarının sayısı ve bunlarda tespit edilen 
katil, duyarlı ve nötral fenotip sayılan 

örneklerin Test edilen Katil Duyarlı Nötral 
kaynağı izolat sayısı izolat sayısı izolat sayısı izolat sayısı 

Boza ı 17 3 ı 13 
Boza2 28 7 4 17 
Boza3 29 17 5 7 
Boza4 23 5 3 15 
Ekşi hamur S 
Çukurhisar 19 o ı 18 
Ekşi hamur6 
Alpu 27 o 13 14 
Ekşi hamur7 
Kümbet 28 o 7 2ı 
Ekşi hamur8 
İnönü 15 o ı ı4 
Ekşi hamur9 
Pazaryeri 24 o ı 23 
Ekşi hamur ı O 
Çavlum 10 o o lO 
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Çizelge 3.3. (Devam) Örneklerden izole e.dilen maya suşlannın sayısı ve bunlarda 
tespit edilen katil, duyarlı ve nötral fenotip sayılan 

Örneklerin Test edilen Katil Duyarlı Nötral 
kaynağı izolat sayısı izolat sayısı izolat sayısı izolat sayısı 

Ekşi hamur ll 
Mihallıçık ı6 o 9 7 
Yaş maya 12 
Ticari 10 o 10 o 
Yaş maya 13 
Ticari 10 o 10 o 
Yaş maya 14 
Ticari ı o o ı o o 
Kuru maya 15 
Ticari 10 o 10 o 
Kuru maya 1 6. 
Ticari 10 o 10 o 
Kuru maya 17 
Ticari 10 o lO o 
Ekşi hamur 18 
Tepebaşı 2 ı o ı 
Ekşi hamur 19 
Deliklitaş 3 ı 2 o 
Ekşi hamur 2 O 
Odunpazarı 3 o 3 o 
Ekşi hamur 21 
Muttalip 3 o ı 2 
Ekşi hamur 2 2 
Çifteler Cad. 7 o 5 2 
Ekşi hamur 23 
Yıldıztepe I 13 ı 2 10 
Ekşi hamur 24 
Yıldıztepe II 16 3 3 10 
Ekşi hamur 25 
Yunusemre Cad. 6 2 4 o 
Ekşi hamur 2 6 
Ziyapaşa Cad. 3 ı 2 o 
Ekşi hamur 2 7 
Çifteler Cad. 14 ı o 13 
Ekşi hamur 28 
Yeşiltepe 3 o 2 ı 
Ekşi hamur 2 9 
Yenikent I 4 o 2 2 
Ekşi hamur 3 O 
Yenikent II 4 o o 4 
Ekşi hamur 3 1 
Sütlüce 6 o 5 ı 
Ekşi hamur 3 2 
Anadolu Ünv. 3 o ı 2 
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Çizelge 3.3. (Devam) örneklerden izole edilen maya suşlannın sayısı ve bunlarda 
tespit edilen katil, duyarlı ve nötral fenotip sayılan 

örneklerin Test edilen Katil Duyarlı Nötral 
kaynağı izolat sayısı izolat sayısı izolat sayısı izolat sayısı 

Ekşi hamur 3 3 
TunalıMah. 5 o 4 ı 
Ekşi hamur 3 4 
Vişnelik I ı2 o o ı2 
Ekşi hamur 3 5 
Vişnelik II 8 o 2 6 
Ekşi hamur 3 6 
Çifteler Cad.II 3 2 ı o 
Ekşi hamur 37 
Alanönü ı o o o 10 
Ekşi hamur 3 8 
Odunpazan 7 o 4 3 
Ekşi hamur 3 9 
Tunalı 8 o ı 7 
Ekşi hamur 4 O 
Akarbaşı ı5 o o ı5 
Ekşi hamur 41 
Bilecik 10 o 3 7 

3. 5. Katil Maya izolatlarının identifikasyonu 

İzole ettiğimiz katil maya suşlannın identifikasyonunda kullanılan testierin 

sonuçlan Çizelge 3.4 ve 3.5' te özetlenmiştir. İzolatlar fermentasyon ve asimilasyon 

reaksiyonlanna göre 6 farklı gruba aynlmışlardır. Birinci ve 2. grupta yer alan 25.2 ve 

25.5 numaralı izolatlar glukoz, galaktoz ve sukrozu hem fermente hem de asimile 

etmişlerdir. 25.5 numaralı izolat maltozu sadece asimile etmiş ancak fermente 

edememiştir. 25.2 numaralı izolat maltoz hem asimile hem de fermente etmiştir. Bu iki 

izolat taktoz ve ksitozu sadece asimile etmiş, trehaloz, melibioz ve sellobiozu ne 

fermente ne de asimile etmişlerdir. Laktoz bu iki izolat tarafından fermente 

edilmemesine rağmen asimile edilmiştir. Salisin ve arbütin ise sadece asimile edilirken, 

sarboz, glukozamin, riboz ve arabinoz asimile edilememiştir. Üçüncü grup izolatı olan 

36.ı ise; trehaloz ve melibiozu fermente ve asimile edememiş; glukoz, galaktoz, maltoz, 

sukroz, laktoz, sellobioz ve ksilozu fermente etmemiş fakat asimilasyonunu 

gerçekleştirmiştir. Asimilasyon testlerinde ise bu izolatın, salisin ve arbutin dışındaki 

diğer karbon kaynaklannı asimile ettiği tespit edilmiştir. Dördüncü. grupta yer alan 36.3 
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ve 23 .ı numaralı izolatlar melibiozu fermente ve asimile etmemişlerdir. Bu izolatlar 

glukoz, galak:toz, maltoz, sukroz, trehaloz, lak:toz, sellobioz ve ksilozu fermente 

edememiş ancak bu karbon kaynaklarının asimilasyonunu gerçekleştirmişlerdir. Bu 

grubun izolatları asimilasyon deneylerinde salicin dışındaki diğer karbon kaynaklarını 

asimile etmişlerdir. Beşinci grupta yer alan 24.ı4 numaralı izolatın glukoz, galaktoz ve 

sukrozu hem fermente hem asimile ettiği, maltoz, trehaloz, melibioz, laktoz ve ksilozu 

fermente edemediği fakat asilİmile ettiği belirlenmiştir. Sellobioz ise hem fermente 

hemde asimile edilmiştir. Asimilasyon testlerinde ise birtek salisin asimilasyonu için 

negatif sonuç alınırken, diğer testler için pozitif sonuç alınmıştır. Altıncı grupta yer alan 

24.A, 24.B, ıs.ı, 19.2, 26.1 ve 27. 23 numaralı izolatlar karbon kaynaklannı 

fermente edememiş ancak bunlann asimilasyonlannı gerçekleştirmiştir. Asimilasyon 

testlerinde ise arbütin ve salisin dışında, sarboz, glukozamin, riboz ve arabinoz bu grup 

izolatlar tarafından asimile edilmiştir. 

Nitrat 3., 4. ve 5. grup tarafından azot kaynağı olarak kullanılırken, nitrit 3. ve 

5. gnıp için azot kaynağı olarak tespit edilmiştir. ı., 2. ve 6. gnıpta nitrat ve nitrit azot 

kaynağı olarak kullanılamamıştır. Glukoz amin ve kreatinin 3., 4., 5. ve 6. gruplar için 

azot kaynağı olarak kullanılmış, 1. ve 2. gnıp izolatlar bu azot kaynaklarını gelişmeleri 

için kullanamamışlardır. 

Birinci ve 2. gnıp hem 35 hem de 37 oC' da, 3. gnıp sadece 35 °C' da 

gelişebilirken, diğer gruplar bu iki sıcaklıkta gelişme gösterememişlerdir. 

1., 2. ve 5. grup % 0.01 ve % o. ı' lik siklohekzimid konsantrasyonunda 

gelişemezken 3., 4. ve 6. grup üyeleri için bu konsantrasyonlarda gelişme 

kaydedilmiştir. 

Bütün gruplar% .50-D-glukozda gelişme yönünden pozitif sonuç vermişlerdir. 

3. gnıp üreyi hidroliz edebilen tek grup olarak belirlenmiştir. 

Maya izolatlannın vitamin gereksinimlerini belirlemek için yapılan testlerden 

gruplar için belirleyici ve ayırt edici bir sonuç elde edilememiştir. 



Çizelge 3.4. izole edilen mayalann fermentasyon ve asimilasyon testlerine göre belirlenen karakteristik özellikleri 

tzolat Glukoz Galaktoz Maltoz Sukroz Trehal az 
grubu 

I. FA FA FA FA ~ 

grup 

II. FA FA ._A FA -
grup 

lll. -A -A -A -A -
grup 

VI. -A -A -A -A. -A 
grup 

V. FA FA ._A FA -A 
_grup 

VI. -A -A -A -A -A 
_grup 

FA : Fermentasyon ve asimilasyon pozitif 
-A : Fennentasyon negatif asimilasyon pozitif 

- : Fermentasyon ve asimilasyon negatif 
A- : Sadece asimilasyon negatif 

A + : Sadece asimilasyon pozitif 

Mclibio:r. 

-

-

-

-

-A 

-A 

Lakloz Scllobioz Ksilo:z. 

~A 

~A 

-A 

-A 

._A 

-A 

-

-

-A 

-A 

-

-A 

I. grup 25.2 
II. grup 25.5 

III. grup 36. ı 

-A 

-A 

-A 

-A 

-A 

-A 

IV. grup 36.3, 23. ı 
V. grup 24.14 

Sarboz Olukoz Ri boz 
ıımin 

A- A- A-

A- A- A-

A+ A+ A+ 

A+ A+ A+ 

A+ A+ A+ 

A+ A+ A+ 

VI. grup 24.A, 24.B, 18.1, 19.2, 26.1, 27.23 

Ara Sali 
bin sin 
oz 

A- A+ 

A- A+ 

A+ A-

A+ A-

A+ A-

A+ A-

Ar 
butin 

A+ 

A+ 

A-

A+ 

A+ 

A-
: 

·(j] 
<O 



Çizelge 3.5. izole edilen mayalann diğer karakteristik özellikleri 

İzolat Nitrat 
grubu 

I. . 
grup 

II. . 
grup 

III. + 
g_rup 

IV. + 
grup 

V. + 
grup 

VI. . 
grup 

I. grup 25.2 
II. grup 25.5 

III. grup 36. 1 

Nitrit 

-

-

+ 

-

+ 

-

Glukozamin Kreatinin 

-

-

+ 

+ 

+ 

+ 

IV. grup 36.3, 23.1 
V. grup 24.14 

-

-

+ 

+ 

+ 

+ 

35 oc• da 37 oc• da 
gelişme gelişme 

+ + 

+ + 

+ . 

- . 

- -

- . 

VI. grup 24.A, 24.B, 18.1, 19.2, 26.1, 27.23 

%0.01 %0.1 %500- Üre 
siklohekzimid siklohekzimid glukozda hidrolizi 

varlığında varlığında gelişme 

gelişme gelişme 

- - + -

- - + -
ı 

+ + + + ! 

; 

+ + + -

- - + -
! 

+ + + -

~ 
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3.6. Katil Maya İzolatlarının Referans Katil SuşlaraKarşı Duyarlılıkları 

Ekşi hamurörneklerinden izoleedilen 18.1, 19.2, 23.1, 24.A, 24.B, 24.14, 

25.2, 25.5, 26.1, 27.23, 36.1 ve 36.3 numaralı katil izolatlarmız ile MY1 ve MY2' nin 

S. cerevisiae NCYC 232, S. cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae K28, S. cerevisiae 

K7, Debaryomyces hanseneii TK-type V, S. cerevisiae 1385, Pichia 

membranaefaciens CYC 1106 ve P. anomala CYC 1027 referans katil maya suşlanna 

karşı duyarlılıklan test edilmiştir. Bu testin sonuçlarına göre; 18.1, 19.2, 23.1, 24.B, 

24.14 ve 26.1 numaralı izolatlar referans katil suşlann hepsine karşı dirençli olarak 

belirlenmiştir. 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlar ise, S. cerevisiae NCYC 232, S. 

cerevisiae 1385 ve P. anomala CYC 1027' ye karşı duyarlı olarak belirlenmiştir. S. 

cerevisiae K28 bu izolatlarda zayıf bir inhibisyon etkisi göstermiştir. 24.A sadece P. 

anomala CYC 1027'ye karşı duyarlı, diğer referans katil suşlara karşı dirençli olarak 

tespit edilmiştir. 27.23 numaralı izolat ise sadece S. cerevisiae NCYC 738' e karşı 

duyarlı iken diğer referans suşlarakarşı dirençli olarak tespit edilmiştir. Bütün referans 

katil suşlara karşı duyarlılık gösteren izolatlar 36.1 ve 36.3 numaralı izolatlar olarak 

belirlenmiştir. S. cerevisiae NCYC 738 ve S. cerevisiae NCYC 232, MY1 ve MY2 

için etkin bir katil aktivite sergilerken, S. cerevisiae 1385 ve P. anomala CYC 1027 bu 

izolatlarda zayıf bir inhibisyon etkisi göstermiştir (Çizel ge 3 .6). 



Çizel ge 3.6. Katil maya izolatlanmızın referans katil maya suşlarına karşı olan duyarlılıkları 

Test S.cerevisiae S. cerevisiae S.cerevisiae S.cerevisiae D.hanseneii S.cerevisiae 
suşu NCYC738 NCYC232 K28 K7 TK-type V 1385 (K2) 

18.1 - - - - - -
19.2 - - - - - -
23.1 - - - - - -
24.A - - - - - -
24.B - - - - - -
24.14 - - - - - -
25.2 - + Zayıf - - + 

inhibisvon 
25.5 - + Zayıf - - + 

inhibisvon 
26.1 - - - - - -
27.23 + - - - - -
36.1 + + + + + + 
36.3 + + + + + + 
MY1 + + - - - Zayıf inhibisyon 

MY2 + + - - - Zayıf inhibisyon 

+: zon oluşumu var -: zon oluşumu yok 

P.membra 
naeefaciens 
CYC 1106 

-
-
-
-
-
-
-

-

-
-
+ 
+ 
-

-

P.anamola 
CYC1027 

-
-
-
+ 
-
-
+ 

+ 

-
-
+ 
+ 

Zayıf 

inhibisvon 
Zayıf 

inhibisvon 

-.ı 
1\) 



73 

3. 7. Katil Maya izolatlarının Birbirlerine Karşı Olan Katil Aktiviteleri 

Ekşi hamur örneklerinden izole edilen 12 adet katil maya izolatının birbirlerine 

karşı olan katil aktiviteleri test edilmiş ve bu testin sonuçlan Çizelge 3.7' de verilmiştir. 

18.1 numaralı katil izolat 24.14, 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlara karşı katil aktivite 

göstermiştir. 19.2, 23 .ı ve 26.1 numaralı izolatlar 24.A, 24.8, 24.14, 25.2, 25.5 ve 

36.1 numaralı izolatlara karşı katil izolat olarak belirlenmiştir. 24.A izolatı ise 19.2, 

24.14, 25.2, 25.5 ve 36.1 numaralı izolatlara karşı katil aktivite göstermiştir. 24.B 

izolatı 26. 1, 27.23, 36.3' e karşı katil aktivite göstermemiş, ancak diğer suşlara karşı 

etkili bir katil izolat olarak tespit edilmiştir. 24.14 diğer izolatlara karşı katil aktivite 

gösterınemi ştir. 25.2 ve 25.5 sadece 24.14' e karşı, 27.23 numaralı izolatlar ise 24.14 

ve 25.5' e karşı katil izolat olarak belirlenmiştir. 36.1 katil izolatı 24.B, 24. ı4' e karşı, 

36.3 ise ı 9.2, 23.1, 24.B, 24.14 ve 27.23' e karşı katil aktivite göstermiştir. 25.2, 

25.5, 27.23 ve 36. ı numaralı izolatlar dışında kalan katil izolatlar en az 3 tane katil 

izolata karşı etkin olarak tespit edilmiştir. Katil maya izolatlanmn hepsi kendi ürettikleri 

katil toksine karşı dirençli olarak belirlenmiştir. 

Çizelge 3.7. Katil maya izolatlanmn birbirlerine karşı katil aktiviteleri 

Test ı8.ı ı9.2 23.ı 24.A 24.B 24.14 25.2 25.5 26.1 27.23 36.1 
suşu 

18.ı - - - - + - - - - - -
ı9.2 - - - + + - - - - - -
23.1 - - - - + - - - - - -
24.A - + + - + - - - + - -
24.B - + + - - - - - + - + 
24.ı4 + + + + + - + + + + + 
25.2 + + + + + - - - + - -
25.5 + + + + + - - - + + -
26.ı - - - - - - - - - - -
27.23 - - - - - - - - - - -
36.ı - + + + + - - - + - -
36.3 - - - - - - - - - - -

+: zon oluşumu var -: zon oluşumu yok 

36.3 

-
+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
+ 
-
-
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3.8. Katil Maya izolatlarının Toksin Tipi 

Katil maya izolatlanmızın katil toksin tipinin belirlenmesi için S. cerevisiae 

NCYC 232, S. cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae K28, S. cerevisiae K?, S. 

cerevisiae NCYC 1006, MY 1, MY2, 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlarla yapılan testierin 

sonuçlan Çizel ge 3.8' de görülmek.'tedir. Sonuçlar Vagnoli ve ark.' na (39) göre 

değerlendirilmiştir. Çizgilerin çakıştığı noktada duyarlılığın göstergesi olan tek bir zon 

belirdiyse zonun üzerinde belidendiği suş duyarlı suş olarak kabul edilmiştir. Çakışma 

noktasında iki zon belirdiyse, her iki suşta birbirine karşı katil ve duyarlı olarak tespit 

edilmiştir. Hiç zon belirmediyse suşlar birbirlerinin katil aktivitesine karşı dirençli 

olarak değerlendirilmiştir. Bu sonuçlarına göre; hem 25.2 hemde 25.5 numaralı 

izolatılann S. cerevisiae NCYC 232 ile birbirlerine karşı katil aktivite gösterdikleri 

belirlenmiştir. Bu iki suş ve S. cerevisiae NCYC 738' nin birbirlerine kanş katil aktivite 

ve duyarlılık göstermedİğİ yani birbirlerinin katil aktivitesine karşı dirençli olduklan 

tespit edilmiştir. 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlann S. cerevisi.ae K28' e karşı katil suş 

olduğu fakat S. cerevisiae K28' in 25. 2 ve 25.5 numaralı izolatlara karşı katil aktivite 

göstermedi ği belirlenmiştir. S. cerevisi.ae K? ile bu iki suş birbirlerine karşı katil 

aktivite ve duyarlılık göstermemişlerdir. S. cerevisiae NCYC 232 ile S. cerevisiae 

NCYC 738 suşlarının birbirlerine karşı katil suş oldukları belirlenmiştir. S. cerevisiae 

K28 ile S. cerevisiae K? karşılıklı olarak birbirlerinin katil aktivitelerine direnç 

göstermişlerdir. S. cerevisiae NCYC 1006' nın bu testte kullanılan tüm katil suşlara 

karşı duyarlı olduğu tespit edilmiştir. MYl ve MY2 suşlan ise. S. cerevisiae K? ve S. 

cerevisiae K28 dışındaki tUm katil suşlara karşı duyarlı olarak belirlenmiştir. MY 1, 

MY2 ve S. cerevisiae NCYC 1006 hiçbir suşa karşı katil aktivite göstermemiştir. 



Çizelge 3.8. Katil maya izolatlannın toksin tipi 

Test suşu 25.2 25.5 S.cerevisiae S.cerevisiae S.cerevisiae S.cerevisiae S.cerevisiae MYl MY2 
NCYC232 NCYC738 K28 K7 NCYC1006 

S.cerevisiae + + - + - - - - -
NCYC232 
S.cerevisiae - - + - + - - - -
NCYC738 
S.cerevisiae + + - + - - - - -

K28 
S.cerevisiae - - - - - - - - -

K7 
S.cerevisüie + + + + + + - - -
NCYC1006 

MYl + + + + - - - - -
MY2 + + + + - - - - -
25.2 - - + - - - - - -
25.5 - - + - - - - - -

~--

+:Çizgilerin çalaşma noktasinda mavi çizgi oluşumu var -: Çizgilerin çakışma noktasinda mavi çizgi oluşumu yok.· 

al 
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3.9. Katil Aktivite Üzerine Çeşitli Faktörlerin Etkisi 

Ekşi hamur örneklerinden izole edilen 12 adet katil maya izolatının katil 

aktiviteleri üzerine farklı sıcaklık, pH, antibiyotik, tuz konsantrasyonlarının ve UV' nin 

etkisi tespit edilmiştir. Katil aktivite üzerine sıcaklığın etkisini araştırmak için 21, 25, 30 

ve 35 oC' da katil ak1ivite testleri yapılmış ve oluşan inhibisyon zon çapları ölçülmüştür. 

21 oc• da 25.2 numaralı izolat ı 1.40 mm' lik en geniş inhibisyon zommu 

oluşturmuştur. 25 ve 30 °C' da ise inhibisyon zon çapları sırasıyla 10.10 ve 9.10 mm 

olarak tespit edilmiştir. 21 °C' da en geniş inhibisyon zon çapı (10.60 mm) oluşturan 

bir diğer izolat ise 25.5 numaralı izolat olmuştur. Bu izolatın 25 ve 30 oc• daki zon 

çaplan ise, 9.90 ve 9.10 mm olarak kaydedilmiştir. Her iki izolatta 35 °C' da katil 

ak1ivite göstermemiştir. 18.1, 19.2, 23.1, 24.A, 24.B, 24.14, 26.1, 27.23 ve 36.3 

numaralı izolatların en geniş inhibisyon zon çaplan 30 °C' da belirlenmiş olup 21 ve 25 
0 C'daki ölçümlerde ise daha düşük değerler kaydedilmiştir. Bu izolatlarda da 35 oc• da 

katil aktivite belirlenememiştir, bu sıcaklıkta maksimum inhibisyon zon çapı veren tek 

izolat 36.1 numaralı izolat olmuştur. Bütün izolatlarda sıcaklık arttıkça zon çaplan 

genişlemiş, maksimum değerden sonra ise katil aktivite gözlenmemiştir (Şekil 3.4 ve 

Çizelge 3. 9). 

lnhibisyon zon çapı 
(mm) 16.,...---------------------, • 18.1 

ll 19.2 

14 

12 

10 

g 

6 

4 

2 

21 25 30 35 

Şekil 3 .4. Katil aktivite üzerine sıcaklığın etkisi 

Sıcaklık 

c 23.1 
fJ 24.A 
[J 24.B 

c 24.14 
D zs.2 
a 25.5 
ı:ı 26.1 
D 27.23 
• 36.1 
c 363 
ı:ı:::ı S. cerevisiae NCYC 738 
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Katil aktivite üzerine pH' nın etkisini belirlemek için testler 2.9, 3.3, 3.7, 4.2, 

4.6, 5.0, 5.4 ve 5.8 pH değerlerinde yapılmıştır. 25.2 numaralı izolatın katil aktivitesini 

en etkin gösterdiği pH değeri 4.6 olarak tespit edilmiştir (12.60 mm' lik inhibisyon zon 

çapı ile). 25.5 numaralı izolatta ise en geniş inhibisyon zon çapı 11.60 mm ile pH 5.0' 

da tespit edilmiştir. Her iki izolat için pH 2.9 ve 3.3' de katil aktivite gözlenmezken, 

diğer pH değerlerinde ölçülen inhibisyon zon çaplan daha düşük değerlerde 

saptanmıştır. pH 2.9' da sadece 24.14 numaralı izolat en yüksek aktiviteyi göstermiştir. 

Bu izolat pH 3.7 ve daha yüksek değerlerde ise katil aktivite göstermemiştir. Diğer 

izolatlar için maksimum inhibisyon zon çaplannın ölçüldüğü pH değerleri şunlardır; 

24.B pH 3.7 (9.90 mm), 24.A pH 5.0 (10.90 mm), 23.1 pH 3.7 (11.50 mm), 19.2 

pH 4.2 (10.20 mm), 18.1 pH 4.6 (10.40 mm), 36.3 pH 5.0 (10.00 mm), 36.1 pH 4.6 

(10.00 mm), 27.23 pH 4.2 (10.20 mm) ve 26.1 pH 5.0 (11.80 mm) (Şekil3.5). pH 

2.9' da sadece 24.14, pH 3.7' de 23.1, 24.B, pH 4.2' de 19.2, 27.23, pH 4.6' da 

18.1, 25.2, 36.1, pH 5.0' da ise 24.A, 25.5, 26.1 ve 36.3 numaralı izolatlann 

maksimum katil ak-tivite göstermişlerdir (Çizelge 3.9). 24.14 numaralı izolat haricinde 

hiçbir izolat pH 2.9, 3.3, 5.4 ve 5.8' de maksimum inhibisyon zonu oluşturmamıştır. 

En geniş inhibisyon zon çaplan ise pH 4.2-5.0 değerlerinde belirlenmiştir. İnhibisyon 

zon çaplan pH 3. 7' den başlayarak artmaya başlamış, en yüksek değere ulaştıktan 

sonra azalan genişlikteki değerleri ölçülmüştür. 

lnhibisyon zon çapı 

(mm) 16...,.----------------------, 

12 

10 

B 

4 

2 

2.9 3.3 3.7 4.2 4.6 5 5.4 5.8 

pH 

Şekil 3.5. Katil aktivite üzerine pH' nın etkisi 

• 18.1 
ll 19.2 
El 23.1 
IZI 24.A 
D 24.B 
m 24.14 
Cl 25.2 
e ı5.5 
E:J 26.1 
Cl 27.23 
• 36.1 
o 36.3 
O S.cen:visiae NCYC 738 
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Çizelge 3.9. Katil izolatlann katil aktiviteleri için optimum sıcaklık ve pH değerleri 

Test suşu Optimum sıcaklık COC) Optimum pH 
18.1 30°C 4.6 
19.2 30°C 4.2 
23.1 30°C 3.7 
24.A 30°C 5.0 
24.8 30°C 3.7 
24.14 30°C 2.9 
25.2 21 oc 4.6 
25.5 21°C 5.0 
26.1 30°C 5.0 

27.23 30°C 4.2 
36.1 35°C 4.6 
36.3 30°C 5.0 

0.01, 0.05, 0.1 ve 0.3 mg/lt' lik dört farklı siklohekzimid konsantrasyonunda 

katil aktivite testleri yapılarak, antibiyotik konsantrasyonunun katil aktivite üzerine 

etkisi tespit edilmeye çalışılmıştır. Sadece 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlar 0.01 mg/lt 

siklohekzimid konsantrasyonunda 10.00 mm' den geniş inhibisyon zonu oluştumuş, 

diğer katil izolatlann oluşturduğu inhibisyon zon çaplan 10.00 mm' nin altında 

kaydedilmiştir. 0.05 ve 0.1 mg/lt siklohekzimid konsantrasyonunda ise yine bu iki 

izolat 10.00 mm' den küçük inhibisyon zonlan oluşturuken, diğer izolatlar bu 

konsantrasyonlarda katil aktivite göstermemişlerdir. En yüksek antibiyotik 

konsantrasyonunda (0.3 mg/lt) ise hiç bir izolatta katil aktivite belirlenememiştir. Bu 

testtekullanılan antibiyotik konsantrasyonu arttıkça testte kullanılan duyarlı suşta artan 

oranlarda antibiyotikten etkitenmiştir (Çizelge 3. 10). 

UV'nin katil aktivite üzerine belirgin bir etkisi belirlenememiştir (Şekil 3. 6). 

Sadece 36.1 numaralı izolatın 30 sn UV' ye manız bırakıldıktan sonra test edilen 12 

farklı kolonisinden bir tanesinde oldukça etkili bir inhibisyon zonu gözlenmiştir. UV' 

ye maruz kalma süresi arttıkça bununla orantılı olarak petride gelişen koloni sayısında 

azalma tespit edilmiştir. 
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Çizel ge 3.1 O. Katil ak'tivite üzerine farklı antibiyotik konsantrasyonlannın etkisi 

Test suşu 0.01 mg/lt 0.05 mg/lt 0.1 mg/lt 0.3 mg/lt 
18.1 + - - -
19.2 + - - -
23.1 + - - -
24.A + - - -
24.8 + - - -
24.14 - - - -
25.2 ++ + + -
25.5 ++ + + -
26.1 + - - -

27.23 + - - -
36.1 + - - -
36.3 + - - -

++: 10 mm' den büyük inhibisyon zonu +: 10 mm' den küçük inhibisyon zonu 
- : İnhibisyon zonu yok 

Şekil 3.6. Katil aktivite üzerine UV' nin etkisi 
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Katil aktivite üzerine farklı tuz konsantrasyonlannın etkisini araştınnak için katil 

izolatlar % O, 0.3 ve 0.6' lık NaCl konsantrasyonlannda geliştirilerek, yine aynı 

konsantrasyonlarda NaCl içeren YEPD-MB besi ortamında katil aktivite testleri 

yapılmıştır. En geniş inhibisyon zonlan 18.1, 19.2, 23.1, 24.A, 25.2 ve 36.1 numaralı 

izolatlar için % 0.3 NaCl içeren ortamda geliştiriJip yine aynı konsantrasyonda NaCl 

içeren ortamda test edildiklerinde belirlenmiştir. 24.B, 26.1, 27.23 ve 36.3 numaralı 

izolatlarda ise, % 0.3 NaCl içeren ortamda geliştirilip, % 0.6 NaCl içeren ortamda test 

edildiklerinde en geniş inhibisyon zonlan belirlenmiştir. Sadece 25.5 numaralı izolat % 

0.6 NaCl konsantrasyonunda geliştiriJip NaCl içenneyen ortamda test edildiğinde 

maksimum katil aktivite göstenniştir. 24. 14 numaralı izolatta hiçbir tuz 

konsantrasyonunda katil aktivite gözlenmemiştir. 36.3 numaralı izolat % 0.6 NaCl 

konsantrasyonunda geliştirilip % 0.3 ve 0.6 NaCl içeren test ortamlannda katil 

aktivitesini kaybetmiştir (Çizel ge 3. ı 1 ). 

Çizel ge 3. ı 1. Katil aktivite i.izerine tuz konsantrasyonun etkisi 

Katil suşlar 

ı8. ı 

19.2 

23.1 

24.A 

24.B 

NaCl konsantrasyonu 
(% wt/vol) 

o 
0.3 
0.6 

o 
0.3 
0.6 

o 
0.3 
0.6 

o 
0.3 
0.6 

o 
0.3 
0.6 

Duyarlı suş için belirtilen 
NaCl konsantrasyonunda 
(% wt/vol) inhibisyon zon 
çapı (mm) 

s_. cerevisiae NCYC 1006 
o 0.3 0.6 

ıo.4 10.0 13.05 
10.55 14.05 10.55 
ı 1.05 ı 1.55 13.45 

9.9 9.85 10.75 
ıo.4 17.15 10.35 
ıı.2 ıo.35 10.1 

ı0.25 10.4 ı ı .3 
10.75 14.7 10.6 
ıı.8 10.5 12.65 

10.0 9.45 10.3 
10.2 16.45 15.65 
11.1 9.5 10.5 

9.75 9.65 12.65 
10.3 13.9 18.8 
11.55 12.85 12.9 
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Çizelge 3.1 1. (Devam) Katil aktivite üzerine tuz konsantrasyonun etkisi 

Katil suşlar NaCl konsantrasyonu Duyarlı suş için belirtilen 
(% wt/vol) NaCl konsantrasyonunda 

(% wt/vol) inhibisyon zon 
çapı (mm) 

S.. cereviş.iae NCYC 1006 
o 0.3 0.6 

24.14 o 
0.3 
0.6 

25.2 o ı 1.25 ıı.9 ıo.05 
0.3 12.65 13.65 ı 1.95 
0.6 13.55 ı3.45 12.9 

25.5 o ı 1.15 ıl.65 ıı.4 
0.3 ı2.55 12.9 ı2.9 
0.6 13.55 13.45 12.9 

26.ı o ıo.25 ı o. ı ıı.75 
0.3 10.00 18.45 20.15 
0.6 ıo.45 10.5 ı ı. ı 

27.23 o 9.75 9.85 11.9 
0.3 ı 1.65 ı 1.25 ı7.65 
0.6 12.4 9.0 ıo.9 

36.1 o ıo.55 10.95 10.8 
3 ı4.35 ıs.9 17.4 
6 ı2.30 10.4 ı3.0 

36.3 o 9.95 10.90 ı4.1 
0.3 ı 1.35 14.4 19.25 
0.6 ı3.05 

S. cerevisiae NCYC 738 o ı0.30 11.83 12.70 
0.3 9.47 ı 1.08 10.9ı 
0.6 9.64 ıo.46 ı 1.00 
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3. 1 O. Fluoresans Boyama 

Evans' a (85) göre Vondrej ve Palkova tarafından sitoplazmik membrandan 

geçen katil toksin ak.1ivitesinin tahmini için geliştirilen Rhodamine B ölçüm tekniği 

Auorescein boyası kullamlarak ve bazı modifikasyonlarla 25.2 ve 25.5 numaralı katil 

izolatlarımızla uygulanmıştır. Toksinin çeşitli konsantrasyonları ile muammele edilen 

duyarlı suş S. cerevisiae NCYC ı006' nın fluoresans ve ışık mikroskobu ile çekilen 

fotoğrafları karşılaştırıldığında toksinden etkilenip Auorescein boyası ile boyanan 

hücrelerin sarı fluoresan ışıma verdiği, etkilenmeyen hücrelerin ise fluoresan ışıma 

vermediği tespit edilmiştir (Şekil 3.7 a,b). S. cerevisiae NCYC ı006 duyarlı suş 

hücreleri S. cerevisiae K28 suşunun filtre edilmiş ve edilmemiş toksini ile mu amınele 

edildiğinde hücrelerin hiçbirisinde fluorasan ışıma gözlenmemiştir. 

Elde edilen grafiklere bakacak olursak; 25.5 numaralı izolatın filtre edilmiş 

toksinin filtre edilmemiş toksine göre daha az etkili olduğu, filtre edilmiş toksinin % 

100' lük diltisyonunda N/NT oranın 0.9' un altında kaldığı, filtre edilmemiş toksinde ise 

bu oranın ı .0' dan daha yüksek olduğu bulunmuştur. Filtre edilmiş toksinde% O. ı, ı o 
ve 30' luk toksin dilüsyonlannda fluoresan ışıma veren hücre sayısı O iken, toksin 

hücrelere ancak % .50 ve ıoo• lük dilüsyonlarda etkili olmuştur. Filtre edilmeyen 

toksinde ise % 0.1' lik toksin dilüsyonundan itibaren duyarlı hücreler etkilenmeye 

başlamış ve bu etki oranı toksin dilüsyonuna bağlı olarak artmıştır. Lethal doz (LD50 ) 

filtre edilmiş toksinde % 65' lik toksin dilüsyonuna yakın iken, filtre edilmemiş toksin 

için lD50 % .50' den daha küçük bir orandaki toksin dilüsyonuna denk gelmiştir (Şekil 

3. 8). 



Şekil 3.7.a) Katil toksin ile muamele edilen S. cerevisiae NCYC 1006 
hücrelerinin ışık mikroskobundaki görüntüsü 

Şekil3.7. b) Katil toksin ile muamele edilen S. cerevisiae NCYC 1006 
hücrelerinin fluoresans mikroskobundaki görüntüsü 
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N !NT 1.1 

1.0 

::i / - 25.5 fıltre edilmeden 
- 25.5 fıltre edilmiş 

- 232 fıltre edilme.den 

- 232 fıltre edilmiş 

"'l 
0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.0 
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Dilllsyon oranı (%) 

Şekil 3. 8. 25.5 numaralı suşunkatil toksininin S. cerevisiae NCYC 1006 
duyarlı suşu üzerine etkisi 
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25.2 mımaralı izolatın filtre edilmiş toksinin filtre edilmemiş toksine göre daha 

az etkili olduğu belirlenmiştir. 25.2 numaralı izolatın filtre edilmiş toksinin % 0.1' lik 

dilüsyonunda fluoresan ışıma veren hücre sayısı O iken, % 10 ve 30' luk toksin 

dilüsyonlarında fluoresan ışıma veren hücre sayısında büyük bir artış olmuş, N/NT 

oranı 0.7' nin üzerinde tesbit edilmiştir. Toksinin % 50' lik dilüsyonunda fluoresan 

ışıma veren hücre sayısında büyük bir azalma gözlenmiştir. Toksinin % 100' lük 

dilüsyonunda fluoresan ışıma veren hücrelerin sayısı % 30' luk toksin 

konsantrasyonunda tespit edilen sayıyla aynı seviyeye ulaşmıştır. 25.2 numaralı izolatın 

toksini filtre edilmeden duyarlı hücrelere uygulandığında fluoresan ışıma veren 

hücrelerin sayısı % 0.1' lik konsantrasyondan başlayarak % 1 O ve 30' luk 

konsantrasyonlarda ivmeli bir artış göstermiştir. Fıltre edilmeyen toksinin % 50' lik 

konsantrasyonunda fluoresan ışıma veren hücre sayısında filtre edilmiş toksinde 

gözlendiği gibi bir azalma tespit edilmiştir. Auoresan ışıma veren en yüksek hücre 

sayısı toksinin % 100' lük dilüsyonunda belirlenmiştir. Bu konsantrasyonda N/NT 

oranı 0.9' a yaklaşmıştır. Filtre edilmiş toksinin % 100' lük konsantrasyonunda ise 

N/NT oranı 0.75' e yaklaşmıştır. Lethal doz (LD50) filtre edilmiş toksinde yaklaşık 
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olarak % 40 ve 80' lik toksin dilüsyonda, filtre edilmemiş toksinde ise % 45 ve 70' den 

daha küçük orandaki toksin dilüsyonlarnda ortaya çıkmıştır (Şekil 3.9). Her iki çeşit 

toksinde de katil ak1ivite dilüsyonlara bağlı olarak benzer bir grafik sergilemiştir. S. 

cerevisiae NCYC 232 suşunun filtre edilmiş toksininin filtre edilmemiş toksine göre 

daha az etkili olduğu tespit edilmiştir (Şekil 3.8 ve 3.9). 

N/NT 1.11 
1.0 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

o. s 

0.2 

l --a.- 252 filtre edilmeden 

--- 25.2 filtre edilmi, 
-- 232 filtre edilmeden 
___.,__ 232 rıltre edilm.it 

0.0~------........ --------....... -~ o ıo 20 30 .QO so 60 70 eo 90 ıoo ııo 

Dilüsyon onuıı (%) 

Şekil 3. 9. 25.2 mımaralı suşunkatil toksininin S. cerevisi.ae NCYC 1006 
duyarlı suşu üzerine etkisi 

3.1 1. izole edilen 25. 2 ve 25.5 Numaralı izolatların Katil Toksinlerinin 

MYl ve MY2 Suşları Üzerine Etkisi 

Fermentasyonun 12. saatinde MY 1 canlı hücre populasyondaki en fazla azalma 

30 ml 25.5 katil toksini içeren ortamda olurken, bu azalmayı 50 ml ve 15 ml toksin 

içeren ortamlar izlemiştir Ortama 15 ml toksin eklendiğinde canlı hücre populasyonunda 

% 46.33, 30 ml toksin eklendiğinde % 75.65, 50 ml toksin eklendiğinde % 58.65 

veeranında azalma olmuştur (Şekil3.10 ). 
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Şekil3. 10. 25.5 katil suşunun farklı toksin miktarlarının MY1 suşu 
üzerine etkisi 
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MY1 suşu 25.2 katil toksiniyle muamele edildiğinde, canlı hücre sayısındaki en 

fazla azalma 30 ml toksin içeren ortamda olurken, bunu 15 ve 50 ml toksin içeren 

ortamlar takip etmiştir. Bu deneydeki canlı hücre populasyonundaki azalma oranları 50 

ml eklenen toksin için % 36.65, 30 ml eklenen toksin için % 58.65 ve 15 ml eklenen 

toksin için% 43.98 olarak tespit edilmiştir (Şekil3.1 1). 

MY2 suşu 25.5 katil toksinin çeşitli miktarları ile fermentasyona tabi 

tutulduğunda 12. saattİn sonunda canlı hücre populasyonundaki en fazla azalma (% 

83.79) toksinin 50 ml eklendiği ortamda tespit edilmiştir. 30 ml eklenen toksin canlı 

hücre sayısında% 18.98 oranında bir azalmaya neden olurken, 15 ml toksin eklenen 

fermentasyon ortamında referans fermentasyona göre canlı hücre sayısında % 34.72' 

lik bir artış olmuştur. Toksin 15 ml eklendiğinde canlı hücre sayısı ilk 6 saatte sabit 

kalırken daha sonra ivmeli bir artış göstermiştir (Şekil3. 12). 
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Şekil3. ll. 25.2 katil suşunun farklı toksin miktarlannın MYl suşu 
üzerine etkisi 

Canlı bUcre sayısı (log 10) 
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Şekil 3. 12. 25.5 katil suşunun farklı toksin miktarlannın MY2 suşu 
üzerine etkisi 
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MY2 suşu 25.2 toksini ile muarnmele edildiğinde toksin 50 ml eklendiğinde 

ortamdaki canlı hücre sayısı % 26.85 azalırken, bu azalmayı% 18.98 oranı ile 30 ml 

toksin takip etmiştir. 15 ml toksin eklenen ortamda ise hücre sayısı% 34.72 olarak artış 

göstermiştir (Şekil 3. 13). 
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Şekil 3. 13. 25.2 katil suşunun farklı toksin miktarlannın MY2 suşu 
üzerine etkisi 

MY1 suşu ve 25. 5 numaralı izolatın katil toksinin kullanıldığı deneylerde 

ortama 15 ml toksin eklendiğinde% 48.57, 30 ml toksini eklendiğinde% 76.64 ve 50 

ml toksin eklendiğinde% 56.92 oranmda % katil aktivite değerleri belirlenmiştir. MY1 

suşu ve 25. 2 numaralı izolatın katil toksinin kullanıldığı deneylerde ise ortama 15 ml 

toksin eklendiğinde % 5.09, 30 ml toksini eklendiğinde % 53.48 ve 50 ml toksin 

eklendiğinde% 31.37 oranında% katil aktivite değerleri tespit edilmiştir (Şekil3. 14 ). 

MY2 suşu ve 25. 5 numaralı izolatın katil toksinin kullanıldığı deneylerde 

ortama 30 ml toksini eklendiğinde % 18.98 ve 50 ml toksin eklendiğinde % 82.54 

oranında % katil aktivite değerleri belirlenmiştir. Bu suş ile 25. 2 numaralı izolatın katil 

toksinin kullanıldığı deneylerde ortama 30 ml toksini eklendiğinde % 15.86 ve 50 ml 

toksin eklendiğinde % 21.22 oranında % katil aktivite değerleri tespit edilmiştir (Şekil 

3.15) 
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3.12. Protein Elektroforezi 

Lowry yönteminde, BSA standartma göre çizilen grafikten yapılan karşılaştırma 

sonucunda örneklerde belirlenen protein konsantrasyonları sırası ile S. cerevisiae 

NCYC 1006' nın süzüntü örneklerinde 200 ~tg/rnl, amonyum sülfatla çöktürme 

uygulanan örneklerde 500 ııglml, aseton ile çöktürülen örneklerde ise 950 ııglml 

değerlerine karşılık gelen yaklaşık protein konsantrasyon değerleri belirlenmiştir. S. 

cerevisiae NCYC 232' nin süzüntü örneklerinde 175 ıı.g/rnl, amonyum sülfatla 

çöktürme uygulanan örneklerde 600 ~ıglml, aseton ile çöktiirülen örneklerinde ise 850 

ııglml değerlerine karşılık gelen yaklaşık protein konsantrasyon değerleri tespit 

edilmiştir. İzolat 25.2' de ise, süzüntü örneklerinde 200 ı.ıglml, amony'Um sülfatla 

çöktürme uygulanan örneklerde 500 ~tg/ml, aseton ile çöktürülen örneklerde ise 500 

ııglml değerlerine karşılık gelen yaklaşık protein derişim değerleri belirlenmiştir. TCA 

çöktürmesinde ise S. cerevisiae NCYC 1006' nın süzüntü protein konsantrasyonu O 

ııglml iken, S. cerevisiae NCYC 232' nin 100 ı.ıg/rnl, izolat 25.2' nin ise 125 ı.ıglml 

protein konsantrasyonuna sahip olduğu tespit edilmiştir. Aynı örneklere protein 

konsantrasyonlannın belirlenmesi için Warburg ve Christian Yöntemi (A.28ofA.ı60 oranı) 
uygulandığında S. cerevisiae NCYC 1006' nın süzüntü örneklerinde 2.86 mg/ml, 

amonyum sülfatla çöktürme uygulanan örneklerinde 1.87 mg/mJ, aseton ile çöktürülen 

örneklerde ise 8.33 mg/ml; S. cerevisiae NCYC 232' nin süzüntü örneklerinde 2.49 

mg/ml, amonyum sülfatla çöktürme uygulanan örneklerinde 2.45 mg/ml, aseton ile 

çöktürülen örneklerinde ise 8.39 mg/mJ; izolat 25.2' nin süzüntü örneklerinde 2.66 

mg/ml, amonyum sülfatla çöktürme uygulanan örneklerinde 1.93 mg/ml, aseton ile 

çöktürülen örneklerinde ise 8.34 mg/mJ protein konsantrasyonu tespit edilmiştir. TCA 

ile çöktürme işleminde ise S. cerevisiae NCYC 1006 ve 232' de hiç protein 

belirlenemezken, izolat 25.2' de 0.14 mg/ml değerine karşılık gelen protein derişimi 

tespit edilmiştir. 

Hızlı gümüş boyama teknğine göre boyanan jelde, enbelirgin ve birbirinden 

ayırt edilebilen protein bantlan sırası ile aseton çöktürmesi, amonyum sülfat çöktürmesi 

uygulanan protein örneklerinde görülmüştür. TCA çöktürmesi uygulanan örneklerdeki 



91 

protein konsantrasyonun diğer çöktünne yöntemlerine ile elde edilen değerlere göre çok 

daha düşük olması nedeniyle bu örnekler elektroforeze uygulanmamıştır (Şekil 3. 16). 
~ 
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Şekil 3.16. S. cerevisi.ae NCYC 232, S. cerevisi.ae NCYC 1006 ve 25.2 numaralı katil 

izolatın ekstrasellüler proteinlerinin SDS-poliakrilamid jel elektroforezinden sonra 

boyanarak bant örneklerinin gösterilmesi. 1, 5, 13 moleküler ağırlık standard ı. 2, 3, 4 

aseton çöktünnesi uygulanan örnekler, sırasıyla 25.2,S. cerevisi.ae NCYC 232 ve 1006 

suşu için, 6, 7, 8 süzüntü örnekleri, sırasıyla 25.2,S. cerevisiae NCYC 232 ve 1006 

suşu için, 9, ll, 12 (NH4) 2S04 çöktürmesi uygulanan örnekler, sırasıyla 25.2,S. 

cerevisiae NCYC 232 ve 1006 suşu için. Sol taraftaki rakamlar kDa cinsinden 

moleküler standart proteinlerinin moleküler ağırlığını, sağ taraftaki rakamlar ise farklı 

proteinlerin bulunduğu moleküler ağırlıkları göstennektedir 
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Şekil 3.16' da göriildüğü gibi jel beyandıktan sonra 25.2, S. cerevisiae NCYC 

1006 ve S. cerevisiae NCYC 232 suşlarının (NH4) 2S04 çöktürmesi uygulandıktan 

sonra elde ettiğimiz ekstrasellüler protein profilinde 10-20 k.Da arasında moleküler 

ağırlığa sahip, yani katil fenatipten sorumlu olduğunu düşündüğümüz bir protein bantı 

gözlenmemiştir. Süzüntü örneklerinde gözlenen protein bantları ise hem aseton hemde 

(NH4 ) 2S04 çöktürmesi uygulanan örneklerden elde edilen bantlardan çok daha az 

yogun bantlar olarak gözlenmiştir. Genel olarak jelde yüriitülen bütün örneklerde 42 

700 moleküler ağırlığından daha büyük moleküler ağırlığa sahip protein bantları benzer 

bir profilde karşımıza çıkmıştır. En belirgin protein bantlarımn elde edildiği aseton 

çöktürmesi uygulanan örneklerde S. cerevisiae NCYC 232 için diğer örneklerden farklı 

olarak 37 ve 28 kDa civarında iki tane farklı ve oldukça yoğun protein bantı 

gözlenmiştir. Bu bantlar S. cerevisiae NCYC 1006 ve 25.2 suşunda gözlenmemiştir. 

örneklerde S. cerevisiae NCYC 1006' da gözlenmeyip, 25.2 ve S. cerevisiae NCYC 

232' de 10-20 kDa arasında moleküler ağılığa sahip ve katil aktiviteden sorumlu bir 

protein bantıjelde gözlenmemiştir (Şekil 3. 16). 

,. < ~·' c-·- .- : . ·:.ı 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Geleneksel bir Türk içkisi olan boza başta Türkiye olmak üzere, Orta Asya, Orta 

Doğu ve Mrika ülkelerinde başka adlarla yaygın olarak tüketilmektedir. Boza kelimesi 

Farsçada dan anlamına gelen "buze" kelimesinden gelmektedir. Hammaddesi yapıldığı 

yerin tarım ürününe göre değişmekle beraber, genellikle kullanılan hammadde dandır. 

Bundan başka mısır, arpa, çavdar, yulaf, bulgur, karabuğday, pirinç ve nadir olmakla 

birlikte kenevir unu ve ekmek boza yapımında hammadde olarak kullanılmaktadır (92-

93). Elimizdeki literatürlere göre boza mikroflorası ile ilgili çalışmaların az sayıda ve 

daha çok yöresel boyutta olduğu görülmüştür. Bu çalışmalarda bozada çeşitli maya ve 

bakterilerin birarada bulunduğu ve boza fermentasyonunda rol aldıklan belirtilmiştir. 

Türkiye' de Pamir (92) tarafından 1961 yılında yapılan bir çalışmada, bozanın 

etimolojisi, tarihçesi, coğrafyası ve hammaddeleri aynntılı şekilde ele alınmış, bozanın 

kimyasal yapısı yanında bozadaki mikroorganizmalar hakkında da bilgiler verilmiştir. 

Pamir (92) bu çalışmasında bozadaki mikroorganizma sayılan hakkında bilgi 

vermemekle birlikte, izole ettiği mayaların Saccharomyces, Candida ve Torulopsis 

genusuna, bakterilerin ise; Streptococcus, Micrococcus ve Lactobadllus genusuna ait 

olduğunu bildirmiştir. Hancıoğlu ve Karapınar (93) tarafından yapılan başka bir 

çalışmada ise, bozadan izole ettikleri 77 bakteri izolatının Leuconostoc ve Lactobacillus 

genusuna ait bakteriler, 70 maya izolatının ise, Saccharomyces genusuna ait mayalar 

olduğu bildirilmiştir. Yaptıklan 24 saatlik fermentasyon deneylerinde bakteri sayısının 

7.6x105
' ten 4.6xl08

' e, maya sayısının ise, 2.25xl05
' ten 8.1x106

' ya yükseldiğini 

tespit etmişlerdir. Bizim çalışmamızda ise, 4 farklı satış merkezinden sağlanan boza 

örneklerindeki ortalama bakteri sayısı 1.71xl08
, ortalama maya sayısı 1.93x108

, 

ortalama küf sayısı ise 2.45xl02 kob/g olarak tespit edilmiştir. Bakteri sayılan 

Hancıoğlu ve Karapınar (93) tarafından verilen sonuçlarlada uygunluk gösterirken, 

maya sayısı bizim ömeklerimizde 100 kat daha fazla olarak tespit edilmiştir. Birnizdeki 

çalışmalarda boza mikroflorasındaki küf sayılanna ait bilgi bulunmadığı için, elimizdeki 

sonuçlan bozada tespit edilen ilk küf sayılan olarak verebiliriz. Çalışmamızda ağırlığı 

ekşi hamurundan izole elde edilen katil mayalar oluşturduğu için boza 

mikroorganizmalarının identifikasyonu yapılmamıştır. 

Mayaların insanlar tarafından ekmek yapımında kullanılması M.ö. 2000 

yılianna kadar uzansa da, ekmek yapımında standart saf mayanın (S. cerevisiae) 

kullanılması ilk defa Viyana' da 1850' de olmuştur. Ekmek yapımında ticari maya 

kullanımı gün geçtikçe yaygınlaşsa da Türkiye' nin birçok bölgesinde ekşi maya ile 
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ekmek yapımı hala yaşatılan bir gelenektir. Ekşi maya ile hazırlanan ekmeklerin kendine 

hasaroma ve lezzetinin ekşi hamurda bulunan mikrobiyal floradan kaynaklandığı birçok 

araştırıcı tarafından bildirilmiştir. Kendiliğinden fennente olan haımıra taze hamurun 

katılması sonucu mayaların çoğalmaya başlaması ile ekşi hamur meydana gelmektedir. 

Ekşi maya hamura katıldığında nonnal olarak hamur fennentasyonu devam etmektedir. 

Bu mayaya, alkol mayaları ile sirke ve süt asidi bakterilerini içerdiği ve ekşi olduğu için 

ekşi maya adı verilmiştir (94). Starter, ekşi maya ile ekmek yapımında un, su ve bir 

miktar tuz ile karıştırılmakta ve fennentasyon sonunda elde edilen ana hamur bir bakteri 

ve maya kombinasyonu içermektedir. Bu flora ekşimsİ tat oluşumunda, ekmeğin 

kabannasında ve lezzette etkili olmaktadır (95). Ekşi hamurda bulunan 

mikroorganizmaların İzolasyonu ve identifikasyonlan çeşitli araştıncılar tarafından 

yapılmıştır (94-97). Yapılan bu çalışmalarda yöresel olarak kullamlan ekşi maya ve 

hamurlar incelenmiştir. Bizim çalışmamızda ilk aşama olarak Eskişehir ve çevresi ile 

Bilecik' ten sağlanan ekşi hamur örneklerindeki bakteri, maya ve küf sayılan 

belirlenmiştir. Örneklerin hepsinden maya sayımı yapılmış ve en düşük maya sayısı 

9.25xı05 kob/g, en yüksek maya sayısı ise 6.0xı08 kob/g olarak belirlenmiştir (ortalam 

maya sayısı 8.85x 107 kob/g' dır). Kalafatoğlu (95) tarafından yapılan çalışmada maya 

sayısı ıxl04-4.7xı07/g olarak bildirilirken, Vilijoen ve Lues (%) tarafından yapılan 

başka bir çalışmada incelenen ekmek hamurlarındaki en yüksek yabani maya sayısı 

1.4x ı 09 ko b/ g, en düşük maya sayısı ise 1.2x ı 07 ko b/ g olarak verilmiştir. 

Çalışmamızda belirlenen maya sayılan Kalafatoğlu (95) tarafından elde edilen 

sonuçlarla benzerlik gösterirken, diğer çalışınade elde edilen sayılardan daha düşük 

olarak bulunmuştur. Bu fark Vilijoen ve Lues' in (%) Güney Afrika bölgesine, 

Kalafatoğlu' nun (95) Gebze ve çevresine, bizimde Eskişehir ve çevresine ait farklı 

yöresel ekşi hamur örnekleri ile çalışmamızdan kaynaklanabilir. 

Ekşi hamur örneklerimizin% 32.25' inde bakteri ve küf tespiti yapılamamıştır. 

Küfe rastlanan örnekler ekşi hamur örneklerinin % ı9.35' ini oluşturmaktadır. Bu 

örneklerin hepsi, sadece ı ı. örnek hariç, Eskişehir çavresindeki köylerden 

sağlanmıştır. Eskişehir merkezindeki farklı fırınlardan sağlanan örneklerin hiçbirisinde 

küfe rastlanmamıştır. Hem köy hemde fırınlardan sağlanan ekşi hamur örneklerindeki 

toplam bakteri sayısı 1.6xl06-2.3 ıxl08 kob/g olarak tespit edilmiştir. Gebze ve 

çevresinde kullanılan ekşi maya ö~eklerindeki taktik asit bakteri sayılan 9.1 x 106
-

2xl<f/g olarak belirlenmiştir (95). Tamerler (94) tarafından yapılan başka bir çalışmada 

ise hamurda 70xl07-300xl07/g bakteri sayılmıştır. Güney Mrika'da yapılan bir 
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çalışmada (96) ise, bakteri sayısı 2.5x 106 kob/g olarak tespit edilmiştir. 

örneklerimizdeki toplam bakteri sayısı diğer bölgesel hamurlardan elde edilen sayılarala 

uygunluk göstermekle birlikte, her bölgenin ekşi hamurunun kendine has bir 

mikrobiyal kombinasyona sahip olduğu açıkça görülmektedir. Köylerden sağlanan 

örneklerde küfe rastlanmasının nedeni, bu ortamlardaki hijyen koşullarının 

farklılığından kaynaklanabileceği gibi ekmek yapımında kullanılan un, su, tuz vb. 

maddelerden de kaynaklanabil eceği araştıncılar tarafından bildirilmiştir (95-96). 

İncelediğimiz ticari yaş ve kuru mayalarda hiç küfe rastlanmazken, kuru maya 

örneklerinde sadece maya, yaş maya örneklerinde ise maya ile birlikte bakteriyede 

rastlanmıştır. Ticari kuru mayalarda toplam maya sayısı 2.58xl09 ile 2.48x1010 kob/g, 

yaş mayalarda ise 7.2x109-9.5xl09 kob/g olarak belirlenmiştir. Yaş maya 

örneklerindeki bakteri sayısı ise 9.32xl09-1l.Oxl09 kob/g' dır. Korupres maya 

bloklan ile yapılan bir çalışmada, maya sayısı 1.7x1010 kob/g, bakteri sayısı 6.0x107 

kob/g olarak belirtilmiştir (96). üç farklı endüstriyel ekşi hamurda maya ve bakteri 

florasını inceleyen başka bir çalışmada bakteri sayısı l.9xl05-8.3x106
, maya sayısı ise 

1.2xl04-1.3xl08 arasında tespit edilmiştir (95). Bu sonuçlara göre elde ettiğimiz maya 

sayılan ilk çalışmaya yakın değerlerdeyken, bakteri sayılan 100 kat daha fazladır. ikinci 

çalışmaya göre ise, bakteri sayılan en az 1000 kat, maya sayılanda en az 10 kat daha 

fazla olarak karşımıza çıkmaktadır. Elimizde bulunan literatürlerde ticari mayalardaki 

ktif sayılanna ait bilgi olmadığı için bu konuda bir karşılaştırma yapılamamktadır. Ticari 

mayalarda küfe rastlanmaması fabrika üretim şartlanndaki hijyen koşullarının 

uygunluğunu göstermektedir. Ayrıca Kalafatoğlu (95) hamurdaki bakterilerin ekmekte 

küflenmeyi engellediğini bildirmiştir. 

Ekşi hamur örneklerimizin kendine has mikrobiyal florasında maya sayısının 

yüksek, bakteri sayısının ise daha düşük olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlar maya 

sayısının bakterilerden 30-100 misli daha fazla olduğunu bildiren çalışma ile 

desteklenmektedir (94). Bununla birlikte, ekşi hamurdaki bakteri sayısının ticari 

mayadaki bakteri sayısından daha diişük olması Vilijoen ve Lues (96) tarafından 

bildirilen benzer sonuçlarla da uygunluk göstermektedir. 

ilk defa 1963 yılında Makover tarafından S. cerevisiae suşlarında gözlenen katil 

aktivite fenorueni Russel (82) tarafından 1986' da geliştirilen maya plak ölçümü (yeast 

plate assay) yönteminin katil aktiviteye sahip maya suşlarının belirlenmesinde kolaylık 

sağlamasıyla birçok araştırıcı gerek kültür kolleksiyonlarında yer alan mayaları (24, 39, 

43, 48) gereks şarap fermentasyonunda rol alan mayaları (35, 39, 40, 42, 47) ve 
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gerekse çeşitli doğal ortamlardan izole edilen mayalan (25, 36, 46) katil ak'tivite için test 

etmişlerdir. Bugüne kadar bira ve şarapçılıkta rol oynayan mayalardaki katil aktivite 

araştıncılar tarafından detaylı bir şekilde çalışılmasına rağmen, ekmek hamuru, ekşi 

hamur veya bozadan izole edilen mayalar bu aktivite yönünden test edilmemiştir. Bu 

çalışmada ilk kez ekşi hamur ve bozadan izole edilen mayalarda katil, duyarlı ve nötral 

maya özellikleri araştınlmıştır. Elde ettiğimiz sonuçlara göre, bozadan izole edilen 

toplam 97 maya izolatının 32 tanesi(% 32.98) katil, 13 tanesi (% 13.40) duyarlı ve 52 

tanesi ise (% 53.60) nötral izolattır. Otuzbir adet ekşi hamur örneğinden sadece 8 

tanesinde katil mayalara rastlanmıştır. Toplam 307 adet ekşi maya izolatının 12 tanesi 

(% 3.90) katil, 79 tanesi (% 25.73) duyarlı ve 216 tanesi (% 70.35) nötral izolat 

fenotipi göstermiştir. Ticari yaş ve kunı maya örneklerinde ise hiç katil mayaya 

rastlanmamıştır. Yapılan bir çalışmada, 17 adet kuru şarap mayasının 4 tanesi, kültür 

kolleksiyonundan sağlanan 74 mayanın% 14' ü katil,% 79' u nötral,% 7' side duyarlı 

izolatlar olarak rapor edilmiştir (35). Yapılan başka bir çalışmada 18 farklı şarap üretim 

merkezinin 15 tanesinden izole edilen mayalarda katil aktivite belirlenmiştir. Bu şarap 

üretim merkezlerindeki spontan şarap fermentasyonlannda % 88 oranında katil mayaya 

rastlanmıştır. Aynı çalışmada toplam maya populasyonuna göre katil maya oranının 

fermentasyon basarnaklanna göre farklılık göstererek % 0-95.6 arasında değiştiği 

belirtilmiştir (39). İspanya' da yapılan benzer bir çalışmada fermentasyon süresince 

değişmekle birlikte, 1 1 farklı şarap üretim merkezinden toplanan 54 adet örnekten izole 

edilen 270 maya izolatının şırada % 18.8, orta fermentasyonda % 50, geç 

fermentasyonda ise % 58.8 (ortalama % 42.6) oranında katil fenotip gösterdiği tespit 

edilmiştir (40). Kuzey batı İspanya' nın değişik şarap üretim merkezlerinden toplanan 

örneklerdeki katil maya oranı ise % 22.4 gibi daha düşük bir oranda tespit edilmiştir 

(47). Japonya'da 14 farklı şarap üretim merkezinden toplanan 80 adet örneğin 16 

tanesinin% 20 oranında katil mayalar ile kontamine olduğu bildirilmiştir (42). Bizim 

çalışmamızda örneklerdeki test edilen izolat sayısına göre katil maya oranı % 0-66.66 

olarak belirlenmiştir. 

Türkiye'de özçelik ve Dönmez (38) tarafından bölüm kolleksiyonlarında yer 

alan 78 farklı maya suşunun sadece iki tanesinin katil, 45 tanesinin duyarlı, 29 suşunda 

nötral maya fenatipi gösterdiği bildirilmiştir. Türkeyi' nin çeşitli şarap üretim 

bölgelerinden izole edilen 73 mayadan hiç birinde katil fenotipe rastlanmamıştır. Bu 

çalışmada mayalann 63 tanesi duyarlı, 13 taneside nötral maya olarak tespit edilmiştir 

( 49). Rosini' nin (24) yürüttüğü bir çalışmada ise kültür kolleksiyonlanna ait 782 S. 
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cerevisiae suşunun 31 'i katil, 707' si duyarlı, 44' ü ise nötral suş olarak rapor 

edilmiştir. Çekoslovak maya koleksiyonunda test edilen 49 Kluyveromyces suşundan 

5 tanesi, 55 Hansenula suşundan 10 tanesi S. cerevisiae suşlanna karşı katil aktivite 

göstermiştir (48). Tredoux ve ark. (43) Güney Amerika' da Viticultural ve Oenological 

Research Institution kültür kolieksi yonunudaki 85 S. cerevisiae suşunun 7 tanesi katil, 

9 tanesi nötral, 69 tanesi de duyarlı suş olarak bildirilmiştir. 

Almanya, İtalya, Japonya ve İspanya' da şarap üretim merkezlerinden izole 

edilen katil maya oranı oldukça yüksek olmasına karşın, Türkiye' deki şarap 

mayalannda henüz katil fenotip varlığı rapor edilmemiştir. Kültür kolleksiyonlannda 

yapılan çalışmalarda katil maya oranı İtalya' da% 3.96, Güney Amerika' da % 8.23 

olarak rapor edilmiştir. Türkiye'deki çalışma için bu oran % 2.5 olarak bildirilmiştir. 

Boza ve ekşi hamurdan izole edilen mayalan katil aktivite yönünden test eden, Türkiye 

ve dünyada ilk olan çalışmamızda, boza mayalanndaki katil suş oranı % 32.98 gibi 

yüksek bir değerde iken, ekşi hamur izolatlannda ise % 3.90 gibi oldukça düşük bir 

oranda tespit edilmiştir. Türkiye ve diğer ülkelerde yapılan çalışmalarda duyarlı izolat 

sayısı nötral izolat sayısından daha fazla olarak rapor edilmiştir. Bizim çalışmamızda ise 

bunun tersi bir sonuç elde edilmiştir. Yani nötral izolat sayısı duyarlı izolat sayısına 

göre daha fazladır. Katil, duyarlı ve nötral mayalardaki farklı sayı ve oranlara 

araştırmacılar tarafından dikkat çekilmiştir ( 47). 

Farklı katil faktörlerin aynı genus ve tür üyesi mayalar tarafından ve farklı gen us 

veya aynı genusun farklı türleri tarafından üretildi ği bildirilmektedir (22). Araştırmacılar 

tarafından bildirilen farklı katil maya oranları, bu fenatipteki mayaların yayılışındaki çok 

büyük çeşitlilik ile açıklanmaktadır 40-41). Bununla beraber, Avrupa ve Japonya 

arasındaki katil maya florasının dikkate değer bir şekilde farklı olduğu (35), tokalite ve 

habitatın bu oranda önemli bir kriter olduğu (36) ve katil maya populasyonlarında 

mevsimsel varyasyonlam rastlandığı (25) araştıncılar tarafından yapılan çalışmalarda 

rapor edilmiştir. Çalışmamızdaki farklı oranlar hem katil mayaların dağılımındaki büyük 

çeşitlilik hemde Türkiye katil maya florasının farklılığı ile açıklanabilir. 

Barnet ve ark.' na (13) göre identifikasyonu yapılan 12 adet ekşi hamur katil 

maya izolatı fizyolojik özelliklerine göre 6 farklı gruba ayrılmıştır. izolatlann hiçbirisi 

taktozu fermente etmezken, hepsi bu şekeri asimile etmişlerdir. Yapılan bir çalışmada 

ekmek hamurundan izole edilen ve fizyolojik özelliklerine göre 13 gruba ayrılan maya 

izolatlarından 3 grubun taktozu asimile ettiği, hiçbir izolatın ise laktozu fermente 

edemediği bildirilmiştir (97). Yapılan başka bir çalışmada sekiz adet katil izolattan 



98 

sadece bir tanesinin laktozu asimile ettiği rapor edilmiştir (35). Birinci ve ikinci grup 

katil maya izolatlanınız Saccharomyces genusu üyelerine özgü reaksiyonlar vermiştir. 

Birinci grupta yer alan 25.2 numaralı izolat laktoz, salisin ve arabinoz asimilasyon etme 

özelliklerinin haricinde S. cerevisiae türüne ait tipik fizyolojik rneksiyonlar 

göstermiştir. Bu özellikler birçok literatürde anayianmaktadır (13, 35, 42, 95, 97-99). 

25.5 numaralı izolat gösterdiği fizyolojik özelliklerden dolayı Barnet ve ark.' na (13) 

göre S. cerevisiae dışında farklı bir Saccharomyces genusu üyesi, maltozu fermente 

edemediği için Campbell ve Duffus (88) ve Tamerler' e (94) göre S. exiguus, Sanni ve 

Lönner (99) literatürüne göre ise S. cerevisiae' dan ayrı olarak S. chevalieri olarak 

isimlendirilebilir. Shimizu ve ark.' nın (35) rapor ettiği sonuçlara uygun olarak, katil 

izolatlanınız dışandan vitamine gereksinim duymadan gelişmelerini 

sürdürebilmişlerdir. Yine aynı çalışmada katil izolatların 37 °C' da geliştiği 

bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda 25.2 ve 25.5 numaralı katil izolatların bu sıcaklıkta 

gelişirken, diğer gruptaki katil mayalar gelişime göstermemişlerdir. Katil izolatlanınız 

arasında nitratı asimile eden suşlar bulunmaktadır. Bazı katil izolatlarda gözlenen bu 

özellik Shimizu ve ark. (35) tarafından da tespit edilmiştir. Katil izolatlanınızın 

fizyolojik özellikleri diğer çalışmalarda bildirilenlerle uygunluk göstermektedir. 1. ve 2. 

grup dışındaki izolatlar gösterdikleri farklı fizyolojik özelliklerden dolayı Barnet ve ark. 

(13) ve diğer araştırmacılara göre Saccharomyces genusu dışındaki başka genuslara ait 

mayalar olarak tanımlanabilir. Birinci, 2. ve 5. grup mayalar Tamerler' in (94) ekşi 

hamur mayalarından izole ettiği yaş maya izolat tipine ait özellikleri taşımaktadırlar. 

Yapılan benzer çalışmalarda ekşi hamurda başta Saccharomyces genusu olmak üzere 

diğer genus üyelerine ait mayalarda da rastlandığı rapor edilmiştir (95-97). Katil 

izolatlann laktozu asimile etme özelliği önemli bir kriter olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Dağaşan (16) laktozu karbon kaynağı olarak kullanabilen ve fermente eden 

mikroorganizmaların maya üreticileri tarafından alternatif ve ucuz hammadde kullanımı 

yönünden gelecekte ekmek mayası endüstrisinde önemli bir yer tutacağına dikkat 

çekmektedir. Bu açıdan 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlanınız bu konuda ümit vaat 

edebilir. 

Fizyolojik testler maya identifikasyonunda önemli kriterler olarak kabul 

edilmesine rağmen, araştıncılar tarafından bu testlerde değişik kriterlerin kullanılması 

farklı sonuçlann elde edilmesine neden olabilmektedir. özellikle son yıllarda maya 

taksonomisinin, moleküler çalışmalardan elde edilen yeni ve değişik sonuçlar 

doğrultusunda değişkenlik göstermesi ve mayalardaki suş çeşitliliğin çok fazla olması 



99 

izole edilen yeni mayaların identifikasyon çalışmalannı güçleştirmektedir (13, 100). Bu 

nedenlerden dolayı izole ettigirniz katil mayalarm tamamlanması için fizyolojik test 

sonuçlannın moleküler çalışmalar ile desteklenmesi gerekmektedir. 

On iki adet ekşi hamur katil maya izolatının stoklanmızda bulunan referans katil 

mayalara karşı olan duyarlılıklan incelenmiştir. 25.2 ve 25.5 numaralı katil izolatların 

K1 (S. cerevisiae NCYC 232) ve K2 (S. cerevisiae 1385) tip katil toksin üreten S. 

cerevisiae suşlanna ve katil P. anomola CYC 1027 suşuna karşı duyarlı olmakla 

beraber, K2 tip toksin üreten başka bir S. cerevisiae NCYC 738 suşuna karşı dirençli 

olduğu tespit edilmiştir. K28 tip katil toksin (S. cerevisiae 28) ise bu izolatlarada zayıf 

inhibisyon göstermiştir. Pak-Gıda Üretim ve Pazarlam A.Ş.' den sağlanan iki adet ticari 

maya suşu CMY1 ve MY2) ise, Kı (S. cerevisiae NCYC 232) ve K2 (S. cerevisiae 

NCYC 738) tip toksiniere duyarlı iken, S. cerevisiae 1385 (K2 tip) ve P. anomola 

CYC 1027'nin ürettiği katil toksinler bu suşlar üzerinde zayıf inhibisyona neden 

olmuşlardır. 36. ı ve 36.3 numaralı katil izolatlar dışında, test edilen btün suşlann hepsi 

K7 tip toksine (S. cerevisiae K7) karşı direçli olarak belirlenmiştir. 36. ı ve 36.3 

numaralı izolatlar K ı, K2, K7 ve K28 tip S. cerevisiae katil toksinleri ile 

Saccharomyces genusu dışındaki mayaların ürettiği katil toksiniere karşı duyarlı olarak 

tespit edilmiştir. Saccharomyces genusu üyesi 25.2 ve 25.5 numaralı izolatlar dışındaki 

Saccharomyces genustına U ye olmayan diğer katil izolatlardan, 36. ı, 36.3, 24.A ve 

27.23 numaralı izolatlar dışında kalan katil maya izolatlarından hiçbirisi K ı, K2, K7 ve 

K28 tip toksinlerden etkilenmemiştir. Çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlara göre; 

Saccharomyces genusuna ait izolatlar yine bu genus üyelerinin ürettiği katil toksiniere 

karşı duyarlılık göstermişlerdir. Aynca P. anomo!a CYC 1027' de Saccharomyces 

genusuna ait ve bu genus dışındaki katil maya izolatlannın birkaçma karşı katil aktivite 

göstermiştir. Saccharomyces genusuna ait olmayan 24.A, 27.23, 36.ı ve 36.3 

numaralı izolatlar S cerevisiae NCYC 1006' ya karşı katil aktivite göstermelerine 

rağmen, hem Saccharomyces hemde diğer genus liyeleri olan referans katil mayalara 

karşı dirençli olarak tespit edilmişlerdir. Çalışmamızda diğer araştırmalardan elde edilen 

sonuçlara parelel olarak Saccharomyces genusuna üye olan ve olmayan maya 

izolatlannda katil aktivite belirlenmiştir. Bu sonuçlar Young ve Yagui (22) tarafından 

yapılan çalışmanın sonuçlan ile uygunluk göstermektedir. Heard ve Reet (44) ise şarap 

fermentasyonunda gelişen ve Sacchanomyces genusuna ait olmayan maya izolatlannda 

katil aktiviteye rastlamadığını bildirmelerine rağmen Saccharomyces, Candida, 
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Debaryomyces, Kluyveromyces, Hansenula, Pichia, Torulopsis ve Cryptococcus 

genusuna ait mayalarda katil aktivite yapılan birçok çalışmada rapor edilmiştir (25, 48). 

Katil izolatlann birbirleri ile olan çapraz reaksiyonlanndan daha önce yapılan 

çalışmalarda belirtildiği gibi herbir izolatın kendisinin ürettiği katil toksine karşı bağışık 

olduğu tespit edilmiştir. Katil suşların kendi ürettikleri toksine dirençli olmasının bu 

suşlarda kendi toksin ya da toksinlerinin etki bölgesinin olmayışı veya spesifık inhibe 

ya da inaktive edici substratın olmayışı ile açıklanmıştır (22). Yine bir katil suş başka 

bir katil mayayı öldürdüğünde, üretilen toksinin yapısal olarak farklı olması gerektiği 

bildirilmiştir. Çünkü öldüren suşun spesifık bağışıklık sistemi kendi ürettiği toksine 

karşı aktif ama diğer katil toksiniere karşı inaktiftir. Bu nedenle toksinler yapısal ve 

biyokimyasal olarak gösterdikleri farkiara göre Kl-KlO arasında farklı gruplara 

ayrılmıştır (22). 

Aynca Saccharomyces genusu katil izolatlanmız diğer genus üyesi mayalara 

karşı katil aktivete gösteremezken, 18.1, 24.14 ve 27.23 numaralı izolatlar dışındaki 

mayalar birbirlerine ve Saccharomyces genusu mayalara karşı katil aktivite 

göstermişlerdir. Saccharomyces genusu dışındaki mayaların birbirlerine karşı olan katil 

aktiviteleri diğer araştıncılar tarafından da rapor edilmiştir (25, 48). 

25.2 ve 25.5 numaralı katil izolatlar Saccharomyces genusu üyesi olduklan ve 

ticari ekmek mayası üretiminde bu genus üyeleri kullanıldığı için bu iki izolatın katil 

toksin tipi belirlenmeye çalışılmıştır. Elde ettiğimiz sonuşlara göre bu iki katil izolat K 1 

ve K28 tipi suşlara karşı katil aktivite gösterirken, K2 ve K7 tip katil mayalara karşı 

katil aktivite ve duyarlılık göstermemişlerdir. K28 tip katil suşu 25.2 ve 25.5 numaralı 

izolatlara karşı katil aktivite göstermemiştir fakat bu iki suş K28 tip katil maya suşuna 

karşı katil aktivite göstermiştir. 25.5 ve 25.2 numaralı izolatlar K2, K7 ve K28 tipteki 

üç farklı toksine karşı dirençli aynı zamanda KI tip toksine karşı duyarlı olarak 

belirlenmiştir. Vagnoli ve ark. (39) tarafından yapılan bir çalışmada izole edilen K2 

fenotipli katil mayanın K2 tip toksine karşı dirençli yani K2 tip referans suşlan 

öldürmediği fakat KI tipe karşı ise duyarlı olduğu rapor edilmiştir. Çalışmamızda elde 

ettiğimiz sonuç bu bulgu ile desteklenmektedir. İki farklı toksin tipine (Kl ve K2 tip) 

dirençli C. valida katil suşu Vagnoli ve ark. (39) tarafından da rapor edilmiştir. MYI 

ve MY2 ticari ekmek mayası suşlan ise K 1, K2, 25.2 ve 25.5 numaralı katil mayalara 

duyarlı iken, K7 ve K28 tip toksiniere karşı dirençli olarak tespit edilmişlerdir. Katil 

mayaların birbirlerine karşı olan bağışıklık ve katil aktivite özelliklerini inceleyen 

çalışmalarda suşlarda çapraz bağışıklığın bulunmadığı yani KI tip katil suşların K2 tip 
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katil suşları öldürüdüğü, bunun tersi olarak K2 tip katil suşlarında Kl tipleri 

öldürdüğü, bu özelliğinde suşlara bağlı olarak farklılık gösterdiği rapor edilmiştir (22, 

47, 78). Bu farklılığın Kl tip ve K2 tip toksini kodlayan nükleik asit sırasında da 

bulunduğu Bussey ve ark. (2) tarafından bildirilmiştir. Kitano ve ark. (42), yaptıkları 

bir çalışmada Kl tip katil mayaların K2 ve K3 tip katil mayaları öldüğünü, K2 ve K3 

tipierin aynı zamandaKl tip mayalan da öldürdüğünü bildirmişlerdir. Çalışmamızdan 

elde ettiğimiz sonuçlara göre Kl tip katil toksine karşı duyarlı, K2, K7 ve K28 tip 

toksine dirençli, aynı zamanda, Kl ve K28 tip katil mayalara karşı katil aktivite 

gösteren ancak K2 ve K7 tip mayalara karşı etkisiz olan 25.2 ve 25.5 numaralı katil 

izolatlanmızın farklı tip katil mayalar olarak kabul edilebileceği düşünülmektedir. Aynı 

katil grupların farklı direnç fenotipleri gösterdikleri Young ve Yagui (22) tarafında rapor 

edilmiştir. 

Türkiye'de yapılan çalışmalarda şarap üretiminde kullanılan ticari suşlar 

arasında henüz katil ah.'tiviteye sahip olana rastlanmamıştır (39, 49). Türkiye dışında 

yapılan çalışmalarda da ticari maya suşlarının katil toksin1ere karşı duyarlılığına dikkat 

çekilmiştir (43). Yaptığımız bu çalışmada ticari yaş ve kuru mayalardan izole edilen 

bütün mayalar katil aktiviteye karşı duyarlı olarak tespit edilmiştir. Bununla birlikte 

MYl ve MY2 ticari suşlarının hem ekşi hamurundan izole ettiğimiz 25.2 ve 25.5 

numaralı katil izolatlara hem de Kl tip ve K2 tip katil mayalarakarşı duyarlı oldukları 

tespit edilmiştir. 

Kültür fıltratlannı 0.2 pm selüloz asetat filtreden geçirdiğimizde, bütün 

izolatlann katil aktivitesi kaybolmuştur. Nitroselüloz membran fıltreterin katil aktiviteyi 

adsorbladığı ve bu testler için kullanımlarının uygun olmadığı Shimizu ve ark. (35) 

tarafından da bildirilmiştir. Katil aktivite testlerinde aynı şartlarda, yayma plak yöntemi 

uygulandığında dökme plak yöntemi uygulanan testlerden daha büyük inhibisyon 

zoruarı ölçülmüştür. 

Katil aktivite ve toksinin değişik pH' lardaki kararlılığının bu aktivite için 

optimum pH ölçümlerinden daha az ayırt edici bir özellik olduğu araştırmacılar 

tarafından (2, 22) bildirildiğinden için katil izolatlarımızın bu aktiviteleri için optimim 

pH ve sıcaklık değerleri tespit edilmiştir. 25.2 numaralı izolat 21 oc da pH 4.6' da, 

25.5 numaralı izolat aynı sıcaklıkta pH 5.0' da optimum katil aktivite göstermiştir. 36.1 

numaralı izolat 35 oc da, bu üç izolat dışındaki diğer katil mayalar ise 30 °C' da birtek 

optimum katil aktivite göstermiştir. Bu izolatlar için optimum pH değerleri 2.9 ile 5.0 

arasında değişmiştir. 35 oc• da 36.1 dışındaki bütün izolatlar katil aktivitelerini 
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kaybetmişlerdir. 0.01 mg/lt siklohekzimid varlığında 24.14 numaralı izolat haricinde 

bütün izolatlar katil aktivitelerini korurken, 25.2 ve 25.5 numaralı katil izolatlar 

dışındaki izolatlar artan antibiyotik konsantrasyonlarında katil aktivitelerini 

kaybetmişlerdir. Bu iki izolatın katil aktiviteleri ise 0.3 mg/lt siklohekzimid 

konsantrasyonunda inaktive edilmiştir. İzolatlann katil aktiviteleri ÜZerine UV' nin 

belirgin bir etkisi tespit edilememiştir. Bizim çalışmamızda katil aktivite için optimum 

sıcaklıklar 21-30 oc ve optimum pH 4.2-5.0 değerleri arasında belirlenmiştir. Elde 

ettiğimiz sonuçlara uygun olarak siklohekzimid varlığı (0.2 ppm, 1.5 mg/lt) ve yüksek 

sıcaklıkta inkübasyonun izolatlarda katil aktiviteyi elimine ettiği ve UV' nin bu aktivite 

ÜZerine etkisinin olmadığı diğer araştırmacılar tarafından da bildirilmiştir ( 42, 48). 

Kluyveromyces katil mayaları için optimum pH 4.5, Hansenula genusu katil izolatları 

için ise bu aktivitenin pH 2.9-6.0 arasında değişiklik gösterdiği, bazı izolatlarda pH 

arttıkça katil aktivitenin arttığı, bazılarında ise azaldığı bildirilmiştir ( 48). H. uvarum 

için pH 5.0' ın üstü ve 25-35 oc• da katil aktivitenin inaktif olduğu, optimum pH' mn 

ise 4.2-4.6 arasında değiştiği tespit edilmiştir ( 25). Shimizu ve ark. (35) K.2 tip katil 

mayalar için optimum pH' yı 4.0-4.2, K1 ve K3 tipler için 4.4-4.9 olarak bildirmiştir. 

Aynca katil aktivitenin pH 2.9-4.9 arasında gözlendiği, 5.0' da aktivite kararlılığımn 

azaldığı, 5.4' ün üzerinde ise gözlenmediği, bizim çalışmamızda elde ettiğimiz 

sonuçlarla uygunluk gösteren bir şekilde tespit edilmiştir. Aym çalışmada yüksek 

sıcaklıkta aktivite eliminasyonu sadece 3 izolatta bildirilmiştir. K2 ve K3 tiplerde pH 

4.6' nın üzerinde, diğer katil tipler için ise pH 5.0' ın üzerinde geri dönüşümsüz olarak 

katil aktivitenin inaktive edildiği Young ve Yagui (22) tarafından bildirilmiştir. Aym 

çalışmada K.3 tip katil toksinierin sıcaklığa K1 ve K2 tip toksinlerden daha dayarnldı 

olduğu, K1 ve K3 tip toksinierin siklohekzimid varlığında aktivitelerini kaybettiği, K2 

tip toksinierin ise bu etkiye daha dirençli olduğu bildirilmiştir. Yine bu çalışmada, 

yüksek sıcaklık ve siklohekzimid varlığında katil aktivitelerini kaybeden K1 ve K3 tip 

katil mayalarda katil aktiviteden sorumlu olan dsRNA' nın bulunduğu belirtilmiştir. 

Katil aktivite eliminasyonu gözlenen bu suşlarda dsRNA' nın bulunuşu, fakat 

eliminasyon göstermeyenlerde dsRNA' nın tespit edilerneyişi nedenlerinden dolayı katil 

aktivitenin sitoplazmik kaynaklı olduğu rapor edilmiştir (22). Yüksek sıcaklıktaki 

aktivite eliminasyonunu katil plazmidin bu sıcaklıkta korunması için gerekli bir 

mekanizmamn varlığına yada katil toksinin kromozomal kodlu olmasına bağlamışlardır 

(35). 
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Young ve Y agui (22) sadece Saccharomyces genusuna ait suşlarda katil 

ak1ivitenin siklohekzimid varlığından ve yüksek sıcaklıktan etkilendiğini, diğer 

genuslara ait katil mayalarda ise bunun gözlenmediğini ve bu mayalann daha yüksek bir 

ısı stabilitesi gösterdiğini bildirmişlerdir. Bu çalışmaya paralel sonuçlar Zorg ve ark. 

(57) 1988 tarafından da tespit edilmiştir. Bu araştıncılar yaptıkları çalışmada 

Saccharomyces genusu üyesi Kl tipierin yüksek sıcaklıkta, K2 tipierin ise 

siklohekzimid varlığında katil aktivitelerini kaybettiklerini, Saccharomyces genusu 

dışındaki üyelerin yüksek sıcaklıktan etkilenmediğini, siklohekzimide karşı suşların 

töleransında dikkate değer ölçüde çeşitlilik gözlendiğini rapor etmişlerdir. H. uvarum 

ve P. kluyveri katil mayalarındaki toksin üretiminin pH ve yüksek sıcaklıktan 

etkilendiği Radler ve ark. (25) tarafından bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda ise, 

Saccharomyces genusu üyeleri katil izolatların yanısıra bu genus dışındaki katil 

mayalarda da yüksek sıcaklık ve siklohekzimid varlığında aktivite kaybı tespit 

edilmiştir. Katil mayalann gelişmelerini etkileyen siklohekzimid konsantrasyonunun 

suşlar arasında çeşitlilik gösterdiği bildirilmiştir (22, 57). Young ve Yagui (22) 

tarafından yüksek sıcaklıkta eliminasyanun suşlara bağlı olarak çeşitlilik gösterdiği, 

bazı Kl tiplerde eliminasyon gözlenirken, diğerlerinde ise gözlenınediği rapor 

edilmiştir. Zorg ve ark. (57) ise H.uvarum suşlarının yüksek sıcaklıktan 

etkilenmemelerini 37 oc• da gelişmemelerine bağlamışlardır. Yapılan bir çalışmada çok 

fazla sayıda maya suşunun bir şekilde birbirlerinden farklı toksin ürettiğinin açık olduğu 

ve değişik toksin üreten farklı suşlarının tespit edilmesiyle toksin sınıflandınlmasının 

değişebileceği öne sürülmüştür (25). 

Katil mayalarda toksin üretimi ve bu toksine karşı bağışıklıktan sorumlu olan 

dsRNA' ların protein sentezi inhibitörü olan siklohekzimid varlığında gelişen 

hücrelerde, bu antibiyotiğin sublethal konsantrasyonlannda ve yüksek sıcaklıkta elimine 

oldukları bilinmektedir (52). Siklohekzimidin katil mayalardaki bu eliminasyon etkisi 

viral replikasyonun protein sentezi üzerine bağımlılığını önermekle birlikte, 

siklohekzimidin bu etkisi yanında fungal hücreler üzerine direkt etkilerini bildiren 

raporlarda gözönüne alındığında, bu antibiyotik ile eliminasyanda alternatif 

mekanizmaların da olabileceği Leibowitz (52) tarafından önerilmiştir. 

Kl ve K2 tip katil mayalarda yapılan ayrıntılı çalışmalar sonucunda bu 

aktiviteden sorumlu Ml ve M2 dsRNA' lar arasında çok az bir sıra benzerliği olduğu 

belirlenmiştir. Bunuilla birlikte Kl tip katil virüslerin replikasyon1arının doğal olarak 

sıcaklığa karşı duyarlı olduğu, bu tip mayaların 37 °C üstünde geliştirilmesinin Ml 
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dsRNA dolayısıylacia katil aktivitenin eliminasyonuna neden olduğu bildirilmiştir (101). 

Aynı çalışmada bu eliminasyanun bazı K1 tip mayalarda gözlemrken bir kısmında 

gözlenınediği de bildirilmiştir. Diğer yandan K2 tip katillerin sıcaklığa bağlı aktivite 

eliminasyonuna karşı oldukça dirençli olduğu tespit edilmiştir (57). Weinstein ve ark. 

(101) K1 ve K2 tip katillerdeki ısı ile eliminasyon arasındaki farkta L-A dsRNA' ların 

allellerinin önemli rol oynadıklarını bildirmişlerdir. 

Besi ortamının pH' sı, inkübasyon sıcaklığı ve besi ortamında inhibitörlerin 

varlığı ve miktarları katil aktiviteye etki eden faktörler olarak araştırmacılar tarafından 

bildirilmiştir (48). Katil toksinlerle yapılan biyokimyasal ve çapraz reaksiyon testlerinin 

sonuçlarına göre farklı toksinierin genel ortak özelliklere sahip olduğu rapor edilmiştir. 

Bütün katil toksinierin 35 °C' da inaktive olduğu bildirilmiştir. Bu katil toksinierin 

inaktivasyonunun pH 2.0' ın altında geri dönüşümsüz, yüksek pH' larda ise geri 

dönüşümlü olduğu rapor edilmiştir (22). 

Günümüzde ozmotik basınca daha az duyarlı, dolayısı ile çok miktarda şeker ve 

tuz içeren hamurda etkili olabilecek nitelikte maya üretimi hedeflenmektedir (14). 

Tamerler (94) tarafından yapılan bir çalışmada ekşi hamur bakterisinin % 4-6.5 NaCl 

konsantrasyonunda gelişmediği, tuz miktarının% 0.5 gibi çok düşük bir oranda olması 

gerektiği belirtilmiştir. Test edilen ticari kuru mayalardaki tuz oranı % 0.7 

bulunduğundan, katil izolatların aktiviteleri üzerine tuzun etkisini belirlemek için 

deneylerde % O, 0.3, ve 0.6' lık NaCl konsantrasyonlan kullanılmıştır. Son yıllarda 

araştırmacılar tarafından tanımlanmakta olan halefilik veya halotölerant katil mayaların 

katil toksinlerinin yüksek tuz konsantrasyonlannda oldukça etkili olduğu ve tat ve tezzet 

oluşumunda etkili olan bu mayaların fermentasyon ortamlannda kentaminant mayaların 

gelişimini inhibe ettiği bildirilmektedir (37). özellikle Japonya'da yapılan çalışmalarda 

tuz içeren besin ve turşularda katil mayaların geniş bir yayılıma sahip olduğu tespit 

edilmiştir. Yapılan bir çalışmada % 8-10 tuz içeren salamuralann D. hansenii 

suşlarının gelişmesi ve katil aktivitesi için uygun olduğu, bu suşların katil aktivitelerinin 

besi ortamındaki NaCl konsantrasyonuna bağlı olduğu rapor edilmiştir (37). Aynı 

çalışmada 32 adet D. hansenii suşunun besi ortamında NaCl yoksa katil aktivite 

göstermediği, 21 adet suşun ise NaCl olmadanda katil aktivite gösterdiği ve bu suşların 

katil aktivite spektrumlannın NaCl varlığında çeşitlilik gösterdiği tespit edilmiştir. 

Zeytin salamuralanna benzer oranda tuz(% 6 NaCl) içeren ortamlarda çok az sayıdaki 

katil mayanın taksisitesini arttırarak katil spekturumunu genişlettiği ayrıca bazı 

mayalarda katil aktivitenin belidenebilmesi için besi ortamında NaCl' nin bulunması 
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gerektiği Uorente ve ark. (41) tarafından bildirilmiştir. Çalışmamızda artan tuz 

konsantrasyonunda geliştirilen katil izolatların inhibisyon zonları tuz içermeyen test 

ortarnında artış göstermiştir. Farklı tuz konsantrasyonlarında hem duyarlı hemde katil 

suşlarda sonuçlar çeşitlilik göstermekle birlikte Uorente ve ark.' nın (41) elde ettiği 

sonuçlara uygun olarak birçok durumda besi ortamındaki tuz konsantrasyonu arttıkça 

suşların toksisiteside artmıştır. 

Katil mayaların dağılışı ve ekolojik rolleri hakkında çalışmalar yapılmış 

olmasına rağmen henüz bu mayaların davranışları ÜZerine etkili olan faktörler 

araştırmacılar tarafından tam olarak açığa çıkarılmamıştır. Bununla birlikte katil 

aktivitenin belirlenmesinde uygun duyarlı suşun ve deney parametrelerinin seçiminin 

etkili olduğu yapılan çalışmalar sonucunda karşımıza çıkmaktadır ( 47). Mayalarda katil 

aktivite üzerine farklı tuz konsantrasyonlannın etkisini belirlemek için Suzuki ve ark. 

(37) ve Uorente ve ark. (41) tarafından yapılan çalışmalarda tuzun seçilmiş hedef 

suşlarakarşı mayalardaki katil aktivite üzerine etkisi olduğu belirlenmiş ama bu olayın 

etki mekanizması ve NaCl ile duyarlı suş ve toksin arasındaki etkileşim tam olarak açığa 

çıkarılamamıştır. Bu çalışmalarda NaCl varlığı veya yokluğunda katil aktivite arasındaki 

farkın NaCl' nin duyarlı suş un gelişmesi ÜZerİne etkisinden olabileceği, üretilen toksin 

miktannın ve yapısının da bu konuda önemli role sahip olabileceği bildirilmiştir. Tuza 

bağlı olarak katil aktivitedeki değişim sadece tuzlu gıdalardan izole edilen mayalarda 

değil laboratuvar suşlarında da rapor edilmiştir. Çalışmamızda tuzun ekşi hamurdan 

izole edilen katil mayalarda bu aktivite üzerine etkili olduğu belirlenmiştir. Tuzun katil 

mayalada duyarlı mayalar arasındaki yanşta ilave seçici bir avantaj sağlayabileceği bu 

mayaların fermentasyon son ürününe organaleptİk karakterler sağlamada önemli olduğu 

önceki çalışmalarda bildirildiği için elimizdeki katil ekşi hamur suşlan ile bu konuda 

çalışmalar yapılmasının, konunun aydınlatılmasında yardımcı olabileceği 

düşünülmektedir. 

Son on yıldır fluoresans mikreskobi için kullanılan yöntemlerde önemli bir ayırt 

edicilik ve spesifiklik kaydedilmiştir. Araştırmacılar tarafından iki tip floresans 

çalışılmaktadır. Primer floresans olarak adlandırılan birinci tip floresansta hücrelerde 

bulunan maddelerdeki doğal fluoresans incelenmektedir. İkinci tipte ise, fluoresans 

boyalar ile hücrelerde indüklenen sekonder fluoresans çalışılmaktadır. Aynca 

araştırmacılar tarafından florokromlann antikorlar ile birlikte kullanılmasıyla hücre 

içindeki veya yüzeyindeki antijenterin lokasyonu ve identifikasyonuda 

belirlenebilmektedir. Klasik florokromlar maya sitolojisi için vital boyalar olarak iş 
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görmektedir. Bu boyalar son yıllarda özellikle maya hücre duvarı ve hücre iskeleti ile 

ilgili çalışmalarda araştırmacılar tarafından sıklıkla kullanılmaktadır. F1uorescein ve 

Rhodamine B bu çalışmalarda tercih edilen iki önemli florokromdur. Her iki boyada 

isothiocyanate formda kullanılır ve suda çözünen vital boyalardır. F1uorescein 

isothiocyanate (mC) bağlı antikorlar yeşil-san fluoresans verirken, Rhodamine B 

işaretli antikorlar kırmızı-truncu renk fluoresans vermektedirler (85, 88). özellikle 

1980' li yıllardan sonra mc ve mc işaretli antikorlar kullanılarak katil mayalardaki 

bu aktiviteden sorumlu proteinin identifikasyonu, lokasyonu ve etki mekanizması 

aydınlatılmaya çalışılmıştır (70, 86). 

Çalışmamızda Rhodamine B ölçüm yöntemi, F1uorescein boyası kullanılarak 

25.2 ve 25.5 numaralı katil izolatların filtre edilmiş ve edilmemiş toksinlerinin Jetbal 

dozlannın (LD<50>) belirlenmesi için kullanılmıştır. Toksinden etkilenen ölü duyarlı 

hücrelerin sarı fluoresans verdiği, etkilenmeyen canlı hücrelerin ise, fluoresans ışıma 

göstermedİğİ tespit edilmiştir. Bu tespitten yararlanılarak ölü ve canlı hücreler ışık ve 

fluoresan mikrofotografi yöntemi ile ve Thoma lamı kullanılarak birbirinden rahatça 

ayırt edilmiş ve sayılmıştır. N/NT oranlanndan elde edilen l.D<50> verilerine göre 25.5 

numaralı izolatın filtre edilmemiş toksinini l.D<50> değeri yaklaşık % .50' lik toksin 

dilüsyonuna karşılık gelirken, bu değer 25.2 numaralı izolat için yaklaşık % 40' lık 

toksin dilüsyonda tespit edilmiştir. Evans' a (85) göre Vandrejs ve Palkova tarafından 

Rhodamine B ölçüm yöntemi ile yapılan bir çalışmada ise süper katil suş S. cerevisiae 

Tl58C için l.D<50> % 0.9' luk toksin dilüsyonunda elde edildiği için bizim izolatlarımız 

süper katil suş olarak sınıflandınlamaz. Çalışmamızda toksinler filtreden geçirildiğinde 

toksin aktivitesinde azalma gözlenmiştir. Katil maya kültür filtratı 0.2 ~m' lik selüloz 

asetat filtreden geçirildiğinde katil aktivitenin ortadan kalkması fluoresans boya ile elde 

edilen bu sonuçlarla da desteklenmektedir. Katil toksinierin filtreden geçirilmesinin 

toksin aktivitesini absorbladığı Shimizu ve ark. (35) tarafından da rapor edilmiştir. 

Evans' a (85) göre Vandrejs ve Palkova tarafından yapılan başka bir çalışmada 

K. lactis katil toksininin duyarlı hücrelerde siteplazma membran geçirgenliğini 

bozmadan hücre döngüsünün G 1 evresini bloke ederek etki göstermesinden dolayı bu 

· tip toksinler için Rhodamine B ölçüm yönteminin uygun olmadığı belirlenmiştir. Bu tip 

toksinler için başka boyalarla birlikte diğer bir ölçüm yöntemi geliştirmişlerdir. Bu 

sonuç ve K28 tip referans katil toksini ile muamele ettiğimiz duyarlı hücrelerde 

fluoresans boyama sonuçlanınıza göre floresan ışıma tespit etmediğimiz için 25.2 ve 
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25.5 numaralı izolatlann toksinlerinin sitoplazmik membran geçirgenliğini bozarak etki 

gösteren katil toksinler sınıfına üye olduklarını söyleyebiliriz. 

Araştırmacılar tarafından mayalarda katil aktivitenin belirlenmesi için katı besi 

ortamı kullanılarak yapılan testierin bazı dezavantajlam sahip olduğu bildirilmiştir. Besi 

ortamındaki şekerin öncelikli olarak tüketiminin, toksinin agara difüzyonunun, besi 

ortamının metabolit konsantrasyonun ve heterojenilesinin bu testlerde dikkate 

alınmadığı belirtilmektedir (87). Ayrıca katı besi ortamımn kullanıldığı testlerde katil 

aktivitenin kantitatif olarak belirlenmesinde de güçlükler olduğu rapor edilmiştir. 

Bunlara ilaveten toksin aktivitesini inhibisyon zon çapı ölçümü ile belirlemeye çalışan 

yöntemler en az 48 saat sonra sonuç verdiği için araştırmacılar daha kısa sürede sonuç 

alabilecekleri yöntemler geliştirmeyi hedeflemişlerdir. Araştırmacılar tarafından sıvı 

kültür ortamında katil toksin aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi için geliştirilen 

bu yöntemlerden birisi düşük konsantrasyonlarda yüksek kararlılık veren fluoresans 

boyaların kullanımıdır (85). Diğer bir yöntem ise Portugal ve ark. (87) tarafından 

geliştirilmiştir. Araştırıcılar bu çalışmada, eksponansiyel fazdaki duyarlı hücrelerin 

bulunduğu sıvı besi ortamına farklı miktarlarda toksin ilave ederek, toksinin % katil 

aktivite değerini hesaplamaya çalışmışlardır. Çalışma sonucunda katil toksinin besi 

ortamında bulunmasımn, bu ortamdaki duyarlı suşun canlı hücre sayısında azalmaya 

neden olduğu tespit edilmiştir. Portugal ve ark.' mn (87) uyguladıklan bu yöntem 

çalışmamızda, 25.2 ve 25.5 numaralı izolatların katil toksinlerinin MY 1 ve MY2 ticari 

suşlan üzerine olan katil aktivitelerinin kantitatatif olarak belirlenmesi için kullanılmıştır. 

Elde ettiğimiz sonuçlara göre, katil toksinler MYl suşu için besi ortamına 30 ml 

eklendiğinde (% 20' lik toksin dilüsyonu), MY2 suşu için ise 50 ml eklendiğinde (% 

33' lük toksin dilüsyonu) canlı hücre sayısında en yüksek seviyede azalma tespit 

edilmiştir. Bu toksin konsantrasyonlannda elde edilen sonuçlar % katil aktivite 

değerleri ile de uygunluk göstermiştir. Portugal ve ark. (87) yaptıkları çalışma 

sonucunda S. cerevisiae Kl (K2 tip) toksininin sıvı besi ortamına 50 ml eklenmesinin 

(% 33' lük toksin konsantrasyonu) aynı ortamdaki S. cerevisiae 5220 (duyarlı suş) 

canlı hücre sayısında önemli bir azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. Portugal ve 

ark.' ı (87) toksin etkisinin inkübasyonun 10. saatinden sonra ortaya çıktığım 

bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda ise bu etki, MYl suşu için inkübasyonun 3. 

saatinden, MY2 suşu için ise 6. saatinden itibaren ortaya çıktığı gözlenmiştir. Bu 

deneyden elde ettiğimiz sonuçlar katı besi ortamı üzerinde yapılan katil aktivite-
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duyarlılık testlerinden elde edilen sonuçlan doğrulamakla birlikte toksinierin katil 

ak.1ivitelerinin kantitatif olarak hesaplanmasına da olanak sağlamıştır. 

Portugal ve ark. (87) sıvı besi ortamına eklenen toksin miktarı ile canlı hücre 

sayısındaki düşüş arasında doğrusal bir ilişki belirlemişlerdir. Çalışmamızda katil 

toksiıılerin sıvı besi ortamına 15 ml eklenmesinin(% 10' luk toksin konsantrasyonu) 

MY2 suşu için toksik etki yapmadığı gözlenmiştir. Elde ettiğimiz bulgular sonucunda 

katil toksinierin farklı konsantrasyon değerlerinin MY1 ve MY2 suşlanna bağlı olarak 

toksik etki gösterdiği tespit edilmiştir. 

Araştırmacılar antagonistik katil fenotip varlığının doğal maya 

populasyoıılarında seçici bir avantaj sağlayabileceğini bildirmektedirler (2). Katı besi 

ortamında yapılan testler sonucunda antagonizimin her zaman ortaya çıkarılamadığı 

bilinmektedir. Sıvı besi ortamı kullanılarak yapılan deneylerde kısa sürede sonuç 

alınması ve katil al1ivitenin kantitatif olarak hesaplanabilmesinin yanı sıra katil ve 

duyarlı mayalar arasındaki ilişkinin tam olarak ortaya çıkarılabileceği düşünülmektedir. 

Katil fenomenin modellenmesi, kinetik profilinin çıkarılması ve katil ve duyarlı 

mayaların kültür ortamındaki davranışlannın belirlenmesinde bu tip deneyierin önemli 

rol alacağı düşünülmektedir (87). Çalışmamızın bu konuda ileriki yıllarda yapılacak 

olan daha detaylı çalışmalar için bir örnek teşkil ettiği düşünülmektedir. 

Yapılan çalışmalar sonucunda katil mayalar tarafından salgılanan katil 

proteinlerin moleküler ağırlıklannın 10-20 k:Da arasında değiştiği belirlenmiştir 53 ). K1 

toksininin 20 k:Da (32), K2 toksininin 16 k:Da (87), K28 toksininin ise 16 kDa (72) 

moleküler ağırlığına sahip olduğu bilinmektedir. ÇalışmamızdaSDS-PAGE yöntemi ile 

S. cerevisiae NCYC 1006 (duyarlı suş), S. cerevisiae NCYC 232 (katil suş) ve 25.2 

numaralı izolatlann ekstrasellüler protein profili belirlenmeye çalışılarak, 25.2 numaralı 

izolatın katil aktiviteden sorumlu olan proteininin varlığı moleküler seviyede 

belirlenmeye çalışılmıştır. Bu profilde süzüntü ve (NH4 ) 2S04 çöktürmesi uygulanan 

örneklerde görülen bantlann aseton çöktürmesi uygulanan örneklere göre daha az 

yoğun bantlar olduğu gözlenmiştir. Aynca bu örneklerde katil proteinin belirleyicisi 

olacak bir protein bantına rastlanmamıştır. Aseton ile çöktürülen örneklerde S. 

cerevisiae NCYC 232 ve 25.2 numaralı k~til maya izolatında Kl tip katil protein 

varlığını belirleyen kesin bir protein bantı gözlenmemiştir. Bu nedenle 25.2 numaralı 

izolatımızın katil aktivüesinden şonımlu olan proteinin varlığJnı moleküler seviyede 

belirleyemedik. Bu sonucun ilgilendiğimiz proteinin süzüntüde yoğunluğunun çok az 

olabileceğinden, İzolasyon sırasında çeşitli faktörlerden etkilenerek yapısının 

:· •' 
· .. : ... 
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bozulmasından kaynaklanabileceğinden, bu hususlar göz önüne alınarak, ileriki 

çalışmalann daha büyük hacimlerde süzüntü ile çalışılıp ultrafiltrasyon ile proteinin 

konsantrasyonunun arttırılarak, değişik safiaştırma işlemleri uygulanarak ve jelin 

boyutu ve konsantrasyonunun değiştiriterek yapılması önerilebilir. 

Ekmek mayası üretiminde kullanılan geleksel maya suşlarının, hem tüketicinin 

hem de üreticinin isteklerine cevap verecek özellikler yönünden geliştirilmesi ve 

iyileştirilmesi, önümüzdeki yıllarada daha da önem kazanacak bir konu olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Patent sağlanması ve korunması açısından da önemli olan bu konuda 

başarılı bir şekilde yol alınabilmesi için maya fızyolojisi, maya genetiği ve sistemleri 

konusunda daha ayrıntılı bilgiye ihtiyaç olduğu göz ardı edilemez. Ayrıca genetik 

mühendisliği yolu ile elde edilen İyileştirilmiş suşların, endüstride uygulama alanına 

sokulması için, fermentasyon özelliklerininde ayrıntılı bir şekilde araştırılması 

gerekmektedir. Bu konulara ilaveten genetik olarak modifiye edilmiş suşlar kullanılarak 

elde edilen besin maddeleri ve içkiler konusunda tüketicinin korunmasına yönelik yasal 

düzenlemelerde yapılmalı ve halk bu konularda bilinçlendirilrnelidir. Henüz büyük bir 

çoğunluğu laboratuvar aşamasında olan ekmek mayası suşlannın genetik mühendisliği 

teknikleri ile iyileştirilmesi çalışmaları, karşılaşılan güçlük ve olumsuzluklara rağmen 

özellikli üreticiler için umut vaat etmektedir. 

Sonuç olarak, çalışmamızda ekşi harnur örneklerinden izole edilen katil 

mayalardan S. cerevisiae suşu olan tek izolat 25.2 nurnaralı maya izolatı olarak 

belirlenmiştir. Ekmek mayası üretiminde S. cerevisiae suşlan kullanıldığı için bu 

izolatımızın identifikasyonunun moleküler testler ile desteklenmesini takiben, ekmek 

mayası üretimi için uygunluğunun test edilmesi gerekmektedir. Bu testlerden alınacak 

olumlu sonuçlar neticesinde, izolatımızın taşıdığı katil karakterin hem patent sağlama 

hemde ekmek mayası üreticilerinin yeni isteklerine cevap verecek niteliklerinden dolayı 

Türkiye ve dünyada ekmek mayası üreticileri için bir ilk olacağını düşünrnekteyiz. 

Ayrıca daha ileriki çalışmalarda 25.2 numaralı izolatın katil fenotipinden sorumlu olan 

genetik elementİn belirlenmesi ve bunun S. cerevisiae suşlarına moleküler teknikler ile 

aktanınının araştırmacılar için ilginç bir konu olacağı açıkça görülmektedir. 
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