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oz

Mikrobiyel karakterizasyonda deney sartlari, sonuca etki eden 6nemli bir parametre olarak karsimiza
ctkmaktadir. Bu calismada 50 maya izolatinin, safra tuzuna toleranslart 3 farkh sicaklik (26°C, 30°C ve 37°C)
ve 2 farkli besiyeri (Sabouraud-2% dekstroz broth, SDB ve Yeast Peptone Dextrose Broth, YPD)
kosullarinda arastirilmustir. Genel olarak 26 ve 30 °C’de her iki besiyerinde de benzer gelisim gbzlenmistir.
Fakat 37 °Cde suslarin gelisimlerinde SDB besiyerinde %0.3, %0.5 ve %1 safra tuzunda sirastyla dort, i ve
¢ sus gelisitken, YPD besiyerinde dokuzar susun gelistigi belirlenmistir. YPD ve SDB besiyetleri maya
gelisimi agisindan karsilastirildiginda, YPD'nin farklt sicaklik ve safra oranlarinda daha fazla susun gelisimini
destekleyebildigi tespit edilmistir. Calismada Kagachstania unisporamin deney kosullarindan en ¢ok etkilenen
tir oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Maya, safra tuzu, sicaklik, YPD besiyeri, SDB besiyert

THE EFFECT OF DIFFERENT TEMPERATURE AND MEDIA USAGE ON
DETERMINING BILE SALT TOLERANCE IN YEASTS

ABSTRACT

In microbiological characterisation, experimental conditions emerge as a significant parameter
affecting the result. In this study, the tolerance of 50 yeast isolates to bile salts was investigated under
three different temperature conditions (26°C, 30°C, and 37°C) and two different media (Sabouraud -
2% dextrose broth and Yeast Peptone Dextrose Broth, YPD). In general, similar growth was
observed in both media at 26°C and 30°C. However, at 37°C, it was determined that four, three, and
three strains developed in SDB medium with 0.3%, 0.5%, and 1% bile salt, respectively, while nine
strains developed in YPD medium. When YPD and SDB media were compared in terms of yeast
growth, it was observed that YPD supported the growth of a greater number of strains at different
temperatures and bile ratios. The study determined that Kagachstania unispora was the species most
affected by the experimental conditions.
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Mayalarda safra tuzu toleransinda sicaklik ve besiyeri etkisi

GIRIS
Mayalar, cevrede yaygin olarak bulunan tek
hiicreli 6karyotik mikroorganizmalardir.  Aynt
zamanda bircok geleneksel fermente yiyecek ve
icecegin  Uretiminde rol aldigt gibi gida
bozulmalarinda da etkili olabilmektedir (Tamang
ve Lama, 2022). Dinya genelinde gida
endustrisinde hayvan ve insan tiketimi icin en
yaygin kullantlan mikroorganizma gruplarindan
biri mayalardir. Mayalar, sake, sarap, ekmek, kefir,
elma sarab1 ve bira gibi bircok yiyecek ve icecegin
tretiminde kritik bir rol oynar ve bazi peynirlerin
olgunlasma sitirecinde de yer alir ve genellikle
gtivenli olarak kabul edilirler (Hsu ve Chou, 2021,
Fernandez-Pacheco vd., 2021). Insan ve hayvan
tiketiminde yer alan cinsler arasinda Saccharomyces
ve Kinyveromyces dikkat ¢cekmektedir (Diosma vd.,
2014). Saccharomyces cinsi, alkolli iceceklerde en
yaygin bulunan maya tirtiiyken Kiuyveromyces cinsi
fermente sit urinlerinde baskin maya olarak
bulunur (Tamang ve Lama, 2022).

Bir mikroorganizmanin probiyotik grubuna dahil
olabilmesi i¢in ylksek viicut sicakligs (37 °C),
gastrointestinal ~ sistemden gecerken pH'daki
degisiklikler, mide suyuna maruz kalma, enzimler,
oksijen konsantrasyonu, safra ve pankreas tuzlart
gibi konak¢t organizmada hayatta kalmak icin
belirli kriterlerin  Ustesinden gelmesi gerekir
(Fernandez-Pacheco vd., 2018). Gastrointestinal
sisteme giren probiyotik adaylari icin in vitro
se¢im kriterleri arasinda 37 °C'de biyiiyebilme,
mide asiditesine ve safra tuzlarina karst direnc,
insan sindirim sisteminin elverigsiz kosullarinda
(6rnegin sindirim enzimleri, pankreas suyu ve
disiik pH) hayatta kalabilme, organik asitlerin
varhigr gibi yerel strese karst direngli olabilme,
mukus ve epitel hiicrelerine patojenlerle rekabetci
yapisma, mikrobiyotayr diizenlemenin yant sira
biyolojik fonksiyonlart yerine getirerek konaket
ofrtamin sagligina katkida bulunabilme,
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite ve safra
tuzlarint hidrolize etme kapasitesi yer almaktadir
(Garcia-Hernandez vd., 2012, Staniszewski ve
Kordowska-Wiater, 2021, Hsiung vd., 2021).

Bagirsak, yiyeceklerin sindirilmesi ve besinlerin
emilmesinden sorumlu olan sindirim sistemi
icinde 6nemli bir rol oynar. Bagirsak sagligi, genel

saglik tzerinde etkili olabilir ¢tunkd bircok
simbiyotik mikroorganizma bagirsakta
yasamaktadir ~ (Hsu  ve  Chou,  2021).
Gastrointestinal sistemde safra tuzlarinin varlig,
mikroorganizmalarin canliligini etkileyen kritik bir
faktordiir. Bu nedenle, potansiyel probiyotik
mikroorganizmalarin  sec¢iminde  kullanilan
kriterler arasinda safra tuzlarini tolere etme
kabiliyeti 6ncelikle bir test olarak yer almaktadir
(Chen vd., 2010, Ayyash vd., 2021, Hsiung vd.,
2021). Erkkild ve Petdja (2000) %00.3 safra tuzu
oraninda gelisimin, direncli suslar belirlemek icin
kritik bir konsantrasyon oldugunu belirtmislerdir.
Safra asidi konsantrasyonu, safra kesesinde ~%8,
bagirsakta ~%0.2 ile %2 arasinda degisir. Ancak
bu degerler mutlak degildir, ¢tinkii diyet alimi gibi
faktorlere bagli olarak safra asidi seviyelerinde
kisiden kisiye farkliliklar mevcuttur (Gunn, 2000).

Safra; proteinler, kolesterol, pigmentler, iyonlar ve
cesitli safra tuzlart dahil olmak tzere cok sayida
bilesenden olusur (Merritt ve Donaldson, 2009).
Safra tuzlar; bilirubin, kolesterol ve fosfolipitler
gibi organik bilesiklerin yani sira elektrolitler ve su
gibi inorganik bilesikler icerir (Champe ve Harvey,
1997). Fosfatidilkolin (lesitin) ve safra tuzlar,
safranin miktar olarak en Gnemli bilesenleridir.
Safra, ihtiya¢  duyuldugunda  karacigerden
onikiparmak bagirsagina direkt olarak safra
kanaltyla gecebilit veya sindirim icin aninda
gereksinim  olmadiginda  safra  kesesinde
depolanabilir. Safra icinde en yaygin bulunan safra
asitleri keno-deoksikolik asit ve kolik asittir. Safra
asitleri amfipatiktir, yani molekillerinin hem polar
hem de nonpolar bir yiizeyi vardir. Bu ézellikleri
sayesinde bagirsakta yaglari ¢Ozebilen ajanlar
olarak gérev yapabilitler. Sekil 1’de safranin insan
viicudundaki yeri ve kistmlar1 gbrilmektedir. Safra
asitleri, diyetle alinan lipitlerin pankreastn sindirim
enzimleri tarafindan parcalanmast icin yardimect
olurlar (Champe ve Harvey, 1997).

Karbonhidrat ve yag asidi metabolizmasinda,
amino asit ve azotlu baz biyosentezinde yer alan
proteinlerin ekspresyonu ve genel stres tepkisi
safranin varhgindan sikhikla etkilenir (Bustos vd.,
2018, Ayyash vd., 2021). Safra ve safra asitlerinin
urettigi karmagik stresin dogast géz Oniine
alindiginda, mikroorganizmalarin tolere
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edebilmesi i¢in disa atim (effluks) pompalama
sistemlerinin varligi, safra tuzu hidrolaz (BSH)
enzimi, hicrelerin icsel homeostazt koruma
yetenegi ve hiicre zarinin yapisinda ve bilesiminde
degisiklikler gibi farkli savunma mekanizmalarini
kullanabildikleri gbriilmektedir (Bustos vd., 2018).
Mikrobiyel déntisimler arasinda, BSH tarafindan
safra asitlerinin dekonjugasyonu en Onemlisidir

23

Safra tuzu/

Bile salt
fm? Safra kesesi/
\& Gallbladder
Safra asidi/
Bile acid

(Bustos vd., 2018). Safra tuzu hidrolaz aktivitest,
mikroorganizmalar tarafindan serbest birakilan
amino asitleri karbon ve azot kaynaklart olarak
kullanma, safra detoksifikasyonunu kolaylastirma
veya kolesteroliin hiicre duvarina dahil edilmesini
destekleme olasiligini saglayabilmektedir
(Horackova vd., 2018).

Sekil 1. Safranin insan viicudundaki yeri
Figure 1. The location of bile in the human body

Bu calismada, Atatirk Universitesi Ziraat
Fakiltesi Gida Mduhendisligi Bolimt  kultir
koleksiyonundan alinan 50 maya izolatinin 3 farkls
sicaklik (26 °C, 30 °C ve 37 °C) ve 2 farkh
besiyerindeki  (Sabouraud-2% dextrose broth
(SDB) ve Yeast Peptone Dextrose (YPD) broth)
safra tuzuna toleranst arastirilmistir. Boylece
mayalardaki safra tuzuna toleransinin
belirlenmesinde  farkli sicaklik ve besiyeri
kullaniminin etkisi ortaya koyulmaya ¢alisilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan 50 adet maya izolat1 Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Bolimi kaltir koleksiyonundan temin edilmistir.
Temin edilen maya suglart  farkll  kefir
danelerinden izole edilmistir. Izolatlarin tanilari
onceki c¢aligmalar ¢ercevesinde makroskobik,
mikroskobik ve molekiler teknikler (M13 RAPD-
PCR ve 268 rRNA) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Calismada 6 tiire  ait
(Geotrichum candidum, Kazachstania unispora, Pichia
Sfermentans,  Kazachstania  turicensis,  Saccharomyces
cerevisiae ve Kinyveromyces marxianus) 50 farklt sus
kullanilmis olup 30 izolat ile Kagachstania nnispora
en yogun grubu temsil etmektedir. Calismada
farklt sicaklik, besiyeri ve safra oranlari icin en
degisken ve hassas tiir olan Kagachstania unispora’ya
Ozellikle yer verilmistir.
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Yontem Dextrose Agar (PDA, Merck, Darmstadt,

Maya Izolatlarmm Safliklarmm Kontrolii Almanya) agara ¢izilmis ve saflik kontrolleri

Kiltir koleksiyonundan alinan maya izolatlart gerceklestirilmistir.  Kullandlan  maya  suglan

safliklarinin kontrolli ve safra tuzuna toleransinin Cizelge 1°de verilmistir.

belitlenmesi i¢in -80 °C dereceden ¢ikarilip Potato

Cizelge 1. Calismada kullanilan suslarin kodu ve adt
Table 1. Code and name of the strains nsed in the study

Izolat Izolat
kodu/ 1zolat adt/ Isolate Erisim kodu/ izolat adi/ Isolate Erisim
Isolate nanmse Numarast Isolate nanse Numarast
code code
M1 Geot. candidum MT212722.1 M26 Geot. candidum MN493828.1
M2 Kaza. nnispora MN493828.1 M27 Raza. unispora MN493828.1
M3 Kaza. unispora MN493828.1 M28 Raza. unispora MN493828.1
M4 Kaza. nnispora MN493828.1 M29 Raza. unispora MN493828.1
M5 Kaza. unispora MN493828.1 M30 Raza. unispora MN493828.1
Mo Pich. fermentans MN704650.1 M31 Raza. unispora MN493828.1
M7 Pich. fermentans MN704650.1 M32 Geot. candidum MT212722.1
M8 Kaza. unispora MN493828.1 M33 Raza. unispora MN493828.1
M9 Kaza. nnispora MN493828.1 M34 Geot. candidum MT212722.1
M10 Kaza. unispora MN493828.1 M35 Raza. unispora MN493828.1
M11 Kaza. nnispora MN493828.1 M36 Raza. unispora MN493828.1
M12 Kaza. unispora MN493828.1 M37 Raza. unispora MN493828.1
M13 Geot. candidum MT212722.1 M38 Raza. unispora MN493828.1
M14 Kaza. turicensis MH978869.1 M39 Raza. unispora MN493828.1
M15 Kaza. unispora MN493828.1 M40 Raza. unispora MN493828.1
M16 Geot. candidum MT212722.1 M41 Kiny. marxianns OR250079.1
M17 Kaza. unispora MN493828.1 M42 Geot. candidum MT212722.1
M18 Kaza. nnispora MN493828.1 M43 Raza. unispora MN493828.1
M20 Sacc. cerevisiae OR268347.1 M45 Raza. unispora MN493828.1
M21 Kaza. turicensis MH978869.1 M46 Raza. unispora MN493828.1
M22 Kaza. unispora MN493828.1 M47 Raza. unispora MN493828.1
M23 KRaza. turicensis MH978869.1 M48 Kiny. marxianns OR250079.1
M24 Kiny. marscianus OR250079.1 M49 Kiny. marxianns OR250079.1
M25 Geot. candidum MT212722.1 M50 Geot. candidum MT212722.1

Geot: Geotrichumy; Kazga: Kazachstania;  Pich: Pichiay Sace:

Maya Izolatlarmm Safra Tuzuna Tolerans:

Maya izolatlarinin safra tuzlarina karst direncinin
beliflenmesi amaciyla %0.3, %0.5 ve %1 (w/v)
safra tuzlart (Merck, Darmstadt, Almanya) iceren
ve safra icermeyen Sabouraud-2% dextrose broth
(SDB, Merck, Darmstadt, Almanya) (Et peptonu
5.0 g/L, D (+) Glikoz 20.0 g/L, Kazein peptonu
5.0 g/L) ve Yeast Peptone Dextrose broth (YPD

Broth, Sigma  Aldrich, Milano, halya)
(Bakteriyolojik pepton 20.0 g/1., Glikoz 20.0 g/L,
Maya  ekstraktt  10.0 g/L)  kullanilmistir.

Saccharomyces; Kluy: Kluyveronzyces

Inkiibasyon 96 kuyucuklu mikro plakada yapilmis
ve her bir kuyucuga steril besiyerlerinden 140 pL
lave edilmistir. Her bir maya izolattnin maya
stspansiyonu steril %0.85 FTS ile hazirlanmis ve
1.0 McFarland bulanikhigina standardize edilip
(DEN-1 dansitometre; Biosan, Riga, Letonya) her
bir kuyucuga 10 pL inokile edilmistir. Kontrol
amactyla kullamilan  kuyucuklara inokilasyon
islemi yapimamustir. Plakalar 26, 30 ve 37 °C'de
48 saat boyunca inkiibe edilmis ve maya gelisimi
600 nm'de plaka okuyucu (Epoch, BioTek, USA)
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ile yapilmustir (Giirkan Ozlii vd., 2022, Akay Yiice,
2022). Calisma 3 paralelli olarak
gerceklestirilmistir.

Safra tuzlarina tolerans sonuclary; maya izolatlart
ile inkiibe edilen, icinde safra tuzu bulunmayan
(pozitif kontrol) stvi  besiyetleri ve icine
inoktilasyon yapilmayan (negatif kontrol) sivi
besiyetlerinin absorbanslarinin kargilastirilmasiyla
belirlenmistir. Absorbans sonuglarina gére negatif
kontrolden daha ylksek absorbans degerine sahip
izolatlar "+", negatif kontrol ile benzer absorbans
degerine sahip olanlar ise "-" olarak ifade
edilmistir.

37 °Cde gelisim gostermeyen maya suslarinin
gelismeme nedenlerinin sicaklik olup olmadigint
belitlemek ve suslarin canli olup olmadigini
anlamak icin 37 °C’den alinan aynt plateler énce
20 °C’de daha sonra 26 °C’de inkibe edilmistit.
Boylece mayalarin  canlilik  kontrolii  saglanip,

gelismeme nedeninin
olmadig1 belirlenmistir.

sicaklik  kaynakli olup

BULGULAR ve TARTISMA

Arastirma bulgulart genel olarak incelendiginde
calismada kullanidan izolatlarin farkli sicaklik,
besiyeri ve safra konsantrasyonlart icin aynt
gelisme Ozelliklerini géstermedigi belirlenmistir.
Ornegin; %0.3, %0.5 ve %]1 safra iceren SDB
besiyetinde 26 °C’de Pichia fermentans M6 ve
Saccharomyces  cerevisiae M20  izolatlar1  gelisme
gostermemistir. Kiuyveromyces marxianus M24 susu
ise %0.3 ve %0.5 safra iceren SDB icinde gelisme
gosterirken, %1 safra iceren SDB icinde
gelismemistir. Geriye kalan 47 sus ise %0.3, %0.5
ve %1 safra iceren SDB icinde pozitif olarak
gelismistir. 26 °C’de %0 safra bulunan SDB
besiyerinde tiim izolatlar pozitif sonu¢ vermistir

(Gizelge 2).

Cizelge 2. SDB besiyerinde maya suslartnin farkh sicakliklarda safra tuzlarindaki gelisimi
Table 2. Growth of yeast strains in SDB medium at different temperatures with bile salts

Izolat 26 °C

30 °C 37 °C

kodu/
Isolate
code

%0.3  %0.5 %1

%0.3

%0.5 %1 %0.3 %0.5 %1

M1
M2
M3
M4
M5
Mo
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20

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

4+

St i S SRR A
e e T T T T o S e
e e T T T T o S e

I S T T S e S SR S Sy

+ + +
+ + +

—+
—+
J’_

4+
R R T T I TS

i T T S e SRR S oy
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Izolat 26 °C

30 °C 37 °C

kodu/
Isolate
code

%0.3  %0.5 %1

%0.3

%0.5 %1 %0.3 %0.5 %1

M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40
M41
M42
M43
M44
M45
M46
M47
M48
M49
M50

+ + +

O I T T T T T e i S S S S S S S

+ + 4+

—+

e i i e e i S e S T e
e e e it e A s i e i S S o S S S S S

e S S e i S S S S S S A i e I i e i

+

+ + +

O I T T T T T e i S S S S S S S

I T Tk T I T T T e S S S Sy

+ + 4+
+ + 4+

—+
—+
J’_
J’_
J’_

+
+

Kazachstania unispora M4, M8, M43, M47, M49 ve
P. fermentans M6 izolatlart 30 °C°de %0.3, %00.5 ve
%1 safra iceren SDB  icinde  gelisim
belitlenmemistir. S. cerevisiae M20 susu %0.3 safra
iceren SDB icinde gelisme gosterirken, %0.5 ve
%!1 safra iceren SDB icinde gelisim olmamistir. K.
marxianus M24 izolat1 ise %0.3 ve %0.5 safra
iceren SDB icinde gelisme gosterirken, %1 safra
iceren SDB icinde gelisme g6zlenmemistir. Geriye
kalan 42 izolat ise tim safra oranlarinda 30 °C’de
SDB icinde gelisim gOstermistir. K. #nispora M43,
M47 ve K. marxianns M49 izolatlar1 30 °C’de saftra
icermeyen SDB besiyerinde gelisim géstermezken

diger 47 maya izolati gelisim sonucu vermistir

(Gizelge 2).

K. marxianus M24, M41 ve M48 numarali maya
izolatlart 37 °Cde SDB icinde tim safra
oranlarinda pozitif gelisim gosterirken, K. #nispora
M5 susu sadece %00.3 safra iceren SDB icinde
gelisme gostermistir. Diger kalan 46 sus ise 37
°Cde SDB icinde tim safra oranlarinda
gelismemistit.  Bu  safra  konsantrasyonunda
(%00.3) gelisim gostermeyen suslardan K. wnispora
M5, M8, P. fermentans M6, Geotrichum candidum
M13, M44 ve S. cerevisiae M20 maya izolatlar safra
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icermeyen SDB besiyerinde gelisim gdstermistir.
SDB i¢inde 50 farklt maya izolatinin farkl sicaklik
ve safra tuzu oranindaki gelisimi Cizelge 2°de,

50 ' 48 48
45 4
40 —
35 —
30 —
25 —

20

Safrayl tolere eden izolat sayisi
Number of isolates tolerating bile

safraya tolerans gosteren izolat sayist ise Sekil 2’de
gOsterilmistir.

47

26 (°0)
I 30 (°C)
B 37 (°C)

0.3 0.5

Safra orani (%)
Bile salt (%)

Sekil 2. SDB besiyerinde safraya tolerans gésteren izolat sayist
Figure 2. Number of isolates tolerant to bile in SDB medium

CGalismada kullanilan diger besiyeri olan YPD
broth besiyerinde 26 °C’de %0.3, %0.5 ve %1
safra iceren ve safra icermeyen besiyerinde tim
maya izolatlart gelisim gostermesine ragmen
SDB’de gelismeyen maya izolatlart bulunmaktadir
(Sekil 2 ve Sekil 3). Farkli oranlarda safra iceren

YPD brothda, 30 °C’de K. unispora M43 ve M47
suslart gelisim gOsterememistit. K. unispora M4
maya izolat1 ise 30 °C’de sadece %0.3 safra iceren
YPD broth icinde gelisme gostermistir (Cizelge
3).

Cizelge 3. YPD besiyerinde maya suslarinin farkls sicakhiklarda safra tuzlarindaki gelisimi
Table 3. Growth of yeast strains in YPD medium at different temperatures with bile salts

Izolat 26 °C

30 °C 37 °C

kodu/
Isolate %0.3 %0.5 %1 %0.3
code

%0.5 %1 %0.3 %0.5 %1

M1
M2
M3
M4
M5
Mo6
M7
M8
M9
M10
M11
M12

e i S S S S R
+++++F A+
I T s
I i T

+ + +
+ + +

e e S
4+ ++
+
+
+
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1zolat 26 °C

30 °C 37°C

kodu/
Isolate %0.3 %0.5 %1 %0.3
code

9%0.5 %1 %0.3 9%0.5 %1

M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40
M41
M42
M43
M44
M45
M46
M47
M48
M49
M50
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K. unispora M5, M8, P. fermentans M6, G. candidum
M13, M44, S. cerevisiae M20 ve K. marxianus M24,
M41, M48 numaralt maya izolatlar1 37 °C’de YPD
broth i¢inde tiim safra oranlarinda pozitif gelisim

gosteritken, diger 41 maya susu herhangi bir
gelisme (safra icermeyen YPD broth dahil)
gostermemistit. SDB ile mukayese edildiginde
YPD brothda daha fazla maya susunun
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gelisebildigi  ancak tim maya suslaninin
gelisemedigi gorilmektedir. YPD broth icinde 50
farklt maya izolatinin farklt sicaklik ve safra tuzu

50 50

50 8

45 -

Safray tolere eden izolat sayisi
Number of isolates tolerating bile
- - [¥] N W [ B
(o] ()] [=] 4] o o @]

1 1 1 1 1 1 1

©

[4)]
1

=}

oranindaki gelisimi Cizelge 3’te, safraya tolerans
gbsteren  izolat  sayist  ise  Sekil  3te
gosterilmektedir.

50
7

[ 26 (°C)
I 30 (°C)
BN 37 (°0)

0.3 0.5

Safra orani (%)
Bile salt (%)

Sekil 3. YPD broth icinde safraya tolerans gésteren izolat sayist
Figure 3. Number of isolates tolerant to bile in YPD broth

SDB besiyerinde 37 °C’de, tim safra oranlarinda
pozitif gelisim gosteren K. marxianus M24, M41 ve
M48 numarali maya izolatlart harig geriye kalan 47
izolat 6nce 20 °C’de daha sonra 26 °C’de
inkiibasyona  brrakilmustir.  Boylece  maya
izolatlarinin canliliklar ve gelisimleri 600 nm'de
plaka okuyucu ile kontrol edilmistir. K. #nispora
M5 susu ise sadece %0.3 safra iceren SDB’de

gelisme gosterdigi icin %00.5 ve %1 safraiceriginde
gelisiminin belirlenmesi i¢in 20 °C ve 26 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Buna gore, P. fermentans
M7, K. wnispora M5, M9, M11, M12, M15, M17,
M22, M28 ve G. candidun M13, M25 suslart 20 °C
ve 26 °C’de inkiibasyona birakilmast ardindan tim
safra konsantrasyonlarinda gelisim gosterdikleri
gbzlenmistir (Cizelge 4.)

Cizelge 4. SDB besiyerinde 37 °C’de gelisim gosteremeyen maya izolatlarinin 20 °C ve 26 °C’de
canliliklarinin tespiti
Table 4. Determination of the viability of yeast isolates at 20°C and 26°C that did not grow in SDB medinm at 37°C

Izolat 20 °C 26 °C

II‘Od“/ %0.3 %0.5 %1 %0.3 %0.5 %1
solate code

M1 - - - + + l
M2 - - - - - -
M3 - - - - - -
M4 - - - - - -
M5 + + + + + +
M6 - - - - - -
M7 + + + + + +
M8 - - - . : :
M9 + + + + + +
M10 - - - + + +
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1zolat 20 °C

26 °C

kodu/

0
Isolate code /0.3

%0.5 %1

%0.3 %.0.5 %!1

M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32 - - -
M33 B - -
M34 - - -
M35 - - -
M36 B - -
M37 - - -
M38 - - -
M39 - - -
M40 - - -
M42
M43 - - -
M44 - - -
M45 - - -
M46 - - -
M47 - - -
M49 - - -
M50 + - -
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+ +

+
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+ o+ ++
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oo+ o+
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+ +
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+
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K. turicensis M14, M23, K. unispora M18, M19, M27,
M29, S. cerevisiae M20 ve G. candidum M42 izolatlar
sadece %0.3 safra iceriginde 20 °C ve 26 °C’de
pozitif gelisme gostermistir. G. candidum M50 susu
ise 20 °Cde %0.3 safra iceriginde gelisim
gosterirken 26 °C’de %0.3, %0.5 ve %1 safra
iceriginde gelisim gostermistir. G. candidum M1
susunun 20 °C’de gelisimi goriilmezken 26 °C’de
%03 ve %0.5 safra igeriginde gelistigi
belitlenmistir. K. #nispora M10, M36, M37 ve G.
candidum M26 susunun da 20 °C’de gelisimi

gorilmezken 26 °C’de %0.3, %0.5 ve %1 safra
oraninda gelistigi belirlenmistir. G. candidum M34
ve K. unispora M35, M46 suslart ise 20 °C’de
gelisimi gostermezken 26 °C’de %0.3 safra iceren
SDB icinde gelismistir. 19 tane maya izolat1 ise hi¢
safra oraninda gelisme gOstermemistir. SDB
icinde 37 °C’de gelisim gostermeyen maya
izolatlarinin 20 °C ve 26 °C’de canliliklarinin
tespiti Cizelge 4’de, gelisenlerin sayist ise Sekil 4’de
verilmistir.
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Sekil 4. SDB besiyerinde 37 °C’de gelisim gosteremeyen 47 maya izolatinin 20 °C ve 26 °C’deki gelisim
durumu
Figure 4. Growth status of 47 yeast isolates at 20°C and 26°C that did not grow in SDB broth at 37°C

YPD broth besiyerinde 37 °C’de pozitif gelisim
gosteren K. unispora M5, M8, P. fermentans M6, G.
candidum M13, M44, S. cerevisiae M20 ve K
marxcianus M24, M41, M48 nolu maya izolatlart
disinda kalan diger tim izolatlar (41 adet) 6nce 20
°C’de daha sonra 26 °C’de ayri ayr1 inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 600 nm'de

plaka okuyucu ile plateler okunmustur. K. wnispora
M2, M3, M9, M10, M11, M12, M15, M17, M19,
M22, M27, M28, M29, M30, M31, M33, M30,
M37, M38, M39, M40, P. fermentans M1, G.
candidum M1, M16, M25, M26, M32, M34, M42 ve
M50 izolatlari inkiibasyon sonunda tim safra
oranlarinda gelismistir (Cizelge 5.)

Cizelge 5. YPD brothta 37 °C’de gelisim gésteremeyen maya izolatlarinin 20 °C ve 26 °C’de
canliliklarinin tespiti
Table 5. Determination of the viability of yeast isolates at 20°C and 26°C that did not grow in YPD broth at 37°C

Izolat 20 °C 26 °C
kodu/ o

0.3 %0.5 %1 %0.3 %0.5 %1
Isolate code
M1 + + + + + +
M2 + + + +
M3 + + + + + +
M4 - - - + + +
M7 + + + + + +
M9 + + + + + +
M10 + + + + + +
Mi11 + + + + + +
M12 + + + + + +
M14 - - - - - -
M15 + + + + + +
M16 + + + + + +
M17 + + + + + +
M18 - - - + - -
M19 + + + + + +
M21 - - - - - -
M22 + + + +
M23 - - - - - -
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1zolat 20 °C 26 °C

kOdu/ 0 0 0 0 0 0
Tolats code 60.3 60.5 /o1 /60.3 60.5 ol
M25 + + + + + +
M26 + + + + + +
M27 + + + + + +
M28 + + + + + +
M29 + + + + + +
M30 + + + + + +
M31 + + + + + +
M32 + + + + + +
M33 + + + + + +
M34 + + + + + +
M35 - - - + + +
M36 + + + + + +
M37 + + + + + +
M38 + + + + + +
M39 + + + + + +
M40 + + + + + +
M42 + + + + + +
M43 - - .

M45 - - - - - -
M46 . - -

M47 . . . . . .
M49 - - - - - -
M50 + + + + + +

K. wnispora M4 ve M35 suglar1 20°C’de gelisim
gostermezken 26 °C’de tim safra oranlarinda
gelisim gostermektedir. K. wnispora M18 susu ise
20°C’de gelisim gostermezken 26 °C’de sadece
%0.3 safra oraninda gelisim g6stermektedir.
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Geriye kalan 8 sus ise her iki sicaklikta da gelisim
gostermemistir. Cizelge 5’de YPD broth icinde 37
°C’de gelisim gbstermeyen maya izolatlarinin 20
°C ve 26 °C’de canliliklarinin tespiti ve gelisenlerin
sayist ise Sekil 5’de ise verilmistit.

32
30

B 20 (°C)
I 26 (°C)

Safra orani (%)
Bile salt (%)

Sekil 5. YPD broth icinde 37 °C’de gelisim gosteremeyen 41 maya izolatinin 20 °C ve 26 °C’deki
gelisim durumu
Figure 5. Growth status of 41 yeast isolates at 20°C and 26°C that did not grow in YPD broth at 37°C
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Yukaridaki sonuclar incelendiginde sicaklik ve
safra konsantrasyonu ile besiyeri ¢esitliliginin
denemelerde kullanilan maya izolatlari tizerinde
etkili faktorler oldugu gbzlenmistir. Genel gelisim
Ozellikleri agisindan bakiddiginda 26 °C’de YPD
besiyeri kullaniminin en fazla sus gelisimine
olanak tanidigt tespit edilmistir. Bununla beraber
sicaklik acisindan en diisitk oradan gelisimin 37
°C’de gerceklestigi belirlenmistir.

Calismada kullanilan izolatlar g6rildiglt tzere
farklt sicaklik, besiyeri ve safra konsantrasyonu
acisindan farklt gelisim 6zellikleri géstermistir.
Konu ile ilgili beraber benzer c¢alismalarin
sonugclart asagida sunulmustur.

Bebek digkist ve Feta peyniri kaynakli iki S.
cerevisiae susunun kullanildigr bir ¢alismada insan
orjinli olanin %0.3 safra tuzu igeren YPD
besiyerinde 37 °C’de inkiibe edildiginde safraya
direncli oldugu belirlenmistir (Psomas vd., 2003).
Bu sonug, c¢alisma wverileri ile mukayese
edildiginde; . cerevisiae M20 susunun 37 °C’de
SDB broth iginde gelisim gostermedigi halde
YPD brothda gelisim agisitndan benzer oldugu
gorilmektedir.

Kumura vd. (2004) maya suslari ile yapmis oldugu
calismada safra asidinin varligindan bagimsiz
olarak, 27°C'de inkiibasyon vyapildiginda test
edilen tim suslarda gelisme gézlendigini, 37°C'de
inkiibasyon yapildiginda ise sl gelisme
gozlendigini gbzlemlemislerdir. Aytica S. cerevisiae'
nin safra varliginda gelisebildigini belirtmislerdir.

Gin’deki ciftliklerden toplanan ¢ig stitlerden elde
edilen G. candidum ~ve P. fermentans suslarinin
bulundugu 19 maya izolatt %0.1, %0.3 ve %0.5
safra tuzu iceren YPD brothda 25 °C’de 72 saat
inkiibe edilmistir. Sonug¢ olarak 9%0.3 safra
varliginda 19 sustan  17°sinin iyl gelistigi
gozlenmistir  (Chen vd., 2010). Tlgili suslar
arasinda degerlendirildiginde benzer sonugclarin

bizim  calismamizda da  tespit  edildigi
gorilmektedir.
Baska bir calismada  Portekiz = salamura

zeytinlerinden maya izolasyonu gerceklestirilmis

ve 37 °Cde safra tuzuna direnci (3g/L)

incelenmistir. Calismanin sonucunda S. cerevisiae
‘nin (10 sus) ve P. fermentans ‘n (8 sus) tim
suslarinin safraya direncli oldugu bulunmustur
(Silva  vd., 2011). Bu c¢alismada ise SDB
besiyerinde 37 °C’de P. fermentans M6, M7 ve .
cerevisiae M20 suglart gelisim gbstermezken YPD
brothta P. fermentans M6, S. cerevisiae M20 ve
Geotrichum candidum MA44 suslarinin safraya karst
direngli oldugu tespit edilmistir.

Fermente bir gida olan Fura’dan elde edilen 330

maya susu %0.3 safra tuzu ve 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim maya suslart
(C. krusei ve K. marxianus baskin tirler) safraya
toleranslt  olup, %0.3 (w/v) oxgall icinde
gelistikleri gozlenmistir (Pedersen vd., 2012).
Benzer verilere bu c¢alismada da ulasiddigt
gorilmektedir.

Garcia-Hernandez vd. (2012) yapmis oldugu
calismada fermente edilmis pili¢ digkilarindan 9
maya susu izole edilmis olup %00.3 ve %0.6 safra
iceren ve safra icermeyen Sabouraud dextrose
agarda 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir ve tim
suslarin safraya direncli olduklar1 belirlenmistir.

Diosma vd. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada 4
farkli kefir danesinden 34 adet maya izole
etmislerdir. Tlgili calismada 15 adet . cerevisiae susu
ve 9 adet K marxianus susu kullanilmistir. Bu
izolatlarin safraya direncleri icinde %1 oraninda
safra tuzu bulunan YPD broth besiyerinde 30

°C’de incelemistir. Kullanilan 11 izolat %1 safra
tuzu varliginda gelisim gosterirken; %0.5 safra
tuzu icerifinde tim izolatlarin gelisim gosterdigi
belitlenmistit.  Benzer  durum  ¢alismada
kullandigimuz S cerevisiae M20 ve K. marxianus
suslarinin timi icin gecerli oldugu gérillmektedir.

Girkan (2018) tarafindan yapilan calismada 36
farkli kaynaktan (ev yapimi kirmizi sarap, Antep
peyniri, piring, tarhana hamuru, musir gevregi,
bebek diskisi, anne stti, kefir mayast, keci kefiri,
yas maya, ev yapimt limon sirkesi, probiyotik balik
yemi, ev yapimi elma sirkesi, salamura tursu, ¢ig
inek stti, boza, kimiz, ev yapimi kiraz sirkesi, eksi
ekmek hamuru, beyaz peynir, nohut ekmegi
hamuru, ¢ig keci siitl, salamura zeytin, probiyotik
yogurt, probiyotik yogurt mayasi, ev yogurdu
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mayast, ev yogurdu, kéy yogurdu mayasi, Feta
peyniri, ve bugday gevregi) toplam 140 adet maya
izolasyonu yapimistir. Probiyotik ve teknolojik
Ozellikleri en iyi olan 48 sus icin tant islemi
gerceklestirilmistir. Izolatlarin safraya
toleranslarmin belitlenmesi icin %0.3, %0.5, %0.6
ve %1 oxgall bulunan besiyerlerinde 27 °C ve 37
°C’de inktbasyon gerceklestirilmistir. 27 °C’de
tim suslar pozitif sonug veritken, 37 °C’de %0.3
safra tuzu iceren besiyerinde 48 izolattan 42’si,
%0.5 ve %0.6 safra tuzu igeren besiyerinde 397y,
%1 safra tuzu iceren besiyerinde ise 38’1 gelisim
gOstermistir.

Yalman (2018) tarafindan yapilan c¢alismada
manda sitiinden dretilmis 7 adet Mozzarella ve 13
adet Beyaz peynirden toplamda 406 maya izole
edilmistir.  Tzole edilen mayalardan 1807
tamlanmugtir.  Tanist yapilan izolatlar 37 °C
sicaklikta 9%0.3 safra tuzu varliginda test edilmis
ve 104 izolatin bu sartlarda gelisebildigi
belitlenmistir.

Ttalya'nin Marche bélgesinde bulunan dogal cevre
(odun, toprak, meyve tabakalari, kumtagt
cukurlar, kiler ve mandira) ve fermente
trtinlerden (eksi mayalar, peynirler, saraplar,
biralar ve seker kamusi suyu vb.) kendiliginden
fermente olan islenmis gidalardan toplam 179
tane maya izole edilmis ve Kagachstania,
Kinyveromyces, Pichia ve Saccharomyces dahil olmak
tizere 12 cins belirlenmistir. Tlgili izolatlar, %0.3
safra tuzu iceren YPD brothda 37 °C’de 48 ve 120
saat inkiibe edilmislerdit. KRazachstania  ve
Saccharomyces cinslerine ait tim suslar %0.3 safra
tuzlar: ile 48 saat boyunca hayatta kalabildigi,
sadece S. cerevisiae 4PV susunun 120 saat
inkiibasyonun  sonunda  %90.9  oraninda
ocanliligini korudugu belitlenmistir (Agarbati vd.,
2020).

Tayvan’da toplanan farkli fermente gida
urinlerinden ve iceceklerinden 16 adet maya izole
edilmis olup bunlarin icerisinde 5 adet K
marxianus, 2 adet K. turicensis, 2 adet K. unispora, 2
adet S. cerevisiae susu oldugu gorilmektedir. Tlgili
suslar icerisinde %0.3 safra tuzu bulunduran YPD
brothta 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistit. Yapilan
testler sonucunda, K. marxianus JYC2614 ve K

marxianus  JYC2610  suslarinin  safra  tuzu
toleransina iyi uyum sagladigi gézlemlenmistir. K.
unispora  JYC2608 ve K. aunispora JYC2611
suslarinin ise safra tuzu iceren YPD ortaminda
inhibe oldugu gorulmistir. (Hsiung vd., 2021).
Benzer sonuglar bu ¢alismada da gorilmektedir.
K. marxianus suslart safra iceren besiyetlerinde 37
°Cde gelisim gostetitken, K. wnispora suslarinin
hemen hemen hepsi safra iceren besiyerlerinde 37
°C’de gelisme gostermemisgtir.

Alkay vd. (2021) tarafindan yapilan calismada
toplam 62 mayanin izole edildigi eksi maya
ornekleri Tirkiye'nin 6 bolgesindeki kéylerden
toplanmustir. Maya suslarimin - FTIR  (Fourier-
transform infrared spektroskopisi) ile
tanimlanmasi yapilmis olup ilgili suslar icerisinde
S. cerevisiae susu yer almaktadir. Maya izolatlar1 37
°C’de iginde %0.3 safra bulunan besiyerinde 72
saat inkibe edilmis ve tim maya suslar ilk 24
saatte  %0.3 safra tuzuna direng g&sterdigi
bulunmustur.

Yedi geleneksel kefir danesi ve bir geleneksel kefir
ornegi Iran'in farkli bolgelerinden toplanmis ve
toplam 26 adet maya izole edilmistir. Izolatlar
Pichia fermentans, K. marxianus S. cerevisiae dahil
olmak tizere dort tiire ait oldugu gorilmektedir.
Calismada, izolatlarin 37 °C’de %0.3 safra tuzu
icerisinde 8 saat inkiibe edildiginde, tim suslarin
canliliklarint korudugu belirlenmistir (Rahmani
vd., 2022).

SDB besiyerinde 37 °C’de gelisim gOsteremeyen
46 maya izolatinin %0.3 safra tuzu igeriginde 20
°C’de gelisim durumuna bakildiginda 20 tanesinin
gelistigi, 26 °C’de ise 28’inin gelistigi gérulmistiir.
%0.5 ve %1 safra tuzu iceriginde ise 11 susun 20
°C’de, strastyla 17 ve 16 izolatin ise 26 °C’de
gelistigi gorilmistir. YPD besiyerinde ise 37
°C’de gelisim gosteremeyen 41 maya izolatinin
%0.3, %0.5 ve %1 safra tuzu iceriginde 20 °C’de
gelisim  durumuna  bakildiginda 30 tanesinin
gelistigi, 26 °C’de ise sirastyla 33, 32 ve 32 maya
izolatinin gelistigi gbrulmistir. Gorildigh tzere
sicakligin maya gelisimi tzerinde etkili faktor
oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni olarak
calismanin sonuglart degerlendirildiginde, suslarin
aslinda  canliliklarii ~ koruyup 37 °C’de
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gelisemedigi, 37 °C’nin maya gelisimi acisindan
kisitlayict bir faktér oldugu distntlmektedir.
Muhtemel probiyotik maya izolasyonunda 37
°C’nin kriter oldugu varsayilirsa, bazt izolatlarin
gelisiminin  bu  sicaklikta gerceklesemeyecegi
ayrica besiyeri farklihginin (YPD/SDB) sicaklikla
beraber gelisimi etkileyen bir diger fakt6r oldugu
tespit edilmistir.

SONUC

YPD ve SDB besiyerleri maya gelisimi acisindan
kiyaslandiginda, YPD’nin farkli sicakhik ve safra
oranlarinda  daha fazla susun  gelisimini
destekleyebildigi tespit edilmistir. Genel olarak K.
marxianus 1zolatlart safraya karsi en direncli tir
iken, K. unispora en direngsiz tir olarak
belitlenmistir. Sicaklik derecelerinden 37 °C’nin
mayalarin  gelisimi acgisindan  kisitlayicr  faktor
oldugu, diger sicaklik derecelerine gore bu sicaklik
derecesinde  mayalarin  daha  az  gelistigi
belitlenmistir. Eger muhtemel probiyotik maya
izolasyonunda 37 °Cnin kriter gelisme sicakligt
oldugu distunilirse, YPD besiyerinin tercih
edilmesinin daha dogru olacag goriilmektedir.
Bilindigi lizere K unispora,
Saccharomyces unisporusun gincel tir ismidir. Bu
maya tirdl kefir dretiminde énemli rol oynamakta
olup, triinin probiyotikligi degerlendirilirken
calismamizda verilen sonuglarin gbz Oniine
alinmasi faydali olacaktir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadur.

YAZAR KATKILARI

Burcu Bazu Cirpict  analizlerin - yapilmasi,
aragtirma, gOrsellestirme, yazim-orijinal taslak,
yazim- inceleme ve diizenlemesinde; Bilent Cetin
kavramsallagtirma,  slpervizyon, metodoloji,
yazim-orijinal  taslak,  yazma-inceleme ve
dizenlemesinde katkist olmustur.
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