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oz

Bu ¢alismada, Ortadogu’da uzun yillardan beri titketilen ve son yillarda Turkiye’de de tretilmeye baglanan
Shanklish peynitlerinden mayalarin izolasyonu, Start Codon Targeted (SCoT) markér yontemi kullanilarak
identifikasyonu ve enzimatik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmustir. Olgunlastirilmus peynirlerden 24 adet
maya izole edilmis, SCoT markér yontemiyle DNA parmak izleri elde edilerek gruplandirilmis ve her gruptan
temsili izolatlar sekanslanarak identifikasyon sonuglari elde edilmistir. Bu sonuglara gore, 19 adet Kiuyveromyces
lactis, 2 adet Pichia kudriavzevii, 1 adet Pichia fermentans, 1 adet Pichia membranifaciens ve 1 adet Clavispora lusitaniae
susu tanimlanmis ve API-ZYM enzim test kiti yardimiyla enzimatik karakterizasyonlart beliflenmistir. Bu
suslar arasindan K. /actis ANO17 susu yiiksek esteraz lipaz, 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz,
asit fostataz, Naftol-as-bi-fosfohidroliz, a-glukosidaz ve B-glukosidaz aktivitesi gosterirken orta seviyede
esteraz, B-galaktosidaz ve distk seviyede alkalin fostataz aktivitesi gbstermis ve bu sus enzimatik aktivite
yontnden en umut verici sug olarak tespit edilmigtir. Calisma sonuglarina gore, K /actis ANO17 susunun
olast starter/destek kiiltir kombinasyonlarinda laktik asit bakterileriyle birlikte kullaniminin teknolojik
yonden ustin peynir elde edilmesinde faydal olacag: distnilmektedir.

Anahtar kelimeler: Shanklish peyniti, SCoT markér, destek starter, maya, enzimatik aktivite

MOLECULAR IDENTIFICATION AND ENZYMATIC CHARACTERIZATION
OF ENDOGENOUS YEAST ISOLATED FROM SHANKLISH CHEESE

ABSTRACT

In this study, the isolation of yeasts originated from Shanklish cheeses produced and consumed in
Turkey, their identification using the SCoT marker method, and the determination of their enzymatic
activities were aimed. Twenty-four yeasts were isolated from these ripened Shanklish cheeses and
they are grouped by obtaining DNA fingerprints using the SCoT marker method and then
representative isolates from each group were sequenced for identification. Based on the identification
results, 19 Kiluyveromyces lactis, 2 Pichia kudriavzevii, 1 Pichia fermentans, 1 Pichia membranifaciens and 1
Clavispora lusitaniae strains were identified and their enzymatic characterizations were determined
using the API-ZYM enzyme test kit. Among these strains, K. /actis ANO17 showed high esterase
lipase, leucine arylamidase, valine arylamidase, cysteine arylamidase, acid phosphatase, naphtol-AS-
BI-phosphohydrolase, a-glucosidase, and 3-glucosidase activities, while showing moderate esterase,
B-galactosidase, and low-level alkaline phosphatase activities and so this strain was identified as the
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most promising strain in terms of its enzymatic activity. According to these study results, it is
considered that the use of K. /actis ANO17 strain in potential starter/adjunct culture combinations
with lactic acid bacteria can be utilized to obtain technologically superior cheese.

Keywords: Shanklish cheese, SCoT marker, adjunt starter, yeast, enzymatic characterization

GIRIS
Fermantasyon ile tretilen peynirler ve st triinleri
Ozellikle Akdeniz iilkelerinde yasayan insanlar icin
beslenmenin 6nemli bir parcasidir. Shanklish
peyniri ise bunlardan birisi olup Libnan, Suriye,
Irak basta olmak Ulzere tim Ortadogu’da
tiketilmektedir (Nehme vd., 2019). Bu bélgenin
disinda 1860 Libnan i¢c savast nedeniyle
Arjantin’in ~ Corrientes  schrine  gé¢  eden
Libnanlilar nedeniyle Arjantin’de de titketilen bir
peynir haline gelmistir (Patino vd., 1999). Benzer
sekilde 2010 yiinda Suriye’de baglayan ic savas
nedeniyle tilkemize gé¢ eden bolge halki nedeniyle
de tlkemizde taninirligi ve tiketimi artmugtir.

Shanklish peyniri, Turkiye’de iretilen ve cografi
isareti alnmis  Antakya Sirk  peyniriyle
benzerlikler tagisa da olgunlasma periyodu ve
tretim metotlarindaki farkliliklar ile Antakya Strk
peynirinden ayrilmaktadir. Shanklish dretimi icin
ilk olarak koyun stitiinden yogurt yapilir ve elde
edilen yogurt 2-3 giin buzdolabinda dinlendirilir.
Mevsimsel farkliliklara ve bélge tercihlerine gére
koyun stiti yaninda ke¢i ve inek stitleri de tercih
edilebilmektedir. Dinlendirilen yogurt
proteinlerin koagiilasyonu icin sitilir ve ¢okelti
toplanarak tiillbent yardimiyla stiziiliir. Daha sonra
tuz ilave edilerek top haline gelecek sekilde
sekillendirilir. Hazirlanan taze peynirler kimyon,
kekik ve kirmizibiber tozu ile kaplanarak
cesnilendirilir. Son olarak ¢esnilendirilen toplar
toprak kavanozlara doldurularak birka¢ hafta
olgunlasmaya birakilir. Elde edilen sert peynir
zeytinyaginda  1-2  yila  kadar muhafaza
edilmektedir (Nehme vd., 2019; Addas, 2013,
Toutfeili vd., 1995).

Shanklish  peynirinin ~ mikrobiyolojik  ve
fizikokimyasal ~ Ozellikleri  Gzerine  ¢esitli
aragtirmalar ~ devam  etmektedir.  Suriye’de
geleneksel  yontemlerle  tretilmis  Shanklish
peynirlerinin  laktik  asit  bakterileri  (LAB)
florasinin polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction-PCR) yontemi
kullantarak belirlendigi bir calismada,

arastirmactlar 82 adet LAB izole etmislerdir.
Bunlardan 35 tanesi Lactobacillus paracasei, 20 tanesi
Lb. plantarum, 18 tanesi Lb. lactis, 7 tanest Lb. brevis
ve 2 tanesi Lactobacillus spp. olarak tanimlanmustir
(Abou Younes vd., 2018). Shanklish peynitlerinin
fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlendigi baska bir
calismada, arastirmacilar koyun sitd kullanarak
trettikleri Shanklish peynirlerinde %55.97 nem,
%32.15 protein, %6.06 yag ve %2.99 kil miktari
tespit etmiglerdir. Ayrica bu peynirlerin 70 giinlitk
olgunlasma periyodu sonunda pH degerlerinin
5.14 oldugunu bulmuslardir (Toufeili vd., 1995).
El Mayda (2007) tarafindan yirittlen bir baska
calismada ise keci siutd kullanidarak dretilen
Shanklish peynirlerinin nem igerigi %30.2, protein
icerigi %46.0, yag icerigi %05.4, kil miktar1 %7 ve
pH degeri 4.5 olarak tespit edilmistir.

Bunlarla birlikte, Shanklish peyniri tretiminde
heniiz standart bir iretim ydntemi yoktur ve
kullanilan starter kiiltir olmadigindan son triin
treticiden dreticiye degisim gostermektedir. Bu
peynirin cesitli baharatlarla kaplanmast veya
olgunlasma siiresinden 6tiirti karmagik bir floraya
sahip oldugu disinilmektedir. Her ne kadar daha
once yapilan calismalarda LAB florast ortaya
ctkarilmis olsa da Shanklish peynirinin sahip
oldugu maya florast hakkinda hentiz bir ¢alisma
gerceklestirilmemistir. Ote yandan mayalarin
peynitlerin olgunlasma asamasinda faaliyete gecip,
LAB tarafindan tretilen laktik asidi parcalayarak
ortamin pH’siu  yiikselttikleri  ve  bd&ylece
olgunlasmada rol olan florayr destekledikleri
bildirilmektedir ~ (Suzzi vd., 2001). Dahasi,
peynitlerden izole edilen maya suslarinin lipolitik,
proteolitik ve/veya enzimatik aktivitelere sahip
olabilecegi, boylece gerceklesen lipoliz  ve
proteoliz sayesinde peynirin yapt ve aromasina
katki sunabilecegi belirtilmektedir (Martin vd.,
2001; Kesenkas ve Akbulut, 2006; McSweeney,
2004). Utetilen peynitlerin kalite
karakteristiklerini  gelistirmeleri  yaninda son
yillarda probiyotik 6zellikler tasiyan mayalar da
arastirmactlarin  dikkatini ¢ekmis ve bu konu
tzerine yapilan ¢alismalar giderek artmistr
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(Psomas vd, 2001). Mayalarin aroma gelisime
katkilari, olgunlasmanin  hizlandirilmast  ve
probiyotik potansiyel barindirmalarindan Stiirii
peynir Uretiminde kullanilan starter LAB ile
bitrlikte destek kultur olarak kullanilmalari bircok
aragtirmact  tarafindan  tavsiye  edilmektedir
(Tempel ve Jakobsen, 1998; Klein vd., 2002;
Ferreira ve Viljoen, 2003).

Mayalarin ~ molekiler  karakterizasyonunda
kullandan her DNA markér yonteminin bazi
avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Konu
hakkinda c¢alisan pek ¢ok laboratuvarda bir
markér yonteminin segimi ¢alisitlan materyale,
teknik uzmanliga, mevcut ekipmanlara ve
arastirma  bitcesine gbre degismektedir. Start
Codon Targeted (SCoT) poliformizm markor
yontemi Collard ve Mackill (2009) tarafindan bitki
genomunun baslangic  kodonuna dayanarak
gelistirilmis bir yontemdir. fleri ve geri primer
olarak tek primer kullanllir ve bu agidan
bakiddiginda  RAPD  veya ISSR  markér
yontemlerine benzemektedir. SCoT markérleri
ATG baslangic kodonunu ¢evreleyen gen
bélgelerini hedef alacak sekilde tasarlandigindan
diger markér yontemlerine gére daha cogaltilabilir
bir yontemdir (Tikendra vd., 2021; Amom vd,,
2020; Gogoi vd., 2020).

Diinya genelinde ¢ok farkli peynir ¢esidinin
(Tulum, Otlu, Fossa, Serpa peynitleri) maya
floralart tanimlanmis bu kiltiirlerin
teknolojik/probiyotik  6zellikleri — arastirilmigtir
(Karasu-Yalcin vd., 2012; Gines vd., 2021;
Biagiotti vd., 2018; Dos Santos vd., 2017). Ancak
yaptlan  literatir  aragtirmasinda  Shanklish
peynirinin maya florast hakkinda bir calismaya
rastlanmamustir. Bu calisma, farkll sehirlerden
toplanan Shanklish peynirlerinin maya florasinin
SCoT  primerleri  kullamilarak  molekdler
yontemlerle  tanimlanmasini  ve  enzimatik
karakterizasyonunu belirlemeyi amaglamaktadir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan bes adet Shanklish peyniri
Ornegi  farkli sehirlerde (Hatay, Gaziantep,

Istanbul, Mersin, Kilis) evlerinde geleneksel
yontemlerle Uretim yapan ailelerden toplanarak
laboratuvara getirilmistir. Toplanan peynirlerin

tretiminde koyun sttd kullanildigi ve oda
sicakhiginda toprak kaplarda 1 ay siresince
olgunlasmaya birakildig, olgunlagsma periyodunun
sonunda peynitlerin cam kavanozlara alinarak
kavanozlarin  zeytinyagt ile dolduruldugu ve
peynitlerin 3 ay boyunca zeytinyagi icerisinde
mubhafaza edildigi bilinmektedir. Olgunlagtirilmig
peynir  Orneklerinden  maya  izolasyonu
gerceklestirilmistir.

Yoéntem

Mayalarmn izolasyonu

Shanklish peynirlerinin maya popilasyonunu
belitlemek  icin  Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol (YGC, Merck, Darmstadt,
Almanya) agar kullanilmustir. Orneklerden 10
gram almnarak 90 ml %0.90lik steril fizyolojik
tuzlu suya aktarilmistir. Homojenizasyon islemi
bir stomacher (MAYO, hg-400, Avustralya)
yardimi ile gerceklestirilmis ve daha sonra 10->e
kadar dilisyonlar hazitlanmustir.  Hazirlanan
dilisyonlar YGC agara yayma kiltiir yonyemi ile
ckilerek  28°C'de  48-72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Molekiiler karakterizasyon icin saf
kiltir izole edilmesi amactyla morfolojik olarak
farkli g6riinen koloniler secilmis ve siirme
yontemiyle kolonilerin saflagtiriimast saglanmistir.
Son olarak izolatlar %20 gliserol iceren cryo
tuplerde -80°C'de ve gliserol icermeyen %1.5 agar
(Sigma Aldrich, ABD) eklenmis besiyerlerinde
yattk olarak stoklanmistir.

Maya izolatiarmm molekiiler karakterizasyonn

DNA izolasyonu

Maya izolatlarinin DNA ekstraksiyonu icin Harju
vd. (2004) tarafindan Onerilen metot mindr
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Bu amagla
maya izolatlart YPD  (Merck, Darmstadt,
Almanya) broth besiyerinde 28°C'de 24 saat
inkiibasyona birakilarak aktiflestirilmistir. Daha
sonra YGC agar besiyerine ekimleri yapilarak 48-
72 saat inktibasyon sonucunda kolonilerden 3 6ze
dolusu alinarak 2 ml’lik mikrosantriftyj tiiplerine
aktarilmistir. Toplanmis kolonilerin tizerine 300
uL steril distile su eklenerek bir kuru blok sitictya
(Dri-block DB-2A, Techne, Cambridge, BK)
yerlestirilmistir. Izolatlar kuru blok 1siticida
85°C'de 15 dakika kaynamaya maruz birakildiktan
sonra Uzetlerine 650 pL ekstraksiyon miksi (200
mM Tris-HCl pH: 8.5, 25 mM NaCl, 25 mM
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EDTA, %0.5 SDS) eklenmis ve 65°C'de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
tiiplere esit hacimde kloroform:izoamil alkol (24:1
v/v, AppliChem, Darmstadt, Almanya) eklenmis
ve 13000 rpm’de 15 dakika santrifij islemi
uygulanmustir.  Santrifiij sonunda ayrilan Gst
fazdan yaklastk 500 pL  alinarak 500 pL
izopropanol ile kangtirilmis  ve yeni bir
mikrosantrifilj tipine aktardarak kariggm 13000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
pellet 100 uL. %70’lik etanol ile yikanmis ve 50 pL
steril iki kez damitilmis (ddH>O) su igerisinde
sispanse edilmistir. DNA  konsantrasyonun
belitlenmesinde bir nanospektrofotometre (DS-
11 FX, DeNovix Inc., Wilmington, DE, ABD)
kullanilmis ve son olarak izole edilen DNA’lar -
20°C'de stoklanmistir,

SCoT primerleri ille DNA amplifikasyonu

SCoT markérleri kullanilarak DN A amplifikasyon
analizleri icin Collard ve Mackill (2009) tarafindan
tasarlanan 36 primer arasindan eksi hamur
orneklerinden izole edilen mayalarda ayrim giicti
yiksek  bulunan  SCoT 12 primeri
(ACGACATGGCGACCAACG)  kullandmustir
(Aydin vd., 2022). Daha sonra secilen primer ile
birlikte PCR reaksiyonlart T100 termal cycler
(Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amac icin 6ncelikle 10x
DreamTaq DNA polimeraz tamponu (Thermo
Fischer Scientific, ABD), 0.24 mM dNTPs, 1 mL
MgCl,,0.8 uM primer, 0.5 birim DreamTaq DNA
polimeraz (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, ABD) ve 20 ng DNA iceren PCR miksi
hazitlanmistir. Daha sonra 95°C’de 3 dakika
denatiirasyon islemini takiben 35 déngii 95°C’de
60 saniye denatirasyon, 72°C’de 1 dakika
baglanma ve son uzama safhast 72°C’de 5 dakika
olacak sekilde PCR kogullart belitlenmistir. Elde
edilen PCR irtnleri 1XTAE  solisyonunda
%1.5’lik hazirlanmis agaroz jelde elektroforetik
(90 dakika, 120 volt) ayrima tabi tutulmus ve siire
sonunda etidyum bromiir ile boyanarak PCR
trtinlerinin varhigt jel gériintilleme sisteminde (Gt
BOX F3, Syngene, Ingiltere) kontrol edilmistir.

Internal Transcribed Spacer (ITS) sekanslama
SCoT primerleri kullaniarak elde edilen DNA
parmak izlerine gére maya izolatlart 5 grupta (19

adet Kiluyveromyces lactis (Ana grup, temsilen 3
izolat), 2 adet Pichia kndriavzevii (temsilen 2 izolat),
1 adet Pichia fermentans, 1 adet Pichia membranifaciens
ve 1 adet Clavispora lusitaniae) toplanmistir. PCR
triinlerinin dogrulanmast icin ana gruptan 3 izolat
ve diger gruplari temsilen 2 ve 1’er izolat secilerek
sekanslama hizmetine génderilmigtir. Bu amagla,
ITS1 (5-CCG TAG GTG AACCTG CGG-3") ve
ITS 4 (5- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-
3) primer ciftleri genomik DNA’nin  dahili
transkript ayirict (ITS) bolgesini amplifiye etmek
icin kullandmistir (White vd., 1990). Hazirlanan
PCR miksi, 10x Dream Taq tamponu, 2.5 mM
dNTPs, 25 mM MgClz, 100 pM ITS1 primeri, 100
uM ITS4 primeri, 5 ul. DreamTaq DNA
polimeraz, 50 ng DNA ve steril distile su
icermektedir. PCR kogullart ise 95°C'de 2 dakika
denatirasyon ardindan 95°C'de 30 saniyelik 30
dongt, 52°C'de 30 saniye, 72°C'de 1 dakika ve
72°C'de 5 dakikalik seklinde
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR triinleri ticari
bir sirkete (Atlas Biyoteknoloji, Ankara, Tturkiye)
gonderilerek  ITS1  primeriyle  tek  yonli
sekanslamaya tabi tutulmustur. Elde edilen sekans
verileri MEGA X programi kullanilarak analiz
edilmis (Kumar vd., 2018) ve son olarak Gen
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) adresinde
yer alan BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
programi kullanilarak sonuglar karsilastirilmistr.
Tum diziler, PP258023'den PP258030'e kadar
erisim numaralart ile GenBank veri tabanina
islenmistir.

son uzatma

Engimatik karakterizasyon

Mayalarin enzimatik aktivitesini belirlemek icin
API-ZYM  (BioMérieux, Fransa) test Kkiti
kullanilmugtir. Bu amacla aktive edilmis maya
izolatlar1 YGC besiyerine suriillerek gelistirilmis ve
tekli kolonilerden alinarak distile su yardimziyla 5-
6 McFarland bulaniklik seviyesine kadar siispanse
edilmistir. Hazirlanan sispansiyondan 65 uL
alinarak kuyucuklara inokile edildi ve her
kuyucuga ZYM A ve ZYM B reaktifleri eklenerek
37°C’de 5 saat inklbasyona birakilmigtir. Fast
Blue’ya bagli sar1 renk olusumunu engellemek icin
seritler 1000 W'lik lamba altinda 10 saniye tutuldu
ve 5 dakika renk olusumu icin beklendi. Son
olarak olusan renkler API-ZYM renk reaksiyon
karttyla  karsilastirllarak  0°dan 5’¢ kadar
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derecelendirildi.  Aktivite olmayanlar  (renk
olugmayan) 0 olarak kaydedilirken en yogun renk
5 olarak kaydedilmistit.

BULGULAR ve TARTISMA

Maya izolatlarinin identifikasyon sonuglari
Olgunlastirilmis  Shanklish peynitlerinden izole
edilmis 24 adet endojen maya izolan ITS1
bélgelerinin dizilenmesiyle tanimlanmistir. Sekans

kudriavzevii  (%08.33), 1 adet Pichia fermentans
(%04.17), 1 adet Pichia membranifaciens (%04.17) ve 1
adet Clavispora lusitaniae (%o4.17) mayast olmak
tzere toplam 24 maya izole edilerek
tanimlanmustir. Elde edilen sekans dizileri NCBI
web sitesinde bulunan BLAST veritabaninda
analiz edilmis ve %99-100 arasinda benzetlik
gostermistir.  Calismadan  izole edilen ve
tanimlanan  mayalarin  bilgileri  ve  erisim

sonuclarina  gbre  peynirlerden, 19  adet numaralar Cizelge 1 ve Cizelge 2’de verilmistir.
Kiuyveromyces  lactis  (%079.16), 2 adet Pichia
Cizelge 1. Shanklish peynirlerinden izole edilen mayalara ait bilgiler
Table 1. Information on yeasts isolated from Shanklish cheeses

1 Hatay ANOI1 K. lactis
ANO2 K. lactis PP258025 %99.38
ANO3 P. kudriavzevii PP258023 %99.80
ANO4 K. lactis
ANO5 K. lactis
ANOG6 P. fermentans PP258028 %99.84

2 Gaziantep ANO7 K. lactis
ANOS8 K. lactis
ANO9 P. membranifaciens PP258029 %99.34
ANO10 K. lactis

3 Istanbul ANO11 K. lactis
ANO12 K. lactis PP258026 %99.38
ANO13 K. lactis
ANO14 K. lactis

4 Mersin ANO15 K. lactis
ANO16 K. lactis PP258027 %99.38
ANO17 K. lactis
ANO18 C. lusitaniae PP258030 %98.37
ANO19 K. lactis

5 Kilis ANO20 K. lactis
ANO21 P. kudriavzevii PP258024 %99.80
ANO22 K. lactis
ANO23 K. lactis
ANO24 K. lactis

Calismadan elde edilen verilere gére K. /Jactis
olgunlastirilmig  Shanklish peynitlerinde baskin
maya tlrl olarak tespit edilmistir. Kiuyweromyces
cinsi mayalar, O&zellikle Kiuyveromyces  lactis,
endustriyel biyoteknoloji icin en 6nemli maya
tiirlerinden biridir ve endistriyel olarak basta {3-
galaktosidaz  enzimi olmak Uzere cesitli
metabolitlerin ~ ve  proteinlerin  Uretiminde
kullanilmaktadir (Spohner vd., 2016). Bununla

birlikte bu maya, stklikla siit ve stit trtinlerinden
Ozellikle peynitlerden (Canastra peyniri, French
peyniri, Fiore Sardo peyniri, Tulum peyniri) izole
edilmektedir (Oliveira vd., 2019; Andrade vd.,
2017; Ceugniez vd., 2017; Fadda vd., 2017;
Karasu-Yalcin vd., 2012). Bu mayanin en ¢arpict
Ozelliklerinden birisi ise probiyotik 6zellikler
barindirma potansiyelidir. Cesitli arastirmalar K.
lactis’in mide-bagirsak yolunda canlt kalabildigini,
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bagirsak epitel dokusuna yapisabilecegini, kisa
zincitli yag asitleri Uretimi bakimindan dstin
oldugunu, gida patojenlerine karst inhibisyon
etkisi oldugunu ve kanserli hicrelerde pro-
apoptotik aktivite gbstermesi gibi fonksiyonel
Ozellikler  barndirdigint ortaya  koymustur
(Oliveira vd., 2019). Peynir iiretiminde uygulanan
olgunlastirma asamasinin da, maya florasinin
cesitliligini dogrudan etkileyen bir faktér oldugu
ve ticari olarak satilan ve ylzeyi olgunlastirilmis
bircok peynirden de K. /lactis mayasinin izole
edildigi rapor edilmektedir (Karasu Yal¢in vd.,
2011). K. lactisin peynirlerde proteolitik aktivite
gosterdigi ve aminoasit, amin grubu bilesikler,
zincitli  ketonlar ve  monogliserid
sentezleyerek peynirlerin tatlarinda aromatik aci
tat gelismesinde 6ncii oldugu belirtilmektedir
(Ozmen Togay vd., 2020; Geronikou vd., 2020).
Ayrica, K. lactis'in laktozu asimile etme yetenegi ve
aminopeptidaz ~ aktivitesi ~ gibi  enzimatik
potansiyeli oldugu da bilinmektedir (Lenoir,
1984).

uzun

Cizelge 2. Shanklish peynirlerinden izole edilerek
tanimlanan maya suslart ve sayilari
Table 2. Yeast strains and total of numbers isolated from

Shanfklish cheeses
Maya tiitleti / Izolat sayilart /
Yeast species Isolate number
Kinyveromyces lactis 19
Pichia kudriavzevii 2
Pichia fermentans 1
Pichia membranifaciens 1
Clavispora lusitaniae 1
Toplam 24

K. lactis K marscianus, Yarrowia lipolytica ve
Debaryomyces  hansenii peynitlerden izole edilen
baslica maya izolatlart olmasina ragmen bunlarin
yaninda daha az sayida olmakla bitlikte Pichia spp.,
Geotrichum candidum ve Saccharomyces cerevisiae gibi
mayalar da peynirlerden izole edilerek cesitli
teknolojik/probiyotik ozellikleri stklikla
aragtirlmaktadir (Atanassova vd., 2016; Ceugniez
vd., 2017; Aponte vd., 2010; Zheng vd., 2018).
Calismadan elde edilen sonuglara gére Shanklish
peynirlerinden 2 adet P. kudriavzevii, 1 adet P.
fermentans ve 1 adet P. membranifaciens olmak tizere
toplam 4 adet Pichia spp. cinsi maya izole

edilmistit. P.  Awudriavzevii  olast  probiyotik
Ozellikleti ve zorlu stres kosullarina karst Gstin
performans gostermesinden Otliri son yillarda
artan bir ilgi gbrmektedir. Bu tir ¢ok cesitli
fermente Urlnlerden izole edilmekle bitlikte,
Ozellikle peynirlerde aromanin gelistirilmesinde
o6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica bu tlrlin
hticre dist proteaz ve lipaz aktivitelerine sahip
oldugu bilinmektedir (Chu wvd., 2023) P
kudriavzerinin Kazak peynirlerinde destek kilttr
olarak kullanildigi bir c¢alismada, bu mayanin
brendi, otsu ve sogan aromalart gibi hos bir tat
olusturdugu tespit edilmistir (Zheng vd., 2018).
Ote yandan P. fermentans ise Lor peyniri, Otlu
peynir ve Feta peyniri gibi cesitli peynitlerden
izole edilmistir (Gunes vd., 2021; Tokak vd., 2019;
Zheng vd., 2021). Merchan vd. (2020) tarafindan
yapilan bir arastirmada, Extremadura
bolgesindeki yumusak tip peynirlerden izole
edilen P. fermentansin yapay mide ortaminda
hayatta kalabildigi, yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu, antimikrobiyal potansiyelinin
yiksek ve otoagregasyon/hidrofobisite
degerlerinde diger suslara gbre en Ustiin tir
oldugu  ortaya  konulmustur. Shanklish
peynirlerinden izole edilen bir diger maya ise P.
membranifaciens olup bu maya Cabrales peyniri
(Alvarez-Martin vd., 2017) ve Civil peyniri (Yildiz
vd., 2021) gibi peynirlerinde florasinda
bulunmaktadir ve destek kiiltiir veya starter killttr
olarak kullanilabilecek 6nemli bir maya oldugu
bildirilmektedir (IKKarasu-Yalcin vd., 2019).

C. lusitaniae genis yaylhm gosteren bir maya olup
Mozarella peyniri (Facchin vd., 2013) ve Beyaz
peynir (Gelen ve Ceylan, 2017) gibi siit
triinlerinde de izole edilmistir. Bu maya hakkinda
cok sinirh calisma olmasina ragmen, probiyotik
ozellikler tasidign (Giirkan, 2018), lipid tretim
yeteneginin bulundugu (Berikten vd., 2021) ve
cesitli enzim aktiviteleri gosterdigi (Mijdeci, 2012)
yapilan arastirmalarla ortaya konmustur.

Enzim aktiviteleri

Izolatlarin API-ZYM test kiti ile elde edilmis
enzim aktiviteleri Cizelge 3’te verilmistir. K. /actis
suslarinin ~ tamamina  yakini  yiksek  16sin
arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz, asit
fostataz, Naftol-as-bi-fosfohidroliz, B-
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galaktosidaz, a-glukosidaz ve -glukosidaz enzim
aktivitesi gostermistir. Suslarin enzim aktiviteleri
yuzdeleri Sekil 1°de verilmisti.

P. kudriavzevii ANO21 susu iyi derecede esteraz
lipaz ve Naftol-as-bi-fosfohidroliz — aktivitesi
gosterirken, P. kudriavzevii ANO3 ve P. fermentans
ANOG suslart ise 16sin arilamidaz, asit fosfataz ve
Naftol-as-bi-fosfohidroliz ~ aktivitelerini  iyi

derecede gostermistir. P. membranifaciens ANO9
susu ise diger Pichia spp. cinsi suslatla
karsilastirddiginda en ylksek asit fosfataz ve
naftol-as-bi-fosfohidroliz aktivitesi gOsteren sus
olarak gbze carpmaktadir. C. lusitaniae ANO18
susu ise yiksek 16sin arilamidaz ve asit fosfataz
aktivitesi gbstermesine ragmen enzimatik aktivite
yoniinden diger maya suslariyla rekabet edebilecek
sonugclar vermemistir.

Gizelge 3. API-ZYM test kiti ile elde edilmis mayalarin enzimatik karakterizasyonu
Table 3. Engymatic characterization of yeasts obtained with API-ZYM test kit

Izolat

No*/
112 (3456|789 10111213 |14 | 15| 16| 17| 18| 19| 20

Isolate

number
ANO1 01234054400 5 3 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO2 |0 |1 |3 |3(0|4]|4]3[0]|0 5 3 0 2 0 5 4 0 0 0
ANO3 |00 |3 (3[04 |10]0]O0f 0] 4] 4 0 0 0 0 0 0 0 0
ANO4 |0 |2 |34 ]0|5|5]4]0O0] 4] 4 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO5 |0 |2 |3 (|4(0|5]|4]4]0]|0 5 3 0 3 0 5 5 0 0 0
ANOG6 |0 |2 |3 (3|0 |512[3]0O0] 4] 4 0 0 0 0 0 0 0 0
ANO7 |0 |O |1 |1{O0O|4]0]1T]0]|O 3 3 0 410 0 0 0 0 0
ANO8 |0 |0 |2 |3(0|4]0]1T]0]|O0 3 3 0 410 0 0 0 0 0
ANO9 |0 |3 |4 |3 |1 |5|4]4]1]|0 5 5 0 1 0 0 0 0 0 0
ANO10O | O | 2|3 |4]|0]|5]4|4]|0] 0 5 3 0 3 0 5 5 0 0 0
ANOI1 |0 | 2|3 |3 ]|0|4|5|3|0] 0 5 3 0 3 0 5 4 0 0 0
ANO12 |0 | 2|3 |4|0|5|5|4]|]0]|] 0| 4] 4 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO13 |0 | 2|3 |4|0]|5|4|4|0] 0 5 3 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO14 |0 | O |2 |2]|0]|4]02]|0] 0 3 3 0 410 0 0 0 0 0
ANO15 |0 | 2|3 |4|0]|5|4|4|0] 0 5 4 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO16 |0 | 2|3 |3 |0 |44 3|00 5 3 0 2 0 5 5 0 0 0
ANO17 |0 | 2|3 |4|0|5|5|4|0] 0 5 4 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO18 |O|O |21 ]|]0]|5]10|0] O 5 1 0 0 0 3 3 0 0 0
ANO19 |0 | 2|3 |4|0|5|4|4]|0] 0 5 3 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO20 |O |1 |2 |3|0]|4|0|4|0] 0] 4 3 0 410 0 0 0 0 0
ANO21 |O | O[3 |4]|0|3]0[0|0] O 3 4 0 0 0 0 0 0 0 0
ANO22 |0 | 2|3 |3]|0|5|5|4|0] 0 5 3 0 3 0 5 5 0 0 0
ANO23 |0 |1 [3 3|04 |53|0] 0 5 3 0 410 5 5 0 0 0
ANO24 | 0|2 [3 |4]|0|5[3 40| 01| 4] 4 0 3 0 5 5 0 0 0

1: Kontrol, 2: Alkalin fosfataz, 3: Esteraz, 4: Esteraz lipaz, 5: Lipaz, 6: Losin arilamidaz, 7: Valin arilamidaz, 8: Sistin
arilamidaz, 9: Tripsin, 10: Alfa simotripsin, 11: Asit fosfataz, 12: Naftol-as-bi-fosfohidroliz, 13: a-galaktosidaz, 14:
B-galaktosidaz, 15: B-glukuronidaz, 16: a-glukosidaz, 17: B-glukosidaz, 18: N-asetil-B-glukozaminidaz, 19: «-

mannosidaz, 20: «-fukosidaz

*ANO3 P. kudriavzevii, ANOOG P. fermentans, ANOO P. membranifaciens, ANO18 C. lusitaniae, ANO21 P. kudriavzevi,
diger izolat kodlart ise K. Jactis suslarina aittir. ( ANO3 P. gudriavzevii, ANOG P. fermentans, ANOO P. membranifaciens,
ANO18 C. lusitaniae, ANO21 P. kudriavzevii, and other isolate codes indicate K. /Jactis strains.)
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Sekil 1. Maya izolatlarinin enzim aktivitesi ylizdeleri
Figure 1. Engyme activity percentages of yeast isolates

100
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Enzim kodlar1 (Enzyme codes)

1: Kontrol, 2: Alkalin fosfataz, 3: Esteraz, 4: Esteraz lipaz, 5: Lipaz, 6: Losin arilamidaz, 7: Valin arilamidaz, 8: Sistin
arilamidaz, 9: Tripsin, 10: Alfa simotripsin, 11: Asit fosfataz, 12: Naftol-as-bi-fosfohidroliz, 13: a-galaktosidaz, 14:
B-galaktosidaz, 15: B-glukuronidaz, 16: a-glukosidaz, 17: B-glukosidaz, 18: N-asetil-B-glukozaminidaz, 19: a-

mannosidaz, 20: a-fukosidaz

Arilamidazlar peptid, ammid veya arilamidlerden
N-terminal aminoasitlerin  hidrolizini katalize
etmektedirler (Dodor ve Tabatabai, 2007).
Boylece, atilamidazlarin aminoasitlerin  setbest
birakilmasinda ve peynirde arzu edilen aromanin

gelistirilmesinde ~ 6nemli  etkileri ~ oldugu
bulunmustur. Ayrica bu enzimlerin peynirin
olgunlasmast  asamasinda  gelisen  aciligin

giderilmesinde rol aldiklart bildirilmistir (Herreros
vd., 2003).

Fosfatazlarin cesitli fosfat esterlerinin  C-O-P

baglarinin ~ hidrolizini  katalize ettikleri
bilinmektedir. Optimum pH degetlerine baglt
olarak asit veya alkalin olarak

isimlendirilmekteditler. Peynirde her iki fosfataz
enzimi bulunmasina ragmen peynitlerin duisiik
pH’ya sahip olmalarindan 6tlrl asit fostatazlar
daha aktif rol oynamaktadirlar (Magboul ve

McSweeney, 1999). Peynirlerin = olgunlasma
asamasinda proteolize direngli olan fosfat
acisindan zengin peptidlerin tretildigi
bilditilmektedir. Peynirdeki asit fosfataz ve
proteolitik  enzimlerin aktivasyonuyla kigik

peptidler ve serbest aminoasitler genis c¢apta
tretilmektedir. Ayrica, asit fostataz enziminin
proteoliz aktivitesi oldugu ve bu nedenle peynirde
aroma olusumuna katki sundugu da bildirilmigtir
(Akuzawa ve Fox, 2004).

Esteraz ve lipazlar, lipitlerin ester baglarinin
hidrolizini katalizleyerek peynirlerdeki serbest yag
asitlerinin -~ miktarint  artirmaktadirlar.  Dustk
konsantrasyonlardaki ~ serbest yag asitlerinin
proteoliz riinleri ve diger reaksiyonlarla dogru
sekilde dengelendiklerinde aromaya ve lezzete
katki sunabilecekleri belirtilmektedir (Hetreros
vd., 2003). Yiksek esteraz veya esteraz lipaz

aktivitesine ~ sahip  suslarinin  peynirlerin
olgunlasma  asamasinda  lipolize  katkida
bulunabilecekleri  dustntlmektedir  (Karasu-
Yalcin vd., 2012).

B-galaktosidaz enzimi laktozu hidrolize etmekten
sorumlu bir enzimdir. Peynir tiretiminde bu enzim
laktozu  pargalayarak glikoz ve galaktoza
dontstiirerek fermantasyon stirecinin
hizlanmasina katkida bulunur. Ayrica peynirlerin
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olgunlasma asamasinda hem tekstiirel
Ozelliklerinin ~ hem  de  tat  profilinin
gelistirilmesinde rol almaktadir (Saqib vd., 2017).

o ve PB-glukosidazlarin ana roli ise sit
drinlerindeki  glikozun  ve  glikoz  iceren
molekillerin  parcalamalaridir.  Bdylece hem

fermantasyon streglerine katki verirler hem de
olgunlasma asamasinda peynirlerin tat profillerine
katkida bulunabilitler (de Morais vd., 2023).

Suglarin enzimatik aktivite sonuclarina gore, K
Jactis ANO17 susu en Ustin enzimatik aktivite
gOsteren sus olarak tespit edilmistir. Bu sus,
yiksek esteraz lipaz, 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz, sistin arilamidaz, asit fostataz, Naftol-
as-bi-fosfohidroliz a-glukosidaz ve B-glukosidaz
aktivitesi gOsterirken orta seviyede esteraz, [-
galaktosidaz ve disik seviyede alkalin fostataz
aktivitesi gostermistir. Olgunlastirilmis Shanklish
peynirinden izole edilen bu sus enzimatik aktivite
yontnden oldukc¢a performans
gosterdiginden, daha ileri ¢alismalarda veya starter
kiltir kombinasyonlarinda destek kiiltiir olarak
kullanilabilme potansiyeli géstermektedir.

ustun

SONUC

Turkiye’de son yillarda Gretilmeye ve tiiketilmeye
baslanan Shanklish peynirinin maya florast SCoT
markor yontemi kullanilarak molekiiler diizeyde
tanimlanmis  ve tamimlanan suglarin  enzim
aktiviteleri belitflenmistir. Calisma sonuclarina
gore Shanklish peynirlerinden 19 adet K. Zactis, 2
adet P. kudriavzevii, 1 adet P. fermentans, 1 adet P.
membranifaciens ve 1 adet C. lusitaniae olmak tzere
toplam 24 adet maya susu izole edilmistir. Bu
suslardan K. /actis ANO17 susu esteraz lipaz, 16sin
arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz, asit
fostataz, Naftol-as-bi-fosfohidroliz a-glukosidaz
ve B-glukosidaz aktivitesi gostermigtir. Boylece,
bu susun peynirin olgunlasmast asamasinda
o6nemli yapi, aroma ve tat gelistirme potansiyeli
bulundugu ve destek kiltir kombinasyonlarinda
kullanilabilecegi  distunilmektedir.
birlikte, bu susun teknolojik ve probiyotik
Ozelliklerinin  arastirilarak ayrica gida giivenligi
acisindan degerlendirilmesine ve genel olarak
Shanklish peyniri Gizerine daha genis ve kapsamlt
calismalarin gerceklestirilmesine ihtiyag
duyuldugu  disinilmektedir.  Ayrica  bu

Bununla

calismanin, maya izolasyonu ve tanimlamasinin
peynir tretiminde kullanilan hammaddelerden ve
Uretimin farklt asamalarindan alinan Grneklerde
gerceklestirilerek suslarin izolasyon kaynaklarinin
da belitlenebilecegi calismalara katki saglayacagt
ongorilmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarin hicbir kurum veya kurulusla cikar
catismast bulunmamaktadir.
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