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Bu ¢alismada Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan bugday unlarindan eksi hamurlar
hazirlanarak bunlardan ve hazir 1 adet eksi hamurdan maya kolonileri izole edilmistir.
MALDI-TOF Kiitle Spektrometresi’yle tanimlamasi yapilan izolatlarin 37°C’de ve
yiiksek seker konsantrasyonunda gelismeleri incelenmistir. MALDI-TOF MS ile yapilan
On tanimlamaya gore 12 maya izolatinin 10 tanesi Saccharomyces cerevisiae’dir. Sadece
E1 kodlu izolat yiiksek seker konsantrasyonunda gelisebilmistir. 37°C’de GPY agarda
Bil, Bi5, Bi7; GPY siv1 besiyerinde ise sadece Bil kodlu izolat gelisememistir. izolatlarin
ekmekgilik agisindan 6nemli olabilecek 6zellikleri (optik yogunluga dayali gelisme hizi,
glukoz-seker fermantasyonu, gesitli tuz derisimlerinde gelisme, diisiik pH degerlerinde
gelisme, killer aktivite, duyarlilik, proteolitik aktivite) arastirilarak uygun izolatlarin
sekans analizi yaptirilmistir. Tiim izolatlar glukozu fermente edebilmistir. Chl kodlu

izolat sakarozu; Bil, Bi5, Bi7 kodlu izolatlar ise fruktozu 24 saatte fermente etmistir. Bi5



kodlu izolat glukoz fermantasyonu besiyerinde; PeC, Bil, Bi5 kodlu izolatlar ise seker
fermantasyonu besiyerinde 24 saat igerisinde glukozu tamamen fermente etmistir. Tim
izolatlar pH 2.5-3.5-4.5-6.57’de ve % 2-3-4-5 (w/v) tuz konsantrasyonlarinda gelismistir.
Izolatlarin higbiri killer 6zellik ve proteolitik aktivite gdstermemistir. PeC ve PeA1 kodlu
izolatlar hari¢ tiim izolatlar K1 ve K2 killer toksinlerine duyarli bulunmustur. Optik
yogunluga dayali gelisme hizi testinde Saccharomyces cerevisiae izolatlarindan en
yiiksek sayiya 24. saatin sonunda M2 kodlu izolat ulasirken Saccharomyces uvarum/
Saccharomyces bayanus izolatlarindan Bi5 ulasmistir. Sekans analiziyle 6 izolatin (C1,
Chl, E1, M2, PeF, PeA2) Saccharomyces cerevisiae oldugu dogrulanmistir. MTT testiyle
baz1 izolatlarin sitotoksisitesinin arastirilmasi icin Caco-2 (Insan kolon adenokarsinoma
hiicre hatt1) ve THP-1 (insan monositik hiicre hatt) hiicreleri kullanilmistir. MTT testine
gore BY1-1, E1, M2, PeA2, PeF ve Chl kodlu izolatlar THP-1 ve Caco-2 hicrelerinin
cogalmasimna neden olmustur. Maya izolatlarinin immiine regulasyona etkisinin
belirlenmesi amaciyla THP-1 hiicreleri PMA uygulamasiyla makrofaja donistiiriilerek
inaktif maya izolatlartyla etkilestirilmistir. Hiicrelerden TNF-a, IL-4, IL-5 ve IL-10
sekresyonu hiicre kiiltiirii siipernatantlarindan ELISA ydntemiyle lgiilmiistiir. Izolatlarin
sitokin seviyeleri negatif kontrol ile kiyaslanarak t-testi ve ¢ift yonli ANOVA yapilmustir.
[zolatlar arasindaki fark tek yonli ANOVA’yla degerlendirilmistir. PeF, C1, BY1-1 ve
M2 kodlu izolatlar makrofajlardan 6nemli dizeyde TNF-a salinimina neden olmustur
(p<0.05). TNF-a salinim diizeyi bakimindan izolatlar arasindaki fark 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Bi5 ve Chl kodlu izolatlarin IL-4 seviyesi negatif kontrol degerinden diisiik
olup, makrofajlardan IL-4 salinimin1 azaltmiglardir. 1L-4 salimim diizeyi bakimindan
izolatlar arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir (p>0.05). En fazla IL-5 salinim
C1 kodlu izolatta olup negatif kontrolden farki anlamli bulunmustur (p<0.05). Bi5, Bi7,
Chl, PeA2 ve PeAl kodlu izolatlarin IL-5 diizeyleri negatif kontrol degerinden diisiik
olup aralarindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). IL-5 salinim diizeyi bakimindan
izolatlar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05). M2, Bi7, C1, PeF, BY1-1, PeC ve
PeAl kodlu izolatlarin makrofajlardan IL-10 salinimini arttirmis ve bu anlamda izolatlar
arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.05). Buna gore PeF ve M2 kodlu izolatlar
teknolojik ozellikleri bakimindan ekmek {iretiminde maya starteri olarak kullanilma
potansiyeline sahip olup, Tiirkiye’ye 6zgili endemik sus olup olmadiklart hususunda ve
ticarilestirilebilmeleri i¢in daha kapsamli ¢alismalar yapilmalidir. Maya izolatlarinin
THP-1 ve Caco-2 kanser hiicre hatlarina etkisinin yani sira makrofajlarla etkilesimleriyle



aciga c¢ikan TNF-a, IL-4, IL-5 ve IL-10 sitokinlerinin seviyeleri ortaya konularak
mayalarin insan sagligi lizerinde olast etkilerine iliskin yapilabilecek c¢aligmalar igin
projeksiyon tutulmustur.

Anahtar Kelimeler: Eksi maya, Saccharomyces cerevisiae, eksi hamur, Caco-2, THP-1,

sitokin
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In this study, yeast colonies were isolated from sourdoughs that were prepared with wheat
flours which were collected from Turkey’s different areas meanwhile one of them was
readymade sourdough. The isolates that were identified by MALDI-TOF Mass
Spectrometry were analysed for their growth at 37°C and in high sugar concentration. 10
of 12 isolates were Saccharomyces cerevisiae according to the pre-idenficiation which
was done by MALDI-TOF MS. Only E1 (coded isolate) could grow in high sugar
concentration. Bil, Bi5, Bi7 couldn’t grow in GPY agar at 37°C. Only Bil couldn’t grow
in GPY broth at 37°C. The properties which can be important for bread making (optical
density dependant growth rate, glucose-sugar fermentation, growth in several salt
concentrations, growth at low pH values, Kkiller activity, sensivity, proteolytic activity) of
the yeast isolates were investigated and the convenient isolates‘ sequence analysis was

performed. All of the yeast isolates could ferment glucose. Ch1 could ferment saccharose
v



within 24 hours. Bil, Bi5, Bi7 could ferment fructose within 24 hours. Bi5 fermented
glucose in glucose fermentation medium within 24 hours. PeC, Bil, Bi5 fermented
glucose in sugar fermentation medium within 24 hours. All of the isolates were grown at
pH 2.5-3.5-4.5-6.57 values and at 2-3-4-5 % (w/v) salt concentrations. Neither of the
isolates showed killer and proteolytic activity. All of the isolates were found sensitive to
K1 and K2 killer toxins except PeC and PeAl. While M2 reached the highest number at
the end of 24 hours among the Saccharomyces cerevisiae isolates, Bi5 reached the highest
number at the end of 24 hours among the Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces
bayanus isolates in the optical density dependant growth rate experiment. 6 of the isolates
(C1, Chl, E1, M2, PeF, PeA2) verified as Saccharomyces cerevisiae with sequence
analysis. Caco-2 (Human colon adenocarcinoma cell line) and THP-1 (Human monocytic
cell line) cells were used to investigate cytotoxicity of the some isolates with MTT Assay.
BY1-1, E1, M2, PeA2, PeF and Ch1 caused growth of THP-1 and Caco-2 cells according
to MTT Assay. THP-1 cells were differentiated to macrophages by applying PMA and
were interacted with the inactive yeast isolates to determine effect of the yeast isolates to
immune regulation. TNF-a, IL-4, IL-5 and IL-10 secretion from the cells was measured
from the cell culture supernatants with ELISA method. t- Test and two way ANOVA
were implemented by comparing the isolates’ cytokine levels with the negative control.
Differences between the isolates were evaluated by using one way ANOVA. PeF, C1,
BY1-1 and M2 caused significant amounts of TNF-a release from macrophages (p<0.05).
The difference between the isolates was found significant in terms of TNF-a release level
(p<0.05). IL-4 levels of Bi5 and Ch1 were lower than the negative control value and they
decreased IL-4 release from macrophages. The difference between the isolates was not
determined significant in terms of IL-4 release (p>0.05). The highest IL-5 release was in
C1and its difference from the negative control was found significant (p<0.05). IL-5 levels
of Bi5, Bi7, Chl, PeA2 and PeAl were lower than the negative control value and the
difference between them was found significant (p<0.05). The difference between the
isolates in terms of IL-5 release level was found significant (p<0.05). M2, Bi7, C1, PeF,
BY1-1, PeC and PeAl increased IL-10 release from macrophages and the difference
between the isolates was found significant in this respect (p<0.05). PeF and M2 have a
potential to be used as yeast starter for bread making in terms of their technological
properties accordingly. More extensive studies should be performed about whether they
are endemic strains indigenous to Turkey or not and to commercialize them. The subject
Vv



was lighted up for the studies that will be able to done about possible effects of yeasts to
human health by presenting the effects of the yeast isolates to THP-1 and Caco-2 cancer
cell lines as well as presenting levels of TNF-a, IL-4, IL-5 and IL-10 cytokines which

come out with the interaction between the yeasts and macrophages.
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1. GIRIS

Ekmek tim Ulkelerde en cok tuketilen trunlerden birisi olup Ulkemizde de gerek ucuz
gerek doyurucu 6zellikte olmasindan dolay1 vazgecilmez gidalarimizdandir [1]. Dinyada
ilk mayali ekmek iiretiminin M.O 1800 yillarinda eski Misir’da hamurun kendi haline
birakilmasiyla tesadif sonucu gergeklestigi bildirilmektedir [2]. Ekmek, Tirk Gida
Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi’ne gore bugday ununa tuz, su, maya
(Saccharomyces cerevisiae), ihtiya¢ halinde seker, enzimler, enzim kaynagi olarak malt
unu, vital gluten ve izin verilen katki maddeleri ilave edilip bu karisimin teknigine uygun
olarak yogrulmasi, sekillendirilmesi, fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile iiretilen

bir {iriin olarak tanimlanmaktadir [3].

Beslenmemizde giinde aldigimiz kalorinin 6nemli bir kismini saglayan bir gida maddesi
olarak ekmek degerli enerji kaynaklarimizdandir. Bu nedenle gida tiiketiminde yerinin
onemli oldugu bilinmektedir. Giin gegtikge geleneksel Urlnlere gosterilen talebin
artmasinin tiiketicileri koruyucusuz, uzun raf 6miirlii, daha besleyici ve daha lezzetli iiriin
cesitleri arayisina yonelttigi; bunun sonucunda da eksi hamur ekmeklerine olan ilginin

arttig1 belirtilmektedir [4].

19. yy’a kadar ekmek {iiretiminde mayalama sirasinda eksi hamur kullanilirken, 19.
yy’dan itibaren firincilik mayas1 kullanilmaya baslandigi, eksi hamur kullaniminin kii¢iik
firmlar ve ¢avdar ekmegi tiretimine indirgendigi belirtilmektedir [5]. Gliniimiizde eksi
hamurun diinya genelinde farkli iirlinlerde (ekmek, kek, kraker) kullannminda artig
goriilmekte olup bugday unundan hazirlanan eksi hamur 200 farkli tiirde eksi hamur
ekmeginde ve Italyan firmcilik iiriinlerinin % 30’unda kullanilmaktadir [5-7]. Yillik 3
milyon tondan fazla {iriinde eksi hamur kullanildig1 g6z 6niine alindiginda endiistriyel

Olgekte onemini hala korudugu bildirilmektedir [8].

Yasadigimiz donemde ekmek iiretiminde hamur hazirlanmasi esnasinda maya oraninin
% 2-3’den % 5-6’ya yiikseltilmesi ile eksi maya kullanim1 yerine fermantasyon siirelerini
kisaltan uygulamalar sonucunda geleneksel ekmek lezzetinden farkli, siinger yapisinda

Urlnler tiretildigi belirtilmektedir [1]. Daha iyi reolojik ve duyusal 6zelliklere sahip Grin



elde etmek, besin kalitesi daha yiiksek iiriin iiretimini saglamak ayni zamanda dogal
tiretim yontemleriyle iiretilmis triinleri tiikketmek isteyen tiiketicilerin ihtiyaglarini
karsilamak amaciyla arastirmalarin son yillarda eksi hamur Gretimi Gzerine yogunlastigi
bildirilmektedir [9].

Eksi hamurda mayalar ve genellikle heterofermantatif laktobasiller birlikte
bulunmaktadirlar. Saccharomyces cerevisiae ¢ksi hamurda bulunan tipik maya
tiirlerindendir. Ekmegin besin dgelerince zengin olmasi, ekmegin gastronomik kalitesi,
tahil matriksinin endojen enzimatik modifikasyonu ve/ya bazi laktik asit bakterilerinin
spesifik aktiviteleri sonucu saglik {izerine olumlu etkilerinin eksi hamur kullaniminin

basarisini destekledigi belirtilmektedir [10].

Eksi hamurdan izole edilen mayalarin hiicre proliferasyonu flizerinde etkisi ve
sitotoksisitenin arastiriimasinda Caco-2 ve THP-1 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Caco-2,
insan kolon adenokarsinomundan tretilmis hiicre hattidir ve barsak epitelyumu
gecirgenligi lizerine yapilan c¢aligmalarda in-vitro model olarak kullanilabilecegi
Onerilmistir [11]. Kiiltiire edilmis hiicrelerin kullaniminin diger hiicre tiplerinden
etkilenmeksizin sadece barsak epitel hiicrelerinin fonksiyonunun arastirtlmasina olanak
saglamasi gibi bir avantaji bulundugu belirtilmistir [12]. THP-1, insan monosit benzeri
hiicre hattidir [13]. Forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ve 1,25-dihidroksivitamin D3
(VD3)’lin, monositik hiicrelerde makrofa; farklilasmasini indiiklemek i¢in kullanilan

uyaranlar oldugu bildirilmektedir [14].

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan bugday unlari
kullanilarak Hacettepe Universitesi laboratuvarlarinda hazirlanan eksi  hamur
orneklerinden ve hazir olarak temin edilmis olan bir adet eksi hamurdan mayalar izole
edilmistir. Eksi hamurda dogal olarak bulundugu diisiiniilen ve izole edilen bu mayalarin
MALDI-TOF MS ile 6n tanimlamalar1 yapilmig, daha sonrasinda ekmek yapim
teknolojisi agisindan 6nemli olabilecek gesitli 6zellikleri arastirilmistir. Yapilan testler
sonucunda uygun oldugu diisiiniilen izolatlarin sekans analizleri hizmet alimi seklinde
yapilarak izolatlar tanimlanmistir. Bazi izolatlarin ayn1 zamanda Caco-2 ve THP-1 hiicre
hatlar1 kullanilarak hiicre proliferasyonu iizerine etkileri ve sitotoksisiteleri MTT testi ile

incelenmistir. Ayrica maya izolatlarinin immiin sistem yanitlart agisindan incelenmesi
2



amaciyla hizmet alimi yapilarak THP-1 monositer hiicreleri PMA uygulamasi ile
makrofaja donistiiriilmiistiir. Sonrasinda hiicrelerden TNF-o, IL-4, IL-5 ve IL-10
sitokinlerinin sekresyonu ELISA yontemi ile dl¢iilmiistiir. Insan sagligma zararl etki
gostermeyen ve ekmekeilik teknolojisi agisindan iyi Ozelliklere sahip dogal
Saccharomyces cerevisiae maya suslarmin bulunmasi ve starter Kkiiltiir olarak

kullanimlarinin onerilebilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ekmek

Ekmek yapiminda kullanilan temel bilesenler un, su, tuz ve maya olup unun kaynagi
bugdaym endospermidir [2]. Undaki ayr1 ayri halde bulunan gluten proteinleri suyla
kanigtirma sirasinda etkilesime girmekte ve bir yapi olusturmaktadir. Bu yap1
fermantasyon sirasinda gerilmekte ve ekmegin yapisini olusturmak icin pisirme sirasinda

koagiile olmaktadir [15].

Unun kalitesi genelde un ve hamurun fiziksel, kimyasal ve teknolojik 6zelliklerine gore
belirlenmektedir [2]. Ekmek yapiminda sert bugdaylardan elde edilen kuvvetli yapidaki
unlar tercih edilmektedir [15]. Bir unun kuvvetli olmasinin ekmekgilikte protein miktari
ve kalitesiyle iliskili oldugu bilinmekte olup unlarin kalitesini gosteren kriterler; renk,
protein miktari, protein kalitesi, iiniformite, su absorbsiyon kabiliyeti, yogurma ve

fermantasyon toleransi ve hamurun gaz olusturma kabiliyetidir [2].

Su, hamurda diger bilesenlerin karigsmasini saglayan ve fermantasyon icin gerekli olan,
ayn1 zamanda istenilen visko-elastik yapinin olugmasini saglayarak son iirlin kalitesini
etkileyen onemli bir bilesendir [2]. Diger taraftan, pisirme sirasinda nisastanin
jelatinizasyonu i¢in de su gerekli olup protein miktar1 ve kalitesine gore gereken su
miktart degisiklik gostermektedir [15]. Hamur kiitlesinin yaklasik olarak % 40’in1 su
olusturmakta ve ekmek yapiminda orta sertlikte sular (50-100 ppm) tercih edilmektedir

[2].

Ekmekgilikte kullanilan NaCl tuzunun ekmege lezzet kazandirmanin yanisira proteolitik
enzimleri inhibe ederek gluteni kuvvetlendirici etkisi de bulunmaktadir. Tuz ile un
proteinleri arasindaki interaksiyonun glutenin su baglama kapasitesini azalttig1

bildirilmistir [2].

Ekmekcilikte kullanilan mayanin birincil gorevi karbondioksit iireterek hamurun
kabarmasini saglamaktir [15]. Genellikle, firincilikta ekmek mayasi olarak S. cerevisiae
kullanildigi  belirtilmektedir [16]. S. cerevisiae’nin yanisira ekmek iiretiminde

Kluyveromyces marxianus’un kullaniminin da uygun olabilecegi 6nerilmistir [17].



Saccharomyces cerevisiae tiirleri basit sekerleri fermente ederek COz olusturmakta
boylece hamurun kabarmasini saglamaktadir. Olusan diger fermantasyon iirlinleriyle de
hamurun olgunlasmasini ve aroma olusumunu saglamaktadir. Mayalar tarafindan iiretilen

rediiktaz enziminin hamurun olgunlagsmasini hizlandirici etki gosterdigi bildirilmistir [2].

Mayalar ayrica fermantasyon sirasinda glutene etki ederek elastisiteyi arttirirken hamurun
viskoz akisini azaltmaktadirlar [15]. Mayalarin fermantasyonu sonucu olusan CO2’in bir
kism1 hamurun sivi fazinda ¢oziinerek karbonik asit olugsmakta ve maya faaliyetleri
sonucu diisen ortam pH’1 glutenin hidrasyonunu, sismesini ve ortamdaki enzimatik ve

kimyasal diger reaksiyonlar etkilemektedir [2].

2.1.1. Ekmek Uretiminde Kullanilan Katki Maddeleri

a-amilaz, proteaz ve lipooksigenaz ekmek liretiminde katki maddesi olarak kullanilan
enzimler arasindadir [18]. Amilaz enzimlerinin zedelenmis nisastay1 ve jelatinize olmus
nigastay1 parcaladigi bilinmektedir [2]. Bugday ve piring unlar1 % 0.5- 1 oraninda
fermente olabilen seker icerdiginden dolayr formiilasyona yeteri kadar seker
eklenmemesi halinde maya gelismesi i¢in nisastanin maltoza enzimatik yolla
parcalanmasi ¢ok dnemli olup eger unun a-amilaz aktivitesi yetersizse maltoz icerigi cok

diisiik kalmakta ve sonug olarak hamur az kabarmaktadir [18].

Proteaz enzimleri proteinlerin distilfit baglarin1 par¢calamamakta, dolayisiyla ii¢ boyutlu
gluten ag1 yapisi zarar gormemektedir. Bu sebeple unda dogal olarak bulunan proteazlarin
ekmek kalitesine etkisi diigiik iken, gluten proteinlerini hidrolize edebilen proteazlarin

pisirme kalitesine etkisi ¢ok biiyiiktiir [2],[18].

Sekerler fermantasyon hizini, gaz olusumunu dolayisiyla ekmek hacmini etkilerken ayni
zamanda ekmekte kabuk rengi ve aroma maddelerinin olusmasini saglamaktadir [19].
Seker orani, un agirliginin % 10’ unu ge¢gmesi halinde maya hiicrelerindeki ¢oziinmemis
halde bulunan ¢ozilingenin etkisiyle olusan ozmotik basing sonucu fermantasyonun

geciktigi bildirilmektedir [15].

Lipooksigenazlar, C vitamini, yaglar ve emiilgatorler ekmek i¢in kullanilan diger katki

maddelerindendir [18],[19],[20]. En sik kullanilan emiilgatorler: Monogliseritlerin



diasetiltartarik asit (DATA) esterleri (DATEM), Sodyum stearol laktilat (SSL), Distile
monogliserit (DGMS), Gliserol monostearat (GMS) ve Lesitindir [20].

2.1.2. Mayalarmm Fermantasyon Mekanizmasi

Fermantasyon mekanizmasi glukozdan baslayip etil alkol olusumuyla son bulan bir gesit
reaksiyonlar dizisi olup mikroorganizmalar glukozu baslica 3 yolla fermente
etmektedirler: Glukozun heksozdifosfat yoluyla par¢alanmasi (EMP yolu), heksozun
oksidatif pentozfosfat yoluyla pargalanmasi (HMP yolu), glukozun Entner - Doudoroff
yoluyla parcalanmas1 (ED yolu). Hayvan dokularinda, maya ve bakterilerde heksozlarin
anaerobik olarak par¢alanmasinda EMP yolunun (Embden Meyerhof ve Parnas Yolu)
onem tasidig1 belirtilmektedir. EMP yolu; glukozun mayalar tarafindan etil alkol
fermantasyonu ile etil alkol ve COz'ye, kas hiicreleri tarafindan ise kaslarda laktik aside
cevrimini gostermektedir. Laktik asit bakterileri gibi bazi mikroorganizmalarin sahip
oldugu laktatdehidrogenaz enzimi ile piriivik asit indirgenerek, laktik asite

doniismektedir. Bu olaylar anaerobik kosullarda meydana gelmektedir [21].

Glukozdan laktik asit olusumuna kadar gergeklesen reaksiyonlar dizisi glikolizis olarak
adlandirilmaktadir. Glikoliz ve fermantasyon olaylarinda sonugta bag enerjileri yiiksek
tiriinler olugmaktadir, ¢ilinkii tam olmayan bir pargalanma ger¢eklesmektedir ve bu
nedenle net enerji kazanci az olmaktadir (2 ATP). Diger monosakkaritler uygun enzimler

araciligiyla doniisim gecirerek EMP yoluna girmektedir [21].

Fermantasyonun yan Urtinleri olarak metil alkol, asetaldehit, yuksek alkoller, gliserin,

organik asit ve esterler olugsmaktadir [22].

2.1.3. Ekmek Mayasinin Calismasim1 ve Fermantasyonunu Etkileyen Faktorler

Ekmek iiretiminde kullanilan maya miktar1 fermantasyonu ve dolayisiyla ekmek yapisini
etkilemektedir. Maya miktarimin fermantasyon siiresine gore belirlendigi; sabit oranlarda
tuz, yag ve seker kullanilarak maya miktarinin az (% 0.5), normal (% 3) ve ¢ok (% 5)
miktarda ayarlanmasi ile maya etkisinin test edildigi bir calismada iki saat siiresince
fermantasyon uygulanmistir. Buna gore diisiikk miktarda maya kullanildiginda az miktarda
gaz iiretimi gergeklesmis ve buna bagli olarak diizgiin olmayan, gelismemis bir yap1
olusmustur. Tam aksine ¢ok miktarda maya kullaniminda ise asir1 gaz {iretimi ve yiiksek

hacim meydana gelmistir, dolayisiyla ¢ok gevsek bir hamur olugsmustur [23,24].



Fermantasyonu etkileyen bir diger faktor sicaklik olup mayalarin ¢aligmasinin en hizl
30-36 °C arasinda oldugu, 20 °C’nin altinda ve 40 °C’nin iizerinde gelisimin durdugu
belirtilmektedir [2]. Hamur sicakligi yiikseldikge optimum sicakliga (yaklasik 40 °C)
ulasana kadar gaz iiretim hizinin arttig1 bildirilmistir [24,25]. Bu sicaklik tizerine ¢iktik¢a
yaklagik 50 °C’ye kadar hiicre 6liimiiniin gergeklestigi ve gaz liretiminde kademeli bir
azalma oldugu, hamur sicaklig1 azaldik¢a ise gaz tiretim hizinin azaldigi ve 4 °C civarinda

ise neredeyse tamamen durdugu ortaya konulmustur [24,25].

Mayalarin optimum olarak pH 4.5-5 arasinda faaliyet gosterdigi, pH 1n maya faaliyeti
acisindan oldugu kadar hamurdaki diger mikrobiyolojik ve enzimatik faaliyetleri

etkilemesi agisindan da 6nemli oldugu bilinmektedir [2].

Seker, hamurda maya i¢in en énemli besin kaynagi olup unda yaklasik % 1.5 oraninda
dogal halde fermente olabilir seker bulunmaktadir [24,25]. Daha fazla seker eldesi ise
undaki amilaz enzimleri zedelenmis nisastaya etki ettifinde maltoz {iretimi
gerceklesmesiyle saglanmaktadir [24,25]. Fermantasyon igin ortamda bulunan seker
miktarinin % 5’in altinda olmasi gerektigi aksi halde maya fermantasyonunu veya

solunumunu inhibe edecegi belirtilmektedir [2].

Ortamdaki tuz miktarinin artmasi maya faaliyetini olumsuz yonde etkilemektedir [2].
Hamurdaki ortamin ozmotik basincindaki artis bu ortamda bulunan maya hiicrelerinden
suyun disartya ¢ikmasina neden olmakta, sonucta maya hiicresi i¢indeki ¢éziinmiis kati
maddenin konsantrasyonu artmakta ve gaz iiretimi azalmaktadir [24,25]. Sekerin ozmotik

basingtaki degisimi daha az etkiledigi ifade edilmistir [24,25].

2.2. Eksi Hamur

Eksi hamur ekmegi Tiirk Gida Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi’ne gore tahil
unlarina su, tuz, maya, geleneksel veya endiistriyel yontemlerle elde edilen eksi veya eksi
hamur ilavesiyle hazirlanan hamurun teknigine uygun olarak yogrulmasi,
sekillendirilmesi, fermantasyona birakilmasi ve pisirilmesi ile iiretilen ekmek ve ekmek

cesitleri olarak tanimlanmaktadir [3].

Eksi hamur, mayalarin ve genellikle heterofermantatif laktobasillerin birlikte bulundugu

Ozel ve stresli bir ekosistemdir [10]. Eksi hamur, bugday ya da cavdar unu ve suyun



olusturdugu karistmin Laktik Asit Bakterileri (LAB) ve mayalarla fermantasyonuyla
hazirlanmaktadir [26]. Mikroorganizmalarin genellikle undan, firindan ya da bazen
hamura eklenen meyve, sirke, sira gibi maddelerden bulastig1; bunun sonucu olusan
floranin oldukga karmasik bir yapiya sahip oldugu bildirilmistir [27]. Fermantasyonda
ekmek mayasinin yani sira homofermantatif ve heterofermantatif laktik asit bakterisi
kiltiirlerinin ilavesinin ve fermantasyon siirecinin uzun tutulmasinin hem ekmek

Ozelliklerini hem de aromay1 olumlu etkiledigi belirtilmektedir [1].

Homofermentatif LAB’lar sekeri kullanarak laktik asit  olusturmaktadir;
heterofermentatifler ise laktik asidin yani sira CO, etil alkol, asetik asit ve bazi ugucu
bilesikleri de tiretmektedir [1]. Eksi hamur mikrobiyotasinin ana metabolik aktiviteleri:
Laktik asit bakterilerinin neden oldugu asit olusumu, hem maya hem de laktik asit
bakterilerinin etkin oldugu aroma olusumu ve maya-heterofermantatif laktik asit
bakterilerince hamurun kabartilmasi seklinde ifade edilmektedir [10]. Eksi hamur ne
kadar diisiitk hamur verimi degerine sahipse, o kadar ¢ok asetik asit tretilmekte ve laktik

asit liretimi o kadar daha az olmaktadir [9].

Eksi hamurun; hamurun islenmesi, ekmek tekstiirii, aromasi1 ve raf dmrii lizerine bazi
teknolojik avantajlar sagladigi belirtilmektedir [10]. Eksi hamur ekmegi; arzu edilen
hacim ve ekmek i¢i yapisi, kuvvetli aromasi, daha uzun raf Omriine sahip olmasi

nedeniyle ekmekgilikte tercih sebebidir [1,28-30].

Ekmek ve unla hazirlanan diger tiriinlerde karsilagilan baslica mikrobiyolojik bozulmalar
stinme (rope) hastalig1 ve kiiflenmedir. Mikrobiyolojik bozulmalarin sebepleri ise uygun
hammadde kullanilmamasi, hijyenik sartlarda iiretim gerceklestirilmemesi, iiretimden
tiketime kadar gegen siire igerisinde bir bulaginin olmasidir. Mikrobiyolojik
bozulmalarin 6niine geg¢ilmesinde kimyasal koruyucular ve laktik starter kultlrlerinin

kullaniminin ragbet gordiigii bildirilmektedir [31].

Eksi hamurlar Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olamak {izere 3 tipte siniflandirilmaktadirlar. Tip 1
onceki fermantasyondan bir par¢anin kullanilmasiyla hazirlanan eksi hamurlardir,
bunlara geleneksel eksi hamur da denilmektedir. Tip 2 endiistriyel tip bir eksi hamur olup,
fermantasyonu baslatmak i¢in uyarlanmis suslar kullanilmaktadir. Bu eksi hamurlar sivi

olabilmektedir bu da hamurun kolay pompalanabilmesine olanak saglamaktadir. Tip 3



kurutulabilen bir eksi hamur tipi olup genelde endiistriyel firincilikta kullanilmaktadir
clinkii kalite sabittir, taze fretilen eksi hamur kaynakli son iirlin varyasyonlar

olmamaktadir [9,32].

Geleneksel bugday ve ¢avdar eksi hamuru iiretiminde fermantasyon siiresinin 3-48 saat
oldugu belirtilmektedir [33—-35]. Trabzon Vakfikebir ekmeginin hamuru tip 1 eksi hamur
olup sert kabuklu, iri gozenekli, aromatik, isleme toleransi yiiksek, yiiksek hacimli ve

gramajli ayrica islem siiresi yaklasik 24 saat uzunlukta olan bir ekmektir [36].

Eksi hamur fermente olabilir karbonhidratlar agisindan zengin olup baslangigtaki pH
degeri 5.0-6.2 arasindadir; bu diisiik pH, uygulanan eksi hamur hazirlama teknolojisi ve
unun hazirlanig bigimine bagli olarak tahillar/unlardan gelen laktik asit bakterilerinin
spontane sekilde gelismesine olanak saglamaktadir [35]. Karbonhidratga zengin ve diisiik
asitli hamurlarin spontane fermantasyonlari genelde birbirini takip eden veya es zamanda
gerceklesen laktik asit bakterileri ve mayalarin gelisimi ile karakterize olmaktadir [37].
Spontane hamur fermantasyonlart starter kiiltiir ya da 6nceden hazirlanmig eksi hamurdan
(ana hamurdan) bir porsiyon kullanilmaksizin unun suyla karistirilmasiyla baslamakta
olup hamurun mikroflorast; kullanilan un, tahil, su vs. gibi ham bilesenlerin
mikroflorasina ve genel hijyenik sartlara bagli olmakta ayrica unun saklama kosullari,
tard, orijini kadar uygulanan fermantasyon prosesinin teknolojik parametrelerine gére de

degiskenlik gostermektedir [37].

Geleneksel eksi hamur proseslerinin genelde tesadiifi floraya dayanmadigi, ana
hamurlarin kullanimina dayandigi belirtilmektedir. Bu ana hamurlar belirli ve tipik
hazirlama dongiisiine gére uzun zaman periyotlarinda devamli olarak muhafaza edilen
hamurlardir. Ana hamurun sonraki hamurlar i¢in dogal maya olarak kullanilabildigi ve
bu durumda spontane eksi hamur fermantasyonundaki mikroflora yani homofermantatif
laktobasillerin domine ettigi bir mikrofloraya rastlanabildigi fakat esas olarak burada

heterofermantatif laktobasillerin bulundugu belirtilmektedir [35].

Eksi hamurdaki maya florasinin bakterilere kiyasla daha homojen oldugu bildirilmektedir
[16]. Eksi hamurda bulunan tipik laktik asit bakterisi tiirleri: Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus  paralimentarius, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus

sanfranciscensis’dir [10]. Eksi hamurdaki tipik maya tiirleri ise: basta Saccharomyces



cerevisiae, Candida humilis, Kazachstania exigua dir [10]. Stabil eksi hamurlarda en sik
rastlanan maya turleri S. cerevisiae, Candida humilis, Pichia kudriavzevii, Kazachstania
exigua, Torulaspora delbrueckii ve anamorf hali Candida colliculosa, Wickerhamomyces
anomalus ‘dur [38]. Bir takim i¢ ve dis faktorler eksi hamur mikrobiyotasinin
kompozisyonunu etkileyebilmektedir; 6rnegin unun tipi ve kalite durumu, sicaklik, pH,
hamur verimi, “backslopping” uygulamalar1 vs. [10]. Lb. sanfranciscensis ‘in eksi hamur

fermantasyonunda bulunmasi 6zel ¢evresel ve teknolojik faktorlere baglidir [10].

Cizelge 2.1. Eksi hamurdan izole edilen mayalar [37].

A B

Candida boidinii Candida holmiiP
Candida guilliermondii Candida krusei®
Candida stellata Candida milleri
Candida tropicalis Pichia saitoi

Pichia polymorpha Torulopsis holmii®
Hansenula anomala Saccharomyces exiguus?

Hansenula subpelliculosa
Hansenula tropicalis
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces dairensis
Saccharomyces ellipsoideus
Saccharomyces inusitatus

Saccharomyces fructuum

A ve B siitunlar1 bugday ve ¢avdar eksi hamurlarindan izole edilmis mayalar1 géstermektedir. B: Tipik eksi
hamur mayalarini gostermektedir.

: Onceki ad1 Torulaspora delbrueckii.

: Torulopsis holmii var. holmii syn. Saccharomyces exiguus ‘un asekstiel formu.

: Issatchenkia orientalis’in aseksiiel formu.

: Torulopsis holmii var. acidi lactici syn. Saccharomyces exiguus’un aseksiiel formu.

: Syn. Saccharomyces exiguus ve Candida holmii’nin sekstiel formu.

® o o T o

S. cerevisiae’ nin maltoz pozitif oldugu, belirli bir dereceye kadar diisiik pH ve yiiksek

ozmotik basinca dayanikli oldugu bilinmektedir [10]. S. cerevisiae maltozu enerji kaynagi
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olarak tercih etmekte iken C. humilis ve K. exigua gibi eksi hamura 6zel mayalar maltoz
negatiftir, siikkroz ve glukofruktanlar1 hidrolize ederek glukozu tiiketmekte ve aminoasit
saglayarak tam heterofermantatif L. sanfranciscensis ile beslenimsel iliski kurmaktadirlar
[39-41].

Ekmek yapim prosesinde bulunan mikroflora ig¢i iligkilerin arastirildigi bir ¢alismada
ekmek hamurundan izole edilen farkli mikrobiyel cinslerin fermantasyon kabiliyeti
normal hamurdakine uyumlu bir oranda yasayan hiicrelerin onceden sterilize edilmis
ekmek hamuruna ilave edilmesiyle bir fermento-manometrenin icinde gaz uretimi
bakimindan karsilastirilarak Olgiilmistiir. Farkli bakteri ve maya cinsleri ticari
Saccharomyces cerevisiae kiiltiirii ilavesiyle standart kosullarda degerlendirilmistir.
Buna gore Gram-pozitif bakteriler fermantasyonda uyarict bir etkiye sahipken Gram-
negatif bakterilerin fermantasyonu inhibe ettigi goriilmiistiir. Lactobacillus spp. ve
Saccharomyces cinsine ait yabani tlrlerin ilavesi CO; iiretim performansinda en 6nemli

artisa sebep olmustur [42].

Farkli mikrobiyel interaksiyonlar ve teknolojilerin eksi hamur dirilinlerinin tat ve
aromasina katkida bulunan ugucu bilesenlerin sentezine etki ettigi bilinmektedir [35].
Bugday ekmegi hamuruna eksi hamur ilave edilerek aroma bilesenleri olusumunun
arastirlldigl bir caligmada eksi hamurlar sadece laktik asit bakterisi kiiltlirleri ve hem
laktik asit bakterisi hem de eksi hamurda bulunan mayalar1 igeren karisim starter
kiltiirlerle fermente edilmistir. Sonug olarak eksi hamursuz kontrol 6rnegine gore % 5-
20 eksi hamur ilave edilen ekmek somunlarinin hacmi 6nemli oranda artmistir. Eksi
hamur ekmeginde asetik asit, 2-metilpropanoik asit ve 3- metilbiitanoik asit miktar1 genel
olarak daha yiiksek olarak saptanmustir; Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii veya L.
sanfrancisco ile fermente edilen eksi hamur eklenen somunlarin daha yiiksek miktarda 2-
veya 3-metil-l-butanol igermekte oldugu goriilmiistiir. Eksi hamur mayalar1 ve starter
kiiltiirler arasinda interaksiyonlar gdzlenmistir; kullanilan starter kiiltiir ve eksi hamur
mayasina bagli olarak etanol, 2-metilpropanol, 2/3-metil-I-butanol, 2-feniletanol, benzil
alkol, asetik asit, 2-metilpropanoik asit ve 3- metilpropanoik asit bilegsenlerinin miktarinin

arttig1 belirlenmistir [43].
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2.3. MALDI-TOF MS (Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon
Ucus Zamam Kiitle Spektrometresi)

MALDI-TOF MS, mikroorganizmalarin protein yapilarinin iyonize edildigi, daha
sonrasinda bir elektrik alandan gecirilerek protein profillerinin ¢ikarildigi bir tanimlama
yontemidir. Bu protein profilleri sistemin kituphanesinde bulunan yuklu veriler ile
karsilastirilarak uygun tanimlama cihaz tarafindan yapilmaktadir. Tanimlamada
kullanilan mikroorganizma proteinlerinin, ¢evresel kosullardan az etkilendigi icin esas

olarak ribozomal proteinler oldugu belirtilmektedir [44].

Kiiltiire edilmis koloniler
temiz bir target lizerine
yayilir

Orneklere matrix
soliisyonu uygulanir ve
hava akim ile kurutulur

MALDI-TOF MS
cihazinda élciim
gerceklestirilir

Analite 6zgii kiitle
spekturumu elde edilir

Veri tabanindaki
spekturumlarla, {iretilen
kiitle spekturumunun
otomatik eglegtirilmesiyle
analit tanimlanir

Sekil 2.1. MALDI-TOF MS ile tanimlamada islem basamaklari [45].

2.4. Killer Aktivite
Killer toksinler bazi endiistriyel maya tiirlerinde bulunan protein yapili maddelerdir [46].
Killer mayalarla kontaminasyonun firincilik, biracilik ve sarap iiretimi gibi sektorlerde

fermantasyon prosesleri agisindan endiistri i¢in bir problem oldugu belirtilmistir [46].
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Mayalar killer 6zellikleri bakimindan dort fenotipte siniflandirilmaktadir: killer, duyarls,
notral, hem killer hem duyarli [47]. Fermantasyon proseslerinde kullanilan mayalar
normalde killer 6zellik géstermemekte, baz1 gerekli durumlarda sonradan Killer dzellik

kazandirilmasina gidilebilmektedir [48].

Saccharomyces cerevisiae suslarinda, sitoplazmada bulunan viriis benzeri ¢ift sarmalli
RNA partikiillerinin killer sistem oldugu bilinmektedir. Killer toksinlerin, hiicre i¢i veya
dis1 kaynakli olabildigi belirtilmistir. K1 killer suslarinca iiretilen K1 toksininin hiicre dis1
kaynakli toksinlerden oldugu, kiiclik monomerik bir protein yapisinda oldugu ve 1stya
kars1 stabil 6zellik gosterdigi bilinmektedir. K1 toksinin, eksponensiyel biiyiime fazinda
hiicreden ayrildig1 ve toksine duyarl hiicrelerde glukanlara baglanarak hiicre membran

gecirgenligini bozdugu bildirilmektedir [46,49].

Killer toksin 0Ozelliklerine gore killer mayalar, K1’den Kl1’e kadar 11 grupta
smiflandirilmakta olup K1, K2 ve K3 killer toksinleri S. cerevisiae’ye 6zgii toksinlerdir.
K1 toksininin stabilitesi ve {iretimi agisindan optimum pH degeri 4.6-4.8 arasindadir. K2
toksini ise pH 2.8-4.8 arasinda stabil 6zelliktedir [50-52]. Fermente gidalarda toksin

Uretimini etkileyen 6nemli faktdrlerden birinin de tuz oldugu diistiniilmektedir [53-55].

2.5. Sekans Analizi

Mayalarin tanimlanmasinda kullanilan bazi molekiiler yontemler: DNA hibridizasyon
teknigi, elektroforetik karyotiplendirme, RFLP (Restriksiyon Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi), mitokondriyal ve ribozomal DNA sekans (dizi) analizidir. Funguslarda
taksonomik iligkilerin ve genetik farkliliklarun belirlenmesinde, rRNA genlerinin
kodlandigi DNA dizilerinin kullaniminin yaygin oldugu bilinmektedir. Funguslarda
rRNA gen kiimesi yani ¢ekirdek rDNA’nin her genomda yiizlerce kopyast olmakla
birlikte, ardisik sekilde tekrarlanan rDNA birimleri seklinde bulundugu belirtilmistir [56].

DNA dizileme metotlar1 arasinda Sanger metodu, Maxam & Gilbert metodu, True single
molecule sequencing, Strand sequencing gibi metotlar bulunmaktadir. Sanger metodunun
enzimatik bir metot olmasiyla birlikte, ddNTP’lerin rastgele DNA zincirine baglanmasina

dayandig bildirilmistir [57].
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Sanger metodunda spesifik zincir terminatérleri olarak 4 tur 2,-3-dideoksinukleotid
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) kontrollii miktarlarda ve siirelerde kullanilmaktadir.
ddNTP’lerin deoksiribozlarinda 2. ve 3. pozisyonlardaki OH molekiillerinde oksijen
bulunmamakta yani sadece H bulunmaktadir. Bu durumun da sentez sirasinda bu
maddelerin siraya girmesi halinde polimerizasyonun durmasini sagladigi bildirilmistir.
Bunun nedeni yandaki molekiillerle fosfodiester baglar1 kurulamamasi oldugu

belirtilmektedir [58].

Sanger dizi analiz yonteminde teknik olarak 3 basamak bulunmaktadir: 1-polimeraz
zincir reaksiyonu, 2-dizileme reaksiyonu, 3-jel elektroforezi ve bilgisayarda
degerlendirme [59]. Bu yontemde 4 tiir ddNTP, DNA polimeraz | (klenow fragmenti), 4
tiir AINTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP: polimerizasyon i¢in gerekmektedirler), baz sirasi
tayin edilecek kisa tek iplik¢ik DNA segmenti (kalip sekans) ve bunun 3'-ucundaki DNA
bazlarina komplementer olan ve 32P ile 5'-u¢larindan isaretlenmis kisa primer DNA
segmentleri ortamda bulunmakta olup primer DNA fragmentler1, polimeraz I enziminin

sentez isleminde gerekmektedirler [58].

2.6. MTT (3-(4,5-dimetil tiyazol 2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum-bromur) Testi

In vitro sitotoksisite testleri ile ilag niteligine sahip veya toksik olup olmadig: incelenen
cesitli maddelerin hiicre kiiltiiriinde yapilan dl¢timlerle degerlendirildigi belirtilmektedir
[60]. Sitotoksisite testlerinden olan MTT, tetrazolyum testleri igerisinde yer almaktadir
[60]. Tetrazolyum tuzlart elektron aldiklarinda indirgenerek formazan yapisina
dontismektedirler ve renk degisiklikleri olusmaktadir [61]. Tetrazolyum halkasinin
kirilmasi igin canli hiicreler olmasi gerektigi bilinmektedir, ¢iinkii sadece aktif mitokondri
sayesinde bu halka kirilabilmektedir [61]. Sonu¢ olarak renk reaksiyonunun

gerceklesmesi igin canli hiicre olmasinin sart oldugu bildirilmistir [61].

Tetrazolyum bilesikleri kullanilarak yapilan canlilik testlerinde ii¢c asama bulundugu

belirtilmistir [60—62]. Buna gore:

1. Asama: Once hiicrelere belirli bir siire toksik madde uygulanir
2. Asama: Toksik madde uzaklastirilir ve tetrazolyum bilesigi ortama eklenir yaklasik 1-
4 saat suireyle inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon esnasinda canli hiicreler ilgili bilesikleri

indirgeyip formazana doniistiiriir ve renk degisimi gergeklesir.
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3. Asama: Renkteki degisim spektrofotometreyle dlgiiliir, boylece canli/6lii hiicre sayist

elde edilir.

2.7. Caco-2 ve THP-1 Hucreleri

Mikroorganizmalarin konaga en sik mukozal bélgelerden girdikleri bilinmektedir [63].
Patojen konak ortamina girdiginde karsilastigi yap1 ve mekanizmalar: Epitel hiicrelerin
olusturdugu fiziksel bariyer, dogal savunma mekanizmalar1 ve dogal sistemce uyarilan
kazanilmis immiin yanittir [63]. Epitel hiicrelerinin 6neminin patojenlere karsi ilk tepki
gosteren, aktivasyon faktorleri veya kofaktorler salinimi yoluyla veya direkt hiicre-hiicre
etkilesimiyle makrofajlar1 aktive edebilen ve dogal immiin/inflamatuvar yanitta rol
oynayan hiicreler olmasindan ileri geldigi belirtilmektedir [63]. Barsak epitel hiicreleri
¢oziinebilir faktorler araciligiyla barsak epitelyumunda bulunan immiin hiicreleri ile
etkilesime girmektedir [64]. Bakteri ve interferon-y (IFN-y) veya yiiksek miktarda
lipopolisakkarid (LPS) ile uyarilmis olan makrofajlarin yiiksek miktarda nitrik oksit (NO)
tirettigi ve yabanci hiicrelerde (bakteri, parazit, tiimor hiicreleri gibi) sitostatik ve/veya
sitotoksik etki olusturdugu bildirilmistir [63]. Barsak epitel hiicreleri, fonksiyonlarinin
arastirildigi ¢aligmalarin ortaya koydugu tizere; su, iyonlar ve liimende bulunan besinlerin
absorpsiyonunu saglamak, limendeki igerigi barsak ve vaskiiler sivilarindan ayiran bir
bariyer olusturmak gibi énemli fonksiyonlara sahiptirler [12]. Caco-2 hiicreleri insan
kolon epidermal adenokarsinoma hucreleridir [63]. Normal enterositlere benzer
morfolojik karakteristigi olan kiiltiire edilmis hiicre hatlarinin, barsak epitel hiicrelerinin

fonksiyonel analizleri i¢in kullanildig1 bilinmektedir [12].

THP-1, akut monositik 16semi bir erkek ¢ocugun periferik kanindan tiiretilmis insan
monosit benzeri hiicre hattidir [13]. Memelilerdeki monositlerin Gram-negatif bakteri
enfeksiyonlarina karsi bir koruma sagladigi bilinmektedir [65]. Dolagimdaki monositlerin
doku makrofajlarina farklilasma potansiyeli bulundugu bdylece embriyonik olarak
tiireyen makrofajlara katki sagladigi ve istilaci patojenlerin fagositozuna yardimei oldugu
belirtilmistir [66]. THP-1 hiicrelerinin, monosit yapist ve fonksiyonlarmni hastalik ve
saglik durumlarinda arastirmada kullanildigr bilinmektedir ancak monositlerin THP-1

hiicrelerine kiyasla LPS’ye daha duyarli oldugu bildirilmistir [65].
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2.8. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasinda mediyator olarak gorev alan, antikor olmayan proteinlerdir.
Sitokinlerin baslangicta mediyator olarak davranan ve bagisiklik siireclerini diizenleyen
immiin sistem hiicrelerinin iiriinleri oldugu bildirilse de artik bir¢ok sitokinin immiin
sistem harici hiicreler tarafindan da tretildigi ve immiin sistem dis1 hiicreleri de
etkileyebilecegi anlasilmistir. Farkli hiicreler, hiicre tarafindan alinan diger sinyallere
gore aymi sitokine farkli yanitlar verebilmektedir. Sitokin sinyalizasyonunun hem
koruyucu hem de hasar verici tepkilere neden olabilecegi bilinmektedir. Bir sitokin

genellikle diger sitokinlerin davranigini ve sentezini etkileyebilmektedir [67].

Inflamatuvar mediyatdrlerden olan TNF- o’nin, tek cekirdekli hiicreler (monosit,
makrofaj, lenfosit) tarafindan salgilandigi ve proinflamatuvar sitokin olarak rol tistlendigi
bilinmektedir [68]. TNF- o dogal bagisiklik mediyatorlerindendir [67]. TNF-o’nin gesitli
otoimmiin hastaliklarin gelisimi ile iliskisi bulundugu bildirilmistir [69]. Makrofajlarin
TNF-a’nin baglica iireticileri oldugu bilinmektedir ve buna yiiksek oranda duyarl
olduklar1 ifade edilmektedir [70]. Anormal TNF-o iretimi ve TNF reseptor

sinyalizasyonu, ¢esitli hastaliklarin patogeneziyle iliskilendirilmektedir [70].

Interldkinler (IL), 16kositler arasinda mediyatdr olarak davranan sitokinlerdir [67]. IL-
4’tin immiinmodiilator bir sitokin oldugu; aktive olmus T-lenfositleri, bazofiller ve mast
hiicreleri tarafindan salgilandigi belirtilmektedir [71]. IL-4 “iin anti-inflamatuvar bir
sitokin oldugu ve kazanilmis bagisiklik sisteminde rol oynadig bilinmektedir [67],[72].
IL-4’tin  B-lenfositleri, monositler, dendritik hicreler ve fibroblastlar tzerinde

immiinregulatuar ve biyolojik fonksiyonlar1 bulundugu ifade edilmektedir [73].

IL-5 kazanilmig immiinitenin sitokinlerinden olup anti-inflamatuvar bir sitokindir
[67],[72]. Homodimerik bir glikoprotein yapisinda olup B hiicreleri ve eozinofillerin
biiyiime ve farklilagmasini destekledigi bilinmektedir [74]. Bu glikoprotein; T hicreleri,
mast hiicreleri, eozinofiller gibi kan yenileyici hiicreler ve epitelyal hiicreler ile dogal
helper hiicreleri dahil kan yenileyici 6zellikte olmayan hiicreler tarafindan tiretilmektedir

[74].

IL-10, aktive edilmis makrofajlar ve Th2 hiicreleri tarafindan iiretilen dogal bagisikligin

mediyatorlerindendir [67]. IL-10’un pleiyotropik bir mediyatér oldugu, makrofajlar
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tarafindan sitokin iiretimini O6nledigi ve makrofajlarin antijen sunma fonksiyonunu
azalttig1 bu yiizden de immiin tepkileri baskilayici bir gorev iistlendigi belirtilmektedir
[75]. IL-10’un, IL-1’in proinflamatuvar etkilerine ters bir sekilde hareket ettigi ve endotel

hiicrelerine 16kositik hiicrelerin adezyonunu diizenledigi bildirilmektedir [75].

Satsu ve ark.’nin [64] yapmis oldugu in-vitro modelleme bir ¢alismada barsak epitel
hlcreleri, insan barsak epiteli benzeri Caco-2 tek katli hiicre tabakasi ve aktive edilmis
makrofaj benzeri THP-1 hicreleri Uzerine makrofajlarin etkisi birlikte kiiltiirleme
yontemiyle aragtirllmistir. THP-1 hucreleri ile birlikte kultirleme sonucu Caco-2
hiicrelerinden laktat dehidrojenaz salim1 artmis, tek katmanlarin transepitelyal elektriksel
direnci diigmiistiir. Bu sonuca gore THP-1 hicreleriyle birlikte kultirlemenin Caco-2
hiicrelerinde hiicre hasarina sebep oldugu ifade edilmistir. Bu durumu baskilamada anti
TNF-a antikorlar1 ve etanerseptler etkili olmustur. Bu bilgiler 1s18inda THP-1’den
salgilanan TNF-o’nin Caco-2 tek katli hiicre tabakasina hiicre hasar1 verdigi

soylenebilmektedir.

Marc ve ark.’in [14] yapmis oldugu bir ¢alismada promonositik THP-1 hiicrelerinin VD3
ve PMA kullanarak uygulanan farklilagma protokollerinden sonra fenotipini, primer insan
monositleri veya monositten tiireyen makrofajlarla kiyaslamiglardir. Elde ettikleri
bulgular sonucunda bir modifiye edilmis PMA farklilasma protokoliiniin, THP-1

hiicrelerinin makrofaj farklilagmasini arttirabilecegini 6nermektedirler.

2.9. ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Antijen-antikor iliskisini, antikorlara baglanmis bir enzimin aktivitesini izleyerek
aragtirmaya dayanmaktadir. Kullanilan baglica enzimler: Peroksidaz, alkalen fosfataz ve
betagalaktozidaz olup bu enzimler spesifik substratlari renkli liriinlere ¢evirmektedirler.
Bu yontemle 6zgiil antikorlar ile ornekteki antijen miktar1 ya da 6zgiil antijenlerle

ornekteki antikor miktar1 dl¢iilebilmektedir [76].

ELISA yonteminde kati faz (matriks) genellikle 96 kuyucuklu, kuyucuklarina antijen
veya antikor baglanmis mikropleytlerdir. Direkt ELISA testinde konjugat (enzim ile
isaretlenmis antikor) antijene karsi, indirekt ELISA testinde ise primer antikora karsi
spesifiktir. Substrat ilave edildiginde konjugatin yapisindaki enzim ile reaksiyona

girmekte, antijen-antikor kompleksi olusumunu ortaya koymaktadir. Enzimlerin
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kromojenik substratlariyla birlesmesiyle olusan reaksiyon sonucunda renk degisimi
gorulmektedir. ELISA yonteminde her bir asama arasinda fosfatli tampon solusyonu
(PBS, wash buffer) ile yikama yapilmasiyla 6zgiil olmayan baglanmalar1 gidermektedir.
ELISA’nin son asamasi yani “reaksiyonun durdurulmasi” ‘nda asidik/bazik ¢ozeltiler ile
enzim-substrat reaksiyonu istenilen siirede durdurulmaktadir. Reaksiyon sonunda olusan

rengin siddeti spektrofotometrik olarak dl¢iilmektedir [76].

Direkt ELISA yonteminde ELISA tabletine kaplanmis olan siipheli antijene kars1 spesifik
antikorlardan yararlanarak antijenin varlignin tespiti amaclanirken, indirekt ELISA
yonteminde siipheli serumdaki antikorlarin saptanmasi ve titrelerinin  Sl¢limii
amaglanmaktadir [77]. Indirekt ELISA ydnteminde dncelikle numune igindeki antijenler
kuyu yiizeyine baglanmakta ve isaretsiz primer antikorlar kuyulara eklenmektedir [76].
Belirli siirelerde inkiibasyondan sonra yikama yapilarak baglanmamis primer antikorlar
uzaklagtirllmakta; diger asamada primer antikorlara 0zgiil, enzim ile isaretlenmis
sekonder antikor kuyulara eklenmektedir [76]. Belirli sirelerde inkiibasyondan sonra
yikama yapilarak baglanmayan isaretli sekonder antikorlar ortamdan uzaklastirilmaktadir
[76]. En son, enzimin substrati kuyulara eklenmekte ve olusan renk degisimiyle antikorlar
belirlenmektedir [76]. Sandvi¢ ELISA, bilinmeyen &rneklerin antijen miktarini tespit
etmekte kullanilmaktadir ve direkt-indirekt yontemleri bulunmaktadir [76]. Kompetitif
ELISA yonteminde immobilize haldeki antijen veya antikora baglanmak igin isaretsiz

ligand ile enzim ile isaretlenmis ligandin yarigmasi s6z konusu olmaktadir [76].
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Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandivig ELISA Kompetitif ELISA

Sekil 2.2. ELISA yontemi ¢esitleri [76].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Eksi Hamur Ornekleri

Cizelge 3.1. Eksi hamurlarin hazirlandigi un 6rnekleri kaynak bilgisi.

Un Kaynagi Bolge Ornek Kodu
Tam bugday Ankara Pe*
Bugday [zmir iz
Tam bugday Bolu E
Tam bugday Kaynasl Ch
Bugday Edincik BY
Tam bugday Eregli M
Siyez tam bugday Kastamonu Es

*: Eksi hamur halinde temin edilmistir.

Pe kodlu eksi hamur 6rnegi hazir eksi hamur olarak temin edilmistir. iz kodlu 6rnek Izmir
yoresinden getirilen beyaz undan, E kodlu 6rnek Bolu bolgesindeki bugdaylar
kullanilarak tretilen tam bugday unundan, Ch kodlu 6rnek Kaynash bolgesindeki
bugdaylar kullanilarak iiretilen tam bugday unundan, BY kodlu ornek Edincik
bolgesinden getirilen bugday unundan, M kodlu 6rnek Eregli bdlgesindeki bugdaylar
kullanilarak iiretilen tam bugday unundan Hacettepe Universitesi laboratuvarinda

hazirlanmustir.

Hacettepe Universitesi laboratuvarlarinda hazirlanan eksi hamurlarin  tamam
damgmanhigi Prof. Dr. Dilek Sivri Ozay tarafindan yapilmakta olan “Dogal Eksi
Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin ve Mayalarin Izolasyonu ve Ekmek Kalitesi

Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi” adl1 yiiksek lisans tezi kapsaminda hazirlanmustir.

3.1.2. Maya Suslar

Bu tez ¢aligmasinda kapsaminda yapilan killer aktivite ve duyarlilik testlerinde kontrol
kiiltiirleri olarak kullanilan S. cerevisiae NCYC 232 (killer sus, K1), S. cerevisiae NCYC
738 (killer sus, K2) ve S. cerevisiae NCYC 1006 (duyarli sus) Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Filiz Ozgelik’ten temin edilmistir.
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Hazir olarak satilan yas hamur mayasindan izole edilen ticari Saccharomyces cerevisiae
susu (T kodu ile analizlerde yer almaktadir), eksi hamurlardan izole edilen diger maya
izolatlar1 ile c¢esitli Ozellikler bakimindan karsilastirilmasi amaciyla bazi analizlerde

kullanilmustir.

3.1.3. Besiyerleri ve Diliisyon Sivilari

Calismada eksi hamur 6rneklerinden diliisyonlarin hazirlanmasi amaciyla % 0.85 (w/v)
derisiminde serum fizyolojik kullanilmistir. Diliisyonlardan YEA (Yeast Extract Agar)
(Merck) besiyerine ekim yapilmustir. incelenen kolonilerin gelistirilmesi amaciyla MEB
(Malt Extract Broth) (Merck) besiyeri kullanilmistir. Saf kolonilerin -70°C’de saklanmasi

amaciyla ise gliserol iceren MEB (Merck) besiyeri kullanilmistir.

MALDI-TOF MS cihazinda mayalarin tanimlanmasi i¢in gliserollii MEB (Merck)’de
saklanan stok kiiltlirlerin canlandirilmas1 ve tek koloniye diigiiriilmesi amaciyla sirasiyla

MEB (Merck) ve YEA (Merck) besiyerleri kullanilmistir.

Maya izolatlarinin 37°C’de gelisme 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla GPY (Glucose
Peptone Yeast Extract) broth ve GPY agar besiyerleri kullanilmistir [78]. Mayalarin
yiiksek seker konsantrasyonunda gelisme 6zelliklerini test etmek icin % 50 (w/v) glukoz
iceren MY50G (Malt Extract Yeast Extract 50 % Glucose) agar besiyeri kullanilmigtir
[781,[79].

Mayalarin ekmekgilik teknolojisi agisindan énemli 6zelliklerinin incelenmesinde farkli
bir¢ok besiyerinden yararlanilmistir. Optik yogunluga bagl gelisme hizinin belirlenmesi
amactyla YPG (Yeast Extract Peptone Glucose) broth ve pH: 4.5 olan YPG broth
kullanilmigtir [80]. Glukoz fermantasyonu 6zelliginin incelenmesi amaciyla % 2 (w/v)
yeast extract, % 0.5 pepton ve % 2 (w/v) glukoz iceren Durham tupli glukoz
fermantasyonu besiyeri kullanilmistir [81]. Cesitli sekerleri fermente etme 6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla % 2 (w/v) oraninda seker iceren Durham’li seker fermantasyonu
besiyeri kullanilmigtir [81],[78]. Mayalarin ¢esitli tuz derisimlerinde gelisebilme
Ozelliklerinin test edilmesi igin % 2-3-4-5 (w/v) oranlarinda NaCl igeren YM (Yeast
Extract Malt Extract) broth besiyerleri kullanilmistir [82]. Maya izolatlarinin diisiikk pH
degerlerinde gelisebilme 6zelliklerinin incelenmesi i¢in pH ayarlamasi yapilarak pH’lar

2.5, 3.5 ve 4.5’¢ ayarlanan YM broth besiyerleri kullanilmistir [82]. Killer aktivite
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ozelliginin ve killer toksinlere karsi duyarliligin test edilmesi i¢in YEPD-MB (Yeast
Extract Peptone Dextrose- Methylen Blue) agar besiyeri kullanilmistir [52]. Killer
aktivite testinde kiltir koleksiyonundan temin edilmis olan duyarli sustan
(Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006) sayim yapilmasi amaciyla Maximum Recovery
Diluent (Merck) kullanilarak diliisyonlar1 hazirlanmistir. Mayalarin proteolitik aktivite
gosterip gostermediginin belirlenmesi i¢in % 10 rekonstitiiye yagsiz siit iceren Milk agar

besiyeri kullanilmistir [83],[84].

3.1.4. Tampon, Boya ve Diger Cozeltiler

Optik yogunluga bagl gelisme hizinin belirlenmesi sirasinda YPG s1vi besiyerinin pH:
4.5’e 1 N HCI kullanilarak ayarlanmistir. Ayn1 sekilde YM broth besiyerlerinin pH’1 da
2.5, 3.5 ve 4.5’¢ 1 N HCI kullanilarak ayarlanmis ve diisiik pH degerlerinde mayalarin

gelisme ozellikleri arastirilmistir [80].

Killer aktivite testinde YEPD-MB agar besiyerinin pH degeri 4.5 olacak sekilde 0.1 M
sitrat-fosfat tamponu ile ayarlanmigtir. Bu besiyerinde kullanilan metilen mavisi % 1
(w/v) oraninda hazirlanmistir ve besiyerine % 0.003 (w/v) oraninda olacak sekilde

katilmistir [52],[85].

3.1.5. MALDI-TOF MS ile On Tanimlamada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

T.C. Saghk Bakanhigi Halk Saghigi Genel Midiirligii Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvar1 ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanligi Merkez Laboratuvari’ nda yapilan
tanimlamalarda MALDI-TOF MS Bruker Microflex (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics,

Bremen, Germany) (Flex Control 3.0 yazilimi) kullanilmastir.

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde yapilan tanimlamalarda Bruker

Microflex marka MALDI-TOF MS kullanilmstir.

Etanol ve asetonitril mayalarin hiicre duvarim1 ¢6zmek amaciyla kullanilmistir. Matriks

cozeltisi ilave edilerek MALDI-TOF MS’de okuma yapilmistir.
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Sekil 3.1. MALDI-TOF MS cihazi (Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi).

Sekil 3.2. MALDI-TOF MS cihaz1 target’t (Ankara Numune Egitim ve Arastirma

Hastanesi).
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Sekil 3.3. MALDI-TOF MS cihazi target haznesi (Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi).

3.1.6. Optik Yogunluga Dayali Gelisme Hizinin Ol¢iimiinde Kullamlan Cihazlar
Olgtimler Thermo Scientific, Genesis 10S UV-VIS Spectrophotometer kullanilarak
gerceklestirilmistir. VISIONIite programi 4.0 versiyonu kullanilmstir.

3.1.7. Sekans Analizi i¢in Kullamlan Cihazlar
Oncelikle Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler cihazi kullanilmustir.
Hazirlanan 6rnekler 3130x1 Genetic Analyzer cihazina yiiklenmistir. Sonuglar Finch TV

programinda ac¢ilmaistir.

3.1.8. MTT Testi i¢cin Kullanilan Besiyerleri, Kimyasallar ve Cihazlar
Besiyeri igerisinde inaktif halde maya izolati igeren Eppendorflar, Hettich (Almanya)
markali Mikro 200 santrifiij kullanilarak santrifiij edilmistir.

MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromir)  testi ile maya

izolatlarinin hiicre proliferasyonu lizerinde etkisi ve sitotoksisitenin arastirilmasinda

Caco-2 hicreleri (ATCC® HTB-37) % 10 FCS (Fetal Sigir Serumu) (Sigma) iceren
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EMEM (Eagle's Minimal Essential Medium) (Sigma) besiyerinde, THP-1 hcreleri
(ATCC® TIB-202) % 10 FCS igeren RPMI-1640 besiyerinde kiiltiire edilmistir [86].

MTT cozeltisi (5 mg/mL) ve 0.08 M HCI iceren isopropanol-HCI ¢6zeltisi kuyucuklara

pipetle aktarilmistir. Pozitif kontrol olarak 1:10 DMSO (v/v) (Dimetil Stlfoksit) (Sigma)
igeren ¢ozelti kullanilmistir [86].

Plaklarin absorbanslarinin okunmasinda BMG LABTECH Spectrostar Nano mikroplaka
okuyucu UV-VIS spektrofotometre kullanilmistir.

3.1.9. Sitokin Analizleri i¢cin Kullamlan Cihazlar ve Kitler

Calismada Coon Koon Biotech Co., Ltd (Shanghai) markali Human TNF-a ELISA KIT
(CK-bio-13850), Human IL-4 ELISA KIT (CK-bio-12133), Human IL-5 ELISA KIT
(CK-bio-12134) ve Human IL-10 ELISA KIT (CK-bio-12085) kullanilmuistir.

BMG LABTECH Spectrostar Nano mikroplaka okuyucu UV-VIS spektrofotometrede
ol¢iim yapilmigtir. MARS Data Analysis programi kullanilmistir.
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Sekil 3.4. Kit mikroplakasina iligkin gorsel.

24



Z ] ..e cuverTe X\

Sekil 3.5. BMG LABTECH Spectrostar Nano mikroplaka okuyucu UV-VIS

spektrofotometre.

3.2. Metot

3.2.1. Eksi Hamurlarin Hazirlanmasi

Hacettepe Universitesi laboratuvarlarinda hazirlanan eksi hamurlar, danismanlhig Prof.
Dr. Dilek Sivri Ozay tarafindan yapilmakta olan “Dogal Eksi Hamurlardan Laktik Asit
Bakterilerinin ve Mayalarin Izolasyonu ve Ekmek Kalitesi Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi” adl1 yiliksek lisans tezi kapsaminda hazirlanmistir.

3.2.2. Eksi Hamurlardan Maya Izolasyonu

25 g eksi hamur tartilarak bir Stomacher torbasi igerisine alinmistir, 225 mL steril serum
fizyolojik eklenerek Stomacher cihazinda (Seward, Laboratory Blender Stomacher 400)
60 sn boyunca normal modda karisimi saglanmistir. Daha sonra diliisyonlar1 107 ‘e kadar
olacak sekilde steril serum fizyolojik igeren tiiplerde hazirlanmistir. Her diliisyondan 100
pL alinip YEA besiyerlerine aktarilarak siirme yapilmistir. Petriler 26°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda farkli koloni tiplerine basit boyama yapilarak ©6n

inceleme yapilmistir. Mikroskobik morfolojilerine gore maya oldugu diisiiniilen koloniler
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MEB besiyerine aktarilarak 26°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Gelisme olan tiiplerden
YEA besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle ekim yapilarak 26°C’de 48 saat inkiibasyon
uygulanmustir. Siire sonunda gelisen saf koloniler 6zeyle alinarak gliserollii MEB igeren
Eppendorflara aktarilmis, -70°C’de saklanmistir. Bu islemler sirasiyla tiim farkli hamur

ornekleri i¢in uygulanmistir.

3.2.3. MALDI-TOF MS ile On Tanimlama

-70°C’de gliserollii MEB iceren Eppendorflarda saklanan saf kiiltiirlerin canlandirilmasi
icin Eppendorflar Vortex kullanilarak homojenize edilmis, icerisinden 100 pL besiyeri
otomatik pipetle ¢ekilip MEB igeren tiiplere aktarilarak 26°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Icerisinde mayalarin gelismis oldugu bu tiiplerden 6ze ile YEA besiyerine tek koloni
diisiirme yapilip 26°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. YEA besiyerinde gelismis olan aktif
kultirlere MALDI-TOF MS cihazinda alt tiir diizeyinde 6n tanimlama yapilmstir.
MALDI-TOF tanimlamalarinin bir kismi (4 adet izolat) Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi’nde yapilirken, diger kismi (8 adet izolat) T.C. Saglik Bakanlig
Halk Sagligi Genel Midiirliigli Mikrobiyoloji Referans Laboratuvar1 ve Biyolojik

Uriinler Daire Baskanligi Merkez Laboratuvari‘nda gerceklestirilmistir.

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde mayalarin MALDI-TOF MS ile 6n

tanimlamasinin yapilmasi i¢in uygulanan protokol su sekildedir:

Incelenecek olan maya kolonisi igerisine 300 pL deiyonize su bulunan Eppendorf tiipiine
aktarilmistir ve homojenize edilmistir. Uzerine 900 pL etanol eklenilerek karistirilmis ve
yaklasik 12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Ust faz atilarak pellet tekrar ayni sekilde
santriftijlenerek geri kalan etanol pipet yardimiyla alinmigtir. Kalan etanoliin ugmasi i¢in
2-3 dk oda sicakliginda tutulmugstur. Pellet miktarina gére 1-80 pL arasinda formik asit
eklenmis (Pellet miktar1 ¢ogaldik¢a gereken formik asit miktar1 artmaktadir) ve
homojenizasyon saglanmistir. Konulan formik asit miktar1 kadar asetonitril ilave edilerek
sonrasinda yaklasik 12000 rpm ‘de 2 dk santrifiij edilmistir. Ust fazdan 1 pL alnarak
target’e (Sekil 3.2) aktarilmistir ve kuruduktan sonra iizerine 1 pL matriks ¢ozeltisi
eklenmistir. Bu ¢6zelti de kuruduktan sonra target MALDI-TOF MS cihazina

yerlestirilmistir.
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3.2.4. Maya izolatlarinin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.4.1. 37°C’de Gelisme

Maya izolatlariin 37°C’de gelisme Ozelliklerinin incelenmesi amacityla MEB’de
aktiflestirilmis 24 saatlik maya izolat1 kiiltlirlerinden GPY s1v1 ve kati besiyerine ekim
yapilmistir. GPY agar Petrileri 37°C’de 4 giin, GPY siv1 besiyerleri ise 7 giin inkiibe

edilmistir. Gelisme gozlenen kiiltiirler pozitif olarak degerlendirilmistir [78].

3.2.4.2. Yiiksek Seker Konsantrasyonunda Gelisme

% 50 (w/v) glukoz iceren MY50G agar besiyerine 24 saatlik aktif maya kalttrlerinden
ekim yapilmustir. 28 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir [78],[79]. Gelisme gbzlenen Petriler
deki kiiltiirlerin ~ yliksek seker konsantrasyonundaki gelisimi pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.5. Mayalarin Ekmekgilik Teknolojisi Acisindan Onemli Baz1 Ozelliklerinin
Belirlenmesi

3.2.5.1. Optik Yogunluga Bagh Gelisme Hizinin Belirlenmesi

Maya izolatlarinin gelisme hizin1 analiz etmek amaciyla optik yogunluk Ol¢limii
yapilmistir. Oncelikle Saccharomyces cerevisiae oldugu bilinen bir maya izolat1 (E1
kodlu izolat) MEB besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibe edilerek canlandirilmigtir. Bu
tiipten 20 pL alimarak YPG sivi besiyerinde 28°C’de 24 saat aktiflestirilmistir. Aktif
kiiltiirden tekrar 20 pL alinarak YPG siv1 besiyerine ekim yapilmistir, 28°C’de 24 saat
inkGibasyon uygulanmustir. Aktif kiiltirden 500 pL alinarak, 50 mL steril olarak
hazirlanan YPG (pH: 4.5) siv1 besiyerine ekilmistir (50 mL hacimdeki YPG sivi
besiyerinin pH’1 4.5 degerine 1N HCl kullanilarak daha 6nceden ayarlanmistir). 28 °C’de
24 saat inkube edildikten sonra absorbans degeri 0.15-0.30A araliginda olacak sekilde 6
nokta belirlenmesi amaciyla gerekli seyreltmeler YPG (pH: 4.5) s1v1 besiyeri kullanilarak
yapilmistir. UV-VIS Spektrofotometrede 600 nm’de okuma yapilmistir. Okumada sahit
olarak YPG (pH: 4.5) siv1 besiyeri kullanilmistir. Ayn1 zamanda YEA’da bu 24 saatlik
kiiltliriin dokme yontemiyle sayimi yapilmistir. Elde edilen absorbansa karsi maya sayisi
grafigi ile regresyon denklemi belirlenmistir [87],[80].

Analizin ikinci agamasinda, YPG s1v1 besiyerinde 2 kez 28°C’de 24 saat aktiflestirilmis
maya izolatlar kiiltiirlerinden (S. cerevisiae tiirii) 500 pL alinarak 50 mL steril olarak
hazirlanan YPG (pH: 4.5) sivi besiyerlerine ekilerek 28 °C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun 4., 8. ve 24. saatlerinde Orneklerin spektrofotometrede 600 nm’de
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absorbans degerleri okunmustur. Absorbans okumasinda sahit olarak ve izolatlarin
absorbanslarini istenilen aralikta (0.15-0.30A) okumak i¢in yapilan seyreltmelerde YPG
(pH: 4.5) s1v1 besiyeri kullanilmistir. Okunan absorbans degerlerine gore seyreltme
faktorleri goz Oniine alinarak ve regresyon denklemi kullanilarak maya sayisina
(adet/mL) doniisiim gerceklestirilmistir. Bu doniisiim sonrasinda 4., 8. ve 24. saatlerdeki
zamana kars1 maya sayis1 grafigi ¢izilmistir. Olgiim yaparken steril kiivetler icerisinde
kabarcik olusmamasina dikkat edilmistir. Ol¢iim sirasinda yaklasik 2 cm kalinliginda
seffaf kiivetler kullanilmistir [80].

Bu iglemler Bil kodlu izolat kullanilarak S. uvarum/ S. bayanus tiirii maya izolatlari i¢in

de gergeklestirilmistir.

3.2.5.2. Glukoz Fermantasyonu

[zole edilen mayalarin glukoz fermantasyonlar1 % 2 (w/v) yeast extract, % 0.5 pepton ve
% 2 (w/v) glukoz iceren Durham tlpli glukoz fermantasyonu besiyerinde
gerceklestirilmistir. Besiyeri 4 mL hacimde olacak sekilde Durham’l1 tiiplere aktarilmig
ve otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonrasinda MEB besiyerinde 25°C’de 24 saat
siireyle inkiibe edilerek canlandirilan maya izolatlarindan 100 pL alinarak Durham’h
besiyerlerine aktarilmis ve 28 °C’de 28 giin inkiibasyon uygulanmistir. Bu siire boyunca
maya izolatlarin Durham tiiplinde gaz olusturma siireleri ve gaz olusum orani

gozlemlenmistir [81].

3.2.5.3. Seker Fermantasyonu

% 2 (w/v) oraninda seker igeren Durham tiipli seker fermantasyonu besiyeri
kullanilmistir. Test sirasinda seker olarak glukoz, sakaroz ve fruktoz kullanilmistir.
Besiyeri 4 mL hacimde olacak sekilde Durham’l1 tiiplere aktarilmis ve otoklavda sterilize
edilmistir. Daha sonrasinda MEB besiyerinde 25°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilerek
canlandirilan maya izolatlarindan 100 pL alinarak Durham’li besiyerlerine aktarilmis ve
28 °C’de 28 giin inkiibe edilerek siire boyunca maya izolatlarinin Durham tiiplinde gaz

olusturma siireleri ve tiiplerdeki gaz miktar1 gozlemlenmistir [78],[81].

3.2.5.4. Cesitli Tuz Derisimlerinde Gelisebilme
% 2-3-4-5 oranlarinda NaCl (w/v) iceren YM sivi besiyerleri hazirlanarak otoklavda

sterilize edilmistir. MEB besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibasyonla aktiflestirilen maya
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izolatlan kiiltiirlerinden bu besiyerlerine ekim yapilarak 28 °C’de 10 giin inkiibasyon
uygulanmistir. Siire sonunda gelisme gozlenen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir

[82].

3.2.5.5. Diisiik pH Degerlerinde Gelisebilme

YM sivi besiyerlerinin pH’1 2.5, 3.5 ve 4.5’¢ 1 N HCI kullanilarak ayarlanmistir.
Gelismeleri gozlemlemek icin kontrol olarak ise pH’1 6.57 olan YM broth besiyeri
kullanilmistir. MEB besiyerinde 28°C’de 24 saat siireyle aktiflestirilen maya izolati
kiltiirlerinden bu besiyerlerine ekim yapilarak 28°C’de 10 giin inkiibasyon
uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda gelisme gdzlemlenen tiiplerdeki maya izolatlari,

ilgili pH degerine direngli olarak degerlendirilmistir [82].

3.2.5.6. Killer Aktivite

Izole edilen maya suslarinin killer aktivitelerinin saptanmasinda agar difiizyon yontemi
kullanilmigtir [47]. Referans suslar olarak Saccharomyces cerevisiae NCYC 232 (K1,
killer sus) ve Saccharomyces cerevisiae NCYC 738 (K2, killer sus) suslar Kkiller,
Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 susu duyarli sus olarak kullanilmigtir. Duyarl ve
killer suslar MEB besiyerinde 28°C’de 24 saat aktiflestirilip YM agar besiyerine ekim
yapilarak aktiflikleri test edilmistir. Duyarli sus kiiltiirlinden 20 pL alinarak MEB
besiyerine aktarilmis ve 28°C’de 27 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda duyarli sustan
saymm yapilmasi amaciyla Maximum Recovery Diluent kullanilarak 107 ‘ye kadar
diliisyonlar1 hazirlanmis, YM agarda dokme yontemiyle sayimi yapilmistir (28°C’de 48

saat inkiibasyon uygulanmistir).

-70°C’de gliserolliit MEB igerisinde bulunan maya izolatlarindan 100 pL, killer maya
kiiltiirlerinden 20uL alinarak MEB besiyerlerine aktarilmistir ve 28°C’de 27 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu tamamlanmis olan bu tiiplerden yatik olarak hazirlanmis YM
agara ozeyle siirme yapilarak 28°C’de 48 saat inkiibasyon uygulanmaistir. 48 saat sonunda
YM agarda gelismis olan koloniler alinarak 2.kez yatik YM agara 6ze ile aktarilmistir,
28°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Duyarli sus kiiltiirliinden MEB’e aktarilarak
28°C’de 27 saat inkiibe edilmistir. YEPD-MB agar besiyerinin pH degeri 4.5 olacak
sekilde 0.1 M sitrat-fosfat tamponu ile ayarlanmistir. Besiyerinde bulunan metilen mavisi

oran1 % 0.003 (w/v)’dir [52].
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pH ayarlamasi yapilan YEPD-MB besiyerine yaklasik 3x10° kob/100 mL sayida olacak
sekilde duyarli sus ilave edilerek besiyeri Petrilere dokiilmustiir [88],[47]. Cizgi ekim
yontemi ile yaklasik 1 cm uzunlugunda cizgiler halinde killer suslar ve caligmada
kullanilan maya izolatlar1 gelismis olduklart YM agardan alinarak pH’si ayarlanmis
YEPD-MB agara paralel olarak ekimleri yapilmistir. 20°C’de 72 saat inkiibasyon
sonucunda zon olusumuna bakilmistir. Zon olusturan kiiltiirler killer olarak

degerlendirilmistir [47].

Ayrica c¢alismada kullanilan maya izolatlarmin K1 ve K2 killer toksinlerine
duyarliliklarinin incelenmesi amaciyla benzer islemler YEPD-MB besiyerine duyarli sug
yerine maya izolatlar1 ayr1 ayr1 eklenerek uygulanmistir. Maya izolatlar1 YEPD-MB
besiyerine yaklasik olarak 9.6x10° kob/100 mL sayida olacak sekilde eklenmistir. Cizgi
ekim yontemi ile yaklasik 1 cm uzunlugunda cizgiler halinde killer suslar 2 paralelli
olarak ekilmistir. 20°C’de 72 saat inkiibasyon sonucunda killer suslarin ¢izgi ekimi
yapildigr alan etrafinda zon olusumu gozlenmesi halinde, duyarlilig: test edilen maya

izolatinin ilgili killer susun toksinine duyarli oldugu yorumunda bulunulmustur [47].

3.2.5.7. Proteolitik Aktivite

YM s1vi besiyerinde 28°C’de 24 saat aktiflestirilen maya izolatlari, % 10’luk Milk agar
besiyerine paralel olarak ¢izgi ekim yontemi kullanilarak yaklasik 1 cm uzunlugunda
cizgiler halinde ekilmistir. Sonrasinda 28 °C’de 14 giin inkiibasyon uygulanmistir. Siire
sonunda gelisme gozlenen Petrilerde maya kolonisi etrafindaki berrak zon olusumlari
incelenmistir. Zon olusumu gozlenen Petrilerdeki maya izolatlar1 proteolitik 6zellikte
olarak degerlendirilmistir, herhangi bir zon olusumu goézlenmemesi halinde maya

izolatinin proteolitik aktivite gostermedigi seklinde yorumlanmistir [83,84].

3.2.6. Sekans Analizi

MALDI-TOF MS sonuglarina gore Saccharomyces cerevisiae olarak tanimlanan maya
izolatlarmin dogrulanmasi amaciyla sekans analizleri yaptirilmigtir. Sekans analizi igin
maya izolatlart MEB besiyerinde 26°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda MEB
besiyerinde gelismis olan izolatlar 6zeyle alinarak YEA besiyeri igeren Petrilere agara

cizme yapilmistir, 26°C’de 48 saat inkiibasyon uygulanmistir. Maya izolatlar1 6ze
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yardimiyla Petrilerden 1.5 mL’lik Eppendorf tiiplere alinarak sekans analizine
hazirlanmistir. Sekans analizleri hizmet alimi seklinde gergeklestirilmis olup analizde

Sanger metodu kullanilmistir [58].

3.2.7. MTT (3-(4,5-Dimetil tiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromur) Testi ile
Maya Izolatlarinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin ve Sitotoksisitesinin
Degerlendirilmesi

6 adet S. cerevisiae oldugu bilinen maya izolat1 stoklanmis olduklar1 yatik YEA’dan 6ze
ile alinarak MEB besiyerinde 28°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. MEB’de gelismis olan
maya izolarindan 20 pL aliarak 6 mL YPG besiyeri igeren tiiplerde 28°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. YPG’de gelismis olan izolatlardan tekrar 20 pL alinarak 6 mL YPG
besiyeri iceren tiiplere aktarilmig ve 28°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Her bir maya
izolat1 i¢cin bu YPG besiyerinde gelismis olan izolatlardan 50 pL alinarak 5 mL YPG
iceren tiiplere aktarilmistir ve 28°C’de 24 saat inkiibasyon uygulanmistir. Her bir izolat
icin 9 mL’lik SF igeren tiiplerle 10®ya kadar diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu
dilisyonlardan YEA’da dokme yoOntemiyle sayim yapilmast amactyla ekim
gerceklestirilmistir. YEA’a ekimi yapilmis olan izolatlar 26°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kalan izolat iceren 4 mL hacimdeki tiipler otoklavlanarak maya izolatlar
inaktif hale getirilmistir. Eppendorflara 1’er mL hacimde dagitildiktan sonra 14000
rpm’de 1 dk siiresince santrifiij edilmistir. Besiyeri uzaklastirilarak kalan pelletlere 1 mL
SF ilave edilmistir ve yapilan sayim sonucunda her bir izolata ait 1 adet Eppendorfta
yaklasik 107 kob/mL sayida maya hiicresi bulundugu tespit edilmistir. Béliimiimiiz
laboratuvarinda hazirlanan maya izolatlarmin MTT testi Hacettepe Universitesi Ileri

Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUNITEK) tarafindan yapilmustir.

Yontemde Caco-2 hiicreleri % 10 FCS iceren EMEM besiyerinde, THP-1 hiicreleri ise
%10 FCS iceren RPMI-1640 besiyerinde 37°C’de % 5 karbondioksitli inklbatorde
kiiltiire edilmistir. Caco-2 hiicreleri 10x102 hiicre/mL konsantrasyonda, 100 puL hacimde
96 kuyucuklu plakaya ekilerek bir gece inkiibe edilmistir. Siire sonunda plaktaki besiyeri
atilarak 100 pL taze besiyeri, 100 uL. maya izolatlar1 kuyucuklara aktarilarak plak 24 saat
inkiibe edilmistir. 24 saat sonra plaktaki besiyeri atilmis ve 100 pL hacimde MTT
cozeltisi (5 mg/mL) kuyucuklara aktarilarak 4 saat boyunca plak inkiibe edilmistir.
Plaktaki besiyeri atilmis ve 100 uL 0.08 M HCI i¢cermekte olan isopropanol-HCI ¢dzeltisi
kuyucuklara aktarilarak plak 30 dk oda sicakliginda bekletilmistir, UV-VIS
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spektrofotometre kullanilarak 570 nm’de absorbanslari okutulmustur. Negatif kontrol
olarak besiyeri+hcre, pozitif kontrol olarak 1:10 DMSO (v/v) igeren ¢ozelti+hiicre
kullanilmistir. Negatif kontrol absorbans ortalamas1 % 100 canli kabul edilmistir. Maya
izolatlar1 ile birlikte kiiltiire edilen hiicrelerin % canliliklar1 hesaplanirken negatif kontrol

calismasi kullanilmistir. Bu islemler sekiz paralelli olarak gergeklestirilmistir [86],[89].

5x10° hiicre/mL konsantrasyondaki THP-1 hiicreleri, 50 pL hacimde 96 kuyucuklu
plakaya ekilmistir. Kuyucuklara 100 pL maya kiiltiirleri aktarilarak plak 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saat sonra plaktaki besiyeri lizerine 100 pl hacimde MTT c¢dozeltisi
(S5mg/mL) aktarilmis ve 4 saat inkiibe edilmistir. Kuyucuklara 50 pL hacimde 0.08 M
HCI igeren isopropanol-HCI ¢ozeltisi aktarilmistir. Plak 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir, 570 nm’de absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Negatif kontrol olarak
besiyeri+hicre, pozitif kontrol olarak 1:10 DMSO (v/v) igeren ¢Ozelti+hucre
kullanilmistir. Negatif kontrol absorbans ortalamasi % 100 canli kabul edilmistir. Maya
izolatlar ile birlikte kiiltiire edilen hiicrelerin % canliliklarinin hesaplanirken negatif

kontrol calismasi kullanilmistir. Bu islemler sekiz paralelli olarak gergeklestirilmistir

[86],[89].

3.2.8. Makrofajlardan Cesitli Sitokinlerin Salimim Seviyelerinin ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) Metoduyla Olgiimii

THP-1 hucreleri 72 saat boyunca PMA (Forbol 12-miristat 13-asetat) uygulamasi ile
makrofaja doniistiiriilmiistiir. Bunun i¢in 200 nM PMA, 2 uL/mL konsantrasyonda
hiicrelere aktarilmustir. Igerisinde yaklasik 10° sayida makrofaja doniistiiriilmiis hiicre
bulunan plaklara %10 FCS (Fetal Sigir Serumu) ve DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) ilave edilmistir. Daha sonra 3.2.7°de belirtilen sekilde hazirlanan maya
izolatlarindan yaklasik 2x10° kob/mL sayida olacak sekilde 500 uL ilave edilerek % 5
CO> igeren 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir [90],[89]. Bu sekilde HUNITEK ’te elde
edilen hiicre kiiltliri siipernatantlar1 alinarak ELISA Kkitleriyle kit prosediiriine uygun
olarak TNF-a, IL-4, IL-5 ve IL-10 sitokin seviyeleri mikroplaka okuyucu UV-VIS
Spektrofotometre kullanilarak 450 nm’de Ol¢iilmiistiir. Negatif kontrol olarak
besiyeri+makrofaja doniistiiriilmiis hiicre kullanilmistir. Maya izolatlar1 ve negatif
kontrol 3 paralelli olarak calisilmistir. Negatif kontroliin sitokin diizeyi %100 kabul

edilerek maya izolatlarinin % sitokin seviyeleri hesaplanmistir.
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3.2.9. istatistiksel Analizler

Maya izolatlarinin ve negatif kontrol olarak kullanilan besiyerinin makrofaja
dontistiiriilmiis hiicrelerden sitokin salimim diizeyleri bakimindan karsilastirilmasi igin
oncelikle Excel 2013 programi kullanilarak tanimlayici istatistik yapilmistir. % 95 giliven
araligina gore calisilmistir. Cift yonlii olarak varyans analizi (Two way ANOVA)
yapilmistir. F olasilik dagiliminin tersi hesaplanarak Franio degeri bulunmustur. Negatif
kontrol ile maya izolat1 varyanslar1 kullanilarak Fhesap degeri hesaplanmistir. Buna gore
farkli ya da esit varyanslar varsayarak ¢ift kuyruklu t-Testi yapilmistir. Analiz 6nemlilik
diizeyi p<0.05 olarak belirlenmistir. Ayrica IBM SPSS Statistics 23 programi1 kullanilarak
maya izolatlarinin kendi aralarinda sitokin seviyeleri bakimindan 6nemli bir farklilik olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA) yapilmustir;

ornekler arasinda homojenlik olmas1 durumunda Post Hoc testi (Tukey) uygulanmaistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Eksi Hamurlardan Mayalarin izolasyonu

Tiirkiye’nin farkli 6 bolgesinden toplanan bugday unlarindan hazirlanmis olan eksi

hamurlardan ve Ankara’dan hazir eksi hamur halinde temin edilmis olan 1 adet eksi

hamurdan izole edilen mayalara iliskin bilgiler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Eksi hamurlardan izole edilen olas1 mayalara iliskin bilgiler.

Un Kaynag Bolge izolat Kodu
Tam bugday Ankara PeAl, PeA2, PeF, PeC
Bugday [zmir Bi1, Bi5, Bi7, C1
Tam bugday Bolu El
Tam bugday Kaynasl Chi
Bugday Edincik BY1-1
Tam bugday Eregli M2
Siyez tam bugday Kastamonu -

-: Izolat elde edilememistir.

Kastamonu bélgesinden getirilmis olan siyez bugdayr unundan Hacettepe Universitesi

laboratuvarinda eksi hamur hazirlanmistir, fakat bu eksi hamurdan maya izole

edilememistir.

4.2. MALDI-TOF MS Sonuglari
Cizelge 4.2. MALDI-TOF MS tanimlama sonuglart.

KOD Birincil Tanimlama

Chl Saccharomyces cerevisiae®
El Saccharomyces cerevisiae®
M2 Saccharomyces cerevisiae®
BY1-1 Saccharomyces cerevisiae*
PeF Saccharomyces cerevisiae”
PeA2 Saccharomyces cerevisiae”
PeC Pichia fermentans”
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Cizelge 4.2. MALDI-TOF MS tanimlama sonuglar1 (devam).

KOD Birincil Tanimlama

PeAl Wickerhamomyces anomalus”
Bil Saccharomyces cerevisiae™
Bi5 Saccharomyces cerevisiae™
Bi7 Saccharomyces cerevisiae”
C1 Saccharomyces cerevisiae”

" Tanimlamasi TC Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Genel Midiirlugii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvari
ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanlig1 Merkez Laboratuvari’nda yapilmistir.
*: Tamimlamasi Ankara Numune Egitim ve Aragtirma Hastanesi’nde yapilmustir.

MALDI-TOF MS sonuglarina gore 10 adet izolat S. cerevisiae olarak tanimlanmustir. 1
adet izolat Pichia fermentans, 1 adet izolat Wickerhamomyces anomalus olarak
tanimlanmistir. Bil, Bi5, Bi7 ve C1 kodlu izolatlar glivenilir tanimlama sinirinin altinda
(<1.700) skorlarla S. cerevisiae olarak tanimlanmistir. PeF, PeC, PeAl, PeA2 kodlu

izolatlar olasi cins bazinda belirlenmistir.

4.3. Maya Izolatlarimin Yiiksek Seker Konsantrasyonunda Gelisebilme Ozelligine
Iliskin Sonuclar

Cogu maya bir¢ok bakteri tiirliniin gelismesini engelleyecek diizeyde yiiksek seker iceren
ortamlarda gelisebilmektedir [78]. S. cerevisiae sakkarofilik dzellikte olmakla birlikte
yiiksek seker derigiminin olusturdugu stres ortaminin geligme hizini diisiirdiigii ifade
edilmistir [91]. Ekmek mayasinin invertaz aktivitesi ile seker toleransi arasinda ters bir
korelasyon bulundugu bildirilmistir [92,93]. Baz1 S. bayanus suslar1 yiiksek glukoz

konsantrasyonunda gelisme gosterebilmektedirler [94].

Cizelge 4.3. Yiiksek seker konsantrasyonunda gelisebilme kabiliyetine iliskin sonuglar.

KOD MYS50G Agarda Gelisme
Chl -
El +
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Cizelge 4.3. Yiiksek seker konsantrasyonunda gelisebilme kabiliyetine iligskin sonuglar
(devam).
KOD MY50G Agarda Gelisme

M2 -

BY1-1 -

PeF -

PeA2 -

PeC -

PeAl -

Bil -

Bi5 -

Bi7 -

Cl -

+: Gelisme var. -: Gelisme yok.

Sadece E1 kodlu maya izolatinda MY50G Agarda gelisme gozlemlenmistir ve izolatin
gelismesi zayif olarak degerlendirilmistir. Diger S. cerevisiae, Pichia fermentans,
Wickerhamomyces anomalus ve S. uvarum/ S. bayanus izolatlar1 yiiksek oranda seker

iceren MY 50G besiyerinde gelisme gosterememislerdir.

4.4. Mayalarm 37°C’de Gelisebilme Ozelliklerine fliskin Sonuclar
Cizelge 4.4. 37°C’de gelisebilme 6zelligine iliskin sonuglar.

Kod 37°C'de Gelisim ( GPY Agar) 37°C'de Gelisim ( GPY Broth)
Bil - -
Bi5 - ¥
Bi7 - +
C1 + +
PeA2 + +
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Cizelge 4.4. 37°C’de gelisebilme 6zelligine iligskin sonuglar (devam).

Kod 37°C'de Gelisim ( GPY Agar) 37°C'de Gelisim ( GPY Broth)
PeF + +
BY1-1 + +
PeC + +
PeAl + +
M2 + +
El + +
Chl + +

+: Geligme var. -: Gelisme yok.

Cogu maya tiiriiniin suslar1 en iyi 20-28°C arasinda gelismektedir [78]. Farkli S.
cerevisiae ve S. cerevisiae olmayan tiirlere ait 27 maya susunun kullanildigi bir ¢alismada
S. cerevisiae optimum 32.3°C’de ve maksimum 45.4°C’de gelisme gostermistir [95].
Saccharomyces bayanus’un 37°C’de gelisme gostermedigi bildirilmistir [94]. Nitekim
Cizelge 4.4°te goruldugi gibi Bil, Bi5, Bi7 kodlu izolatlar Saccharomyces bayanus/ S.
uvarum tirdi olup 37°C’de GPY Agar besiyerinde bu izolatlarda gelisme gézlenmemistir.
GPY sivi besiyerinde ise sadece Bil kodlu izolat gelisme gosterememis, diger tiim

izolatlar gelisebilmistir.

4.5. Maya Izolatlarimin Ekmekgilik Teknolojisi Acisindan Onemli Bazi Ozelliklerine
Mliskin Sonuclar

4.5.1. Maya Izolatlarmin Cesitli Tuz Derisimlerinde Gelisebilme Ozelliklerine
Mliskin Sonuclar

Maya izolatlarinin ¢esitli tuz derisimlerinde gelisebilme o6zelliklerine iliskin sonuglar

Cizelge 4.5’te yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Cesitli tuz derisimlerinde gelisebilme 6zelliklerine iligkin sonuglar.

Kod % 2 (w/v) NaCl % 3 (w/v) NaCl % 4 (w/v) NaCl % 5 (w/v) NaCl
Bil + + + +
Bi5 + + + +
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Cizelge 4.5. Cesitli tuz derisimlerinde gelisebilme 6zelliklerine iliskin sonuglar (devam).

Kod % 2 (w/v) NaCl % 3 (w/v) NaCl % 4 (w/v) NaCl % 5 (w/v) NaCl
Bi7 + + + +
T + + + +
C1 + + + +
PeA2 + + + +
PeF + + + +
BY1-1 + + + +
PeC + + + +
PeAl + + + +
M2 + + + +
El + + + +
Chl + + + +

+: Gelisme var. -: Gelisme yok.

PeC kodlu izolatta % 4-5 (w/v) tuz derisimli ortamda zay1f gelisme gozlemlenmistir. T
kodlu ticari S. cerevisiae susu % 2-3-4-5 (w/v) tuz konsantrasyonuna direngli olup diger
12 adet maya izolatinin da bu konsantrasyonlarda gelisebildigi belirlenmistir. Tiirk Gida
Kodeksi Ekmek ve Ekmek Cesitleri Tebligi’ne gore tuz miktar1 kuru maddede en ¢ok %
1.5 (m/m) olabilmektedir [3]. Tuzun ekmekte gluteni kuvvetlendirici etkisi
bulunmaktadir fakat ortamdaki tuz miktarinin ¢cok olmasi maya faaliyetine olumsuz etki
etmektedir [2]. Bu sonuglara gore eksi hamurlardan izole edilmis olan 12 maya izolatinin
da ekmekte giliniimiizde kullanilan tuz konsantrasyonundan olumsuz olarak

etkilenmeyecegi ve gelisme gosterebilecegi sdylenebilmektedir.

4.5.2. Maya izolatlarimin Glukoz Fermantasyonu Sonuclari

Cizelge 4.6°da goriilecegi gibi maya izolatlarinin hepsi glukozu fermente edebilmektedir.
T kodlu ticari S. cerevisiae susu 24 saatte glukozu hizli bir sekilde fermente ederek
Durham tiipliniin % 95’ini gaz ile doldurmustur. Bi5 kodlu izolat ise glukozu 24 saatte
tamamen fermente etmistir. PeF, C1 ve Bi7 kodlu izolatlar da glukozu hizli bir sekilde
(48 saatte) fermente etmislerdir. BY1-1 kodlu izolat, 72 saat sonunda Durham tipi
icerisinde % 90 oraninda gaz olusturarak diger izolatlara kiyasla glukozu en yavas
fermente eden izolattir. PeC kodlu izolat Durham tiipiinde 72 saat sonunda tamamen gaz
olusturarak bir diger fermantasyon hizi diisiik izolat olarak tespit edilmistir. Eksi hamur

ekmegi hazirlanma prosesi goz Oniine alindifinda mayalar i¢in 24 saatte glukozu
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fermente etme hizi olduk¢a 6nemli olup Bi5, PeF, C1 ve Bi7 kodlu izolatlarin bu

bakimdan diger izolatlardan daha iistiin oldugu goriilmiistiir.

4.5.3. Maya Izolatlarinin Seker Fermantasyonu Ozelliklerine Iliskin Sonuclar

Cizelge 4.6. Fermantasyonu sonuglari.

Gaz Olusumu (%)
o ) Seker Fermantasyonu
KOD Maya Tard Gun Testi
Glukoz Fermantasyonu Glukoz Fruktoz Sakaroz
1 95 40 10 100
2 100 100 100
T Saccharomyces cerevisiae
1 5 10 5 100
2 100 100 100
Chl Saccharomyces cerevisiae
1 10 90 5 40
2 100 100 100 100
E1  Saccharomyces cerevisiae
1 10 70 - 40
2 100 100 45 100
M2  Saccharomyces cerevisiae 3 100
1 - - - -
2 5 20 100 100
BY1-
1 Saccharomyces cerevisiae 3 90 100
4 100
1 60 15 20 90
2 100 100 100 100

PeF  Saccharomyces cerevisiae

39



Cizelge 4.6. Fermantasyonu sonuglar1 (devam).

Gaz Olusumu (%)
Seker Fermantasyonu
Testi
KOD Maya Turu Gun | Glukoz Fermantasyonu  Glukoz Fruktoz Sakaroz
1 5 20 5 90
2 100 100 100 100
PeA2  Saccharomyces cerevisiae
1 50 95 10 5
2 100 100 100 100
C1 Saccharomyces cerevisiae
1 - - - -
2 100 5 45 100
PeAl Wickerhamomyces 3 100 100
anomalus
1 5 100 100 95
2 100 100
Bil Saccharomyces uvarum/
Saccharomyces bayanus
1 100 100 100 95
2 100
Bi5 Saccharomyces uvarum/
Saccharomyces bayanus
1 45 55 100 50
2 100 100 100
Bi7 Saccharomyces uvarum/
Saccharomyces bayanus
1 - - - -
2 5 100 50 -
PeC Pichia fermentans 3 100 100 -
15 -
28 -

-: Gaz olusumu gozlenmemistir.
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Chl kodlu izolat sakarozu 24 saat icerisinde tamamen fermente etmistir. Bil, Bi5 kodlu
izolatlarin yer aldig1 sakaroz igeren tiiplerde 24 saat igcerisinde Durham tiipiiniin yaklasik
% 95’inde gaz olusumu gozlemlenmistir. PeF ve PeA2 kodlu izolatlarin oldugu sakaroz
iceren tiiplerde 24 saat sonunda Durham tiiptinde % 90’a yakin gaz olusumu olmustur.
El, M2, BY1-1, PeF, PeA2, PeAl, Bil, Bi5, Bi7 ve C1 kodlu izolatlarin bulundugu
tlplerde 48 saat sonunda sakaroz fermente edilerek Durham tupu igerisinde tamamen gaz

olusmustur. PeC kodlu izolat ise sakarozu fermente edememistir.

Bil, Bi5, Bi7 kodlu izolatlar fruktozu 24 saat igerisinde fermente etmislerdir. C1, PeA2,
PeF, BY1-1, E1 ve Chl kodlu izolatlarin bulundugu tiiplerde 48 saat igerisinde fruktoz
fermente olup Durham tiipiinde tamamen gaz olusmustur. M2, PeC, PeA1 kodlu izolatlar

fruktozu 72 saat igerisinde fermente ederek Durham tiipiinde % 100 gaz olusturmuslardir.

Bil ve Bi5 kodlu izolatlar 24 saat igerisinde glukozu tamamen fermente etmislerdir. Bi7,
C1, PeC, PeA2, PeF, M2, E1 ve Chl kodlu izolatlar 48 saat icerisinde glukozu %2100
fermente etmislerdir. Bu izolatlar arasindan C1 kodlu izolat ilk 24 saatte Durham tiiplinde
% 95’¢ yakin, E1 kodlu izolat ise % 90’a yakin oranda glukozdan gaz olugturmustur. M2
kodlu izolatta ise glukoz fermantasyonu sonucu 24 saatte Durham tiipiinde yaklasik % 70
oraninda gaz olusumu saptanmigtir. BY'1-1, PeAl kodlu izolatlar glukoz fermantasyonu
sonucu 72 saat igerisinde Durham tiiplinde tamamen gaz olusturarak glukozu en yavas

fermente eden izolatlar olarak belirlenmistir.

Maya hiicreleri maltaz enzimiyle amilolitik aktivite sonucu olusan maltozu ve siikraz
enzimiyle hamura eklenen sakarozu parcalamaktadirlar. Ekmege hi¢ sakaroz
eklenmemesi halinde fermantasyonun yavas basladig1 ¢linkii mayanin substrat olarak
kullandig1 sekerlerin amilolitik aktivite sonucu olustugu belirtilmektedir [15]. T kodlu
ticari S. cerevisiae susu glukoz ve sakarozu hizli bir sekilde fermente edebilmektedir.
Eksi hamur ekmegi yapim siireci géz Oniinde bulunduruldugunda ilk 24 saatteki
fermantasyon oranlari daha onemli olup; ekmek yapiminda kullanilmak iizere glukoz
fermantasyonu kabiliyeti agisindan S. cerevisiae izolatlar1 arasindan C1, E1 ve M2 kodlu
izolatlarin kullaniminin daha avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir. S. cerevisiae
izolatlarindan Chl, PeF ve PeA2 kodlu izolatlarin sakarozu 24 saat igerisinde hizli bir
sekilde fermente ettigi, bu nedenle ekmek iiretimde sakaroz katkis1 yapilmasi halinde hizli

bir sekilde fermantasyon yapabilecekleri ongorilmektedir. PeF ve C1 kodlu S. cerevisiae

41



izolatlarinin fruktoz fermantasyonu kabiliyetinin hamura meyve, sira gibi katkilarin

yapildigi bazi1 6zel durumlarda katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

4.5.4. Maya izolatlarimin Diisiik pH Degerlerinde Gelisebilme Ozelliklerine iliskin
Sonuglar

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi T kodlu ticari S. cerevisiae susu ve biitiin izolatlar pH 2.5-

3.5-4.5-6.57 degerlerinde gelisme gdstermistir.

Cizelge 4.7. Dusiik pH degerlerinde gelisebilme 6zelliklerine iliskin sonuglar.

Kod pH 6.57 pH 4.5 pH 3.5 pH 2.5
Bil + + + +
Bi5 + + + +
Bi7 + + + +
C1 + + + +
PeA2 + + + +
PeF + + + +
BY1-1 + + + +
PeC + + + +
PeAl + + + +
M2 + + + +
El + + + +
Chl + + + +
T + + + +

+: Geligme var. -: Gelisme yok.

Eksi hamurda baslangigtaki pH degerinin 5.0-6.2 oldugu ifade edilmistir [35]. pH degeri
5.0-6.2 olan tahil piireleri oncelikli olarak laktik asit bakterilerince pH 4’lin altina
fermente edilmektedir ve bu noktanin altinda aside dayanikli mayalarin fermantasyonda
baskin oldugu belirtilmektedir [37]. Mikrobiyel asidifikasyon hamur pH’in1 3.5-4.0’a
degistirmektedir [96]. Karisik kiiltiirlerde maya gelisiminin; LAB ve tiretilen laktik asit,
asetik asit gibi metabolitlerden kaynaklanan hizli pH disiisiinden negatif olarak
etkilendigi bildirilmistir [97]. Maya izolatlarinin diisiik pH degerlerinde gelisebilmesi,
eksi hamurda bulunan LAB’leri ve iirettikleri metabolitlerden olumsuz etkilenmemeleri

acisindan 6nemli olup izolatlarin hepsi bu agidan uygundur.
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4.5.5. Maya Izolatlarimin Optik Yogunluga Dayali Gelisme Hizina iliskin Sonuclar
Regresyon dogrusunu olusturmak amaciyla E1 kodlu izolata uygulanan kiiltiirel sayimla

28°C’de 48 saat inkiibasyon sonucunda saymnin 2.59x10’ kob/mL oldugu belirlenmistir.
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035 R*=0.9973
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Maya Sayis1 (x107kob/mL)

0.1

0.05

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Absorbans (A)

Sekil 4.1. E1 kodlu maya izolatinin regresyon dogrusu.

Cizelge 4.8. S. cerevisiae tiirii maya izolatlarinin zamana gore say1 degerleri.

KOD 4.saat (x107 adet/mL) 8.saat (x107 adet/mL) 24.saat (x107 adet/mL)

El 0,0515 0,1337 3,8616
M2 0,0527 0,1664 4,7014
Chl 0,0636 0,2572 4,0482
PeF 0,0551 0,1773 4,3748
BY1-1 0,0466 0,0866 2,8805
C1 0,0660 0,1519 2,9762
PeA2 0,0720 0,2330 4,0016
T 0,1047 0,5385 5,0124
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Sekil 4.2. S. cerevisiae tiirii maya izolatlarinin optik yogunluguna dayali gelisme hizlar.
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Sekil 4.3. S. cerevisiae tiirli maya izolatlarinin optik yogunluguna dayali gelisme hizlari

(stitun grafigi gosterimi).
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Sekil 4.4. S. cerevisiae tiirii maya izolatlarinin logaritmik olarak gelisme hizlar1 grafigi.

Calismada test edilen S. cerevisiae izolatlar1 arasindan 4. saatin sonunda en hizli
gelismeyi PeA2 kodlu izolat gdstermistir. 8. saatin sonunda en yiiksek sayiya Chl kodlu
izolat ulagmustir. 24. saat sonunda ise en yiiksek sayrya M2 kodlu izolat ulasarak hizli bir
gelisme gostermistir. T kodu ile gosterilen ticari S. cerevisiae izolati test edilen izolatlara
kiyasla 4., 8. ve 24. saatlerde daha yiiksek sayilara ulasmistir ve gelisme hiz1 en yiiksek

olan maya susudur.

Regresyon dogrusunu olusturmak amaciyla Bil kodlu izolata uygulanan kiiltiirel sayimla

28°C’de 48 saat inkiibasyon sonucunda sayinim 2.2x10’ kob/mL oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Bil kodlu maya izolatinin regresyon dogrusu.

Cizelge 4.9. S. uvarum/ S. bayanus tiirii maya izolatlarinin zamana gore say1 degerleri.

24 saat (x107
KOD 4.saat (x107 adet/mL) 8.saat (x107 adet/mL) adet/mL)
Bil 0,0362 0,1762 2,6736
Bi5 0,0280 0,1412 2,8607
Bi7 0,0345 0,1802 2,5644
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Sekil 4.6. S. uvarum/ S. bayanus tiirii maya izolatlarinin optik yogunluguna dayali gelisme

hizlar grafigi.
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Sekil 4.7. S. uvarum/ S. bayanus tiirii maya izolatlarinin optik yogunluguna dayali gelisme

hizlar (siitun grafigi gosterimi).
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Sekil 4.8. S. uvarum/ S. bayanus tiirli maya izolatlarinin logaritmik olarak gelisme hizlar

grafigi.

S. uvarum/ S. bayanus tiirii maya izolatlarinda 4. saatin sonunda en yiiksek sayiya Bil
kodlu izolat ulagsmaistir. 8. saatin sonunda en yliksek sayida olan izolat Bi7 iken, 24. saatin

sonunda en yiiksek sayiya ulagarak en hizli gelismeyi gosteren izolat Bi5 olmustur.

S. uvarum/ S. bayanus turi maya izolatlarinin 24 saat sonundaki sayilari, S. cerevisiae
izolat1 sayilarindan daha diisiik bulunmustur. Ulkemizdeki eksi hamur ekmeklerinin
islem stiresi yaklagik 24 saat olup, hizl1 bir sekilde geliserek 24 saat sonunda yiiksek bir
saytya ulasan M2 ve PeF kodlu izolatlarin gelisme hizinin bu bakimdan diger S.

cerevisiae izolatlarindan daha uygun oldugu disiiniilmektedir [36].

4.5.6. Maya Izolatlarinin Killer Aktivite ve Duyarhihk Testi Sonuclar

Caligsmada izole edilen mayalarin killer aktivite ve duyarlilik 6zellikleri Cizelge 4.10°da
verilmektedir. Cizelgeden de goriilecegi gibi izolatlarin hicbiri killer 6zellik
gostermemektedir. PeC ve PeAl kodlu izolatlar K1 ve K2 killer toksinlerine karsi
duyarhilik gostermezken Chl, E1, M2, BY1-1, PeF, PeA2, Bil, Bi5, Bi7, C1 kodlu
izolatlar K1 ve K2 killer toksinlerine duyarlhdir.
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Cizelge 4.10. Izolatlarin killer aktivite ve duyarlilik 6zellikleri.

Duyarlilik
KOD Maya TUru Killer Aktivite K1 toksini K2 Toksini
Chl  Saccharomyces cerevisiae - + +
El Saccharomyces cerevisiae - + +
M2  Saccharomyces cerevisiae - + +
BY1-1 Saccharomyces cerevisiae - + +
PeF  Saccharomyces cerevisiae - + +
PeA2  Saccharomyces cerevisiae - + +
PeC  Pichia fermentans - - -
PeAl  Wickerhamomyces anomalus - -
Saccharomyces uvarum/
Bil  Saccharomyces bayanus - + +
Saccharomyces uvarum/
Bi5  Saccharomyces bayanus - + +
Saccharomyces uvarum/
Bi7  Saccharomyces bayanus - + +
Cl Saccharomyces cerevisiae - + +

+: Test sonucu pozitif. -: Test sonucu negatif.

Killer toksin tlireten maya tiirleriyle kontaminasyonun firincilik sektoriinde istenmeyen

bir durumdur [46]. Calismadaki S. cerevisiae izolatlarinin killer 6zellik géstermemesinin

karisik starter kiiltiir olarak kullanilmasi1 durumunda olumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.5.7. Maya Izolatlarinin Proteolitik Aktivitelerine fliskin Sonuglar

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi maya izolatlar1 seffaf zon olusturarak proteolitik aktivite

gostermemistir.

Cizelge 4.11. Proteolitik aktiviteye iliskin sonug¢lar.

KOD Maya TUrU Proteolitik Aktivite
Chl Saccharomyces cerevisiae -
El Saccharomyces cerevisiae -
M2 Saccharomyces cerevisiae -
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Cizelge 4.11. Proteolitik aktiviteye iliskin sonuglar (devam).

KOD Maya Turi Proteolitik Aktivite
BY1-1 Saccharomyces cerevisiae -
PeF Saccharomyces cerevisiae -
PeA2 Saccharomyces cerevisiae -
PeC Pichia fermentans -
PeAl Wickerhamomyces anomalus -

Saccharomyces uvarum/
Bil Saccharomyces bayanus -

Saccharomyces uvarum/
Bi5 Saccharomyces bayanus -

Saccharomyces uvarum/

Bi7 Saccharomyces bayanus -
C1 Saccharomyces cerevisiae -
T Saccharomyces cerevisiae -

+: Test sonucu pozitif. -: Test sonucu negatif.

Fungal proteazlarin hamura eklenmesiyle karistirma zamani hamurun viskoelastik
Ozelliklerini olumsuz etkilemeden disiiriilebilmektedir [18]. Eksi hamurla ekmek
yapiminda proteoliz, flavor prekiirsorlar i¢in aminoasitlerin yeterli diizeyde serbest
kalmas1 agisindan fakat agir1 gluten degradasyonunu 6nlemek amaciyla sinirl bir diizeyde

istenmektedir [96].

Spicher ve Nierle [98] yapmis olduklari ¢alismada mayasiz eksi hamurlarin aminoasit
icerigine karsin maya igeren eksi hamurlarin aminoasit igerigini daha diisiik olarak
saptamislardir. Buradaki aminoasit tiikketiminin eksi hamurda bulunan maya miktarina
bagli oldugunu; alanin, glisin ve lisin aminoasitlerinin tiiketiminden kaynaklandigini
belirtmektedirler. Kullanilan maya tiiriine gore farkliliklar gozlemlendigini, S.

cerevisiae’nin Candida krusei’den daha fazla etkili oldugunu ifade etmektedirler.
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T kodlu ticari S. cerevisiae susu da proteolitik aktivite gdstermemekte olup bu durumun
ekmek tliretiminde glutenin asir1 degrade olmamasi acisindan olumlu bir 6zellik olacagi

diistiniilmektedir.

4.6. Sekans Analizi Sonuclari
MALDI-TOF MS tanimlama sonuglarina goére Saccharomyces cerevisiae olarak
tanimlanan maya izolatlarina uygulanmis olan Sanger metoduyla sekans analizinin

sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Sekans analizi sonuglart.

Kod Sekans Analizi Sonucu

Chl Saccharomyces cerevisiae

El Saccharomyces cerevisiae

M2 Saccharomyces cerevisiae

BY1-1 -

PeF Saccharomyces cerevisiae

PeA2 Saccharomyces cerevisiae

Bil Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus
Bi5 Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus
Bi7 Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus
C1 Saccharomyces cerevisiae

-: Okuma kirli oldugu i¢in degerlendirilememistir.

Sekans analizi sonucunda 6 adet izolatin Saccharomyces cerevisiae oldugu dogrulanirken
MALDI-TOF MS tanimlama sonucuna gore Saccharomyces cerevisiae oldugu belirlenen
1 adet izolatin dogrulamasi okuma kirli oldugu icin yapilamamistir. 3 adet izolat
Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus olarak tanimlanmistir. Saccharomyces
bayanus, sarap yapiminda tizimlerin normal fermantasyonunda rol alan bir mayadir [94].
Lager tipi biralarin fermantasyonunda Saccharomyces pastorianus (S. uvarum

(carlsbergensis)) kullanilmaktadir [99].
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Sekans analizine iliskin U.S. National Library of Medicine sorgulama sonuglar1 detayl

olarak EK 7 boliimiinde verilmistir.

47. MTT (3-(4,5-Dimetil tiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromuir) Testi
Sonuclari

Caco-2 hiicrelerine uygulanan MTT testi sonuglar1 Cizelge 4.13, Cizelge 4.14 ve 4.15’te
verilmistir. THP-1 hiicreleri i¢in yapilan MTT testi sonuglar1 Cizelge 4.16, Cizelge 4.17

ve Cizelge 4.18’te verilmistir.

Cizelge 4.13. Caco-2 hiicreleri ile etkilesim sonucu maya izolatlarinin absorbans degerleri
(570 nm).

Neg Kon Poz Kon BY1-1 El M2 PeA2 PeF Chl
0.954 0.237 1.669 1.639 2.048 1.815 1.998 1.807
1.007 0.254 1.599 1.669 1.94 1.609 1.831 1.774
1.024 0.252 1.61 1.613 1.985 1.772 1.858 1.9
1.108 0.28 1.651 1.622 1.811 1.76 1.847 1.776

1.1 0.302 1.689 1.64 2.021 1.772 1.785 1.939
1.08 0.264 1.77 1.504 1.994 1.729 1.859 1.862
1.028 0.269 1.732 1.692 2.041 1.645 1.839 1.923

0.92 0.267 1.71 1.709 1.969 1.778 1.822 1.901
Neg Kon: Negatif kontrol. Poz Kon: Pozitif kontrol.

Cizelge 4.14. Caco-2 hiicreleri i¢in % canlilik sonuglari.

Neg Poz
Kon Kon BY1-1 El M2 PeA2 PeF Chi

92.84 23.06 162.41 159.49 199.29 176.62 194.43 175.84
97.99 2472  155.60 162.41 188.78 156.58 178.18 172.63
99.65 2452  156.67 156.96 193.16 172.44 180.80 184.89
107.82 27.25 160.66 157.84 176.23 17127 179.74 172.83
107.04 29.39 16436 159.59 196.67 172.44 173.70 188.69
105.10 25.69 17224 146.36 194.04 168.25 180.90 181.19
100.04 26.18 168.54 164.65 198.61 160.08 178.96 187.13
89.53 2598 166.40 166.31 191.61 173.02 177.30 184.99
Ort 100 2585 163.36 159.20 192.30 168.84 180.50 181.02

SE 232 0.67 2.02 2.16 2.61 2.45 2.15 2.28
Neg Kon: Negatif kontrol. Poz Kon: Pozitif kontrol. Ort: Ortalama. SE: Standart hata.
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Cizelge 4.15. Caco-2 hiicreleri i¢in ortalama % canlilik ve giiven araligi.

Canlilik (%) Gliven aralig1 (%95, Mutlak)

Neg Kon 100 +5.49
Poz Kon 25.84844 +1.59
BY1-1 163.3621 +4.78
El 159.202 +5.12
M2 192.3002 +6.18
PeA2 168.8359 +58
PeF 180.5012 +5.09
Chl 181.0242 +5.39

Neg Kon: Negatif kontrol. Poz Kon: Pozitif kontrol.

Cizelge 4.16. THP-1 hiicreleri ile etkilesim sonucu maya izolatlarinin absorbans degerleri

(570 nm).

Neg Kon Poz Kon BY1-1 El M2 PeA2 PeF Chl
0.130 0.040 0.210 0.192 0.196 0.198 0.200 0.190
0.138 0.043 0.190 0.197 0.212 0.193 0.183 0.186
0.140 0.043 0.202 0.188 0.218 0.213 0.186 0.200
0.151 0.048 0.208 0.200 0.205 0.211 0.185 0.186
0.150 0.051 0.194 0.212 0.193 0.213 0.179 0.204
0.148 0.045 0.196 0.211 0.219 0.207 0.186 0.196
0.140 0.046 0.210 0.201 0.195 0.197 0.184 0.202

0.126 0.045 0.187 0.193 0.216 0.213 0.182 0.200
Neg Kon: Negatif kontrol. Poz Kon: Pozitif kontrol.

Cizelge 4.17. THP-1 hiicreleri i¢in % canlilik sonuglari.
Neg Poz
Kon Kon BY1-1 El M2 PeA2 PeF Chl
93.13 2878 150.25 137.31 140.17 14129 14271 135.53
98.30 30.84 135.61 140.74 15157 13791 130.79 133.05
99.96 30.60 14393 134.34 155.75 151.89 132.71 142.50
108.16  34.00 148.32 14251 146.74 150.86 131.93 133.20
107.38 36.67 138.21 151.71 137.66 151.89 12750 145.43
10543 32.06 139.64 150.46 156.59 148.20 132.79 139.65
100.35 32.66 149.86 143.37 139.52 141.00 131.36 144.23
89.81 3242 13321 138.17 154.26 15240 130.14 142,58
Ort 10032 3225 14238 142.33 147.78 14693 13249 139.52
SE 2.33 0.84 2.35 2.17 2.76 2.09 1.58 1.76

Neg Kon: Negatif kontrol. Poz Kon: Pozitif kontrol. Ort: Ortalama. SE: Standart hata.
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Cizelge 4.18. THP-1 hiicreleri igin ortalama % canlilik ve giiven araligi.

Canlilik (%) Gliven aralig1 (%95, Mutlak)
Neg Kon 100.32 +5.51
Poz Kon 32.25 +1.99
BY1-1 142.38 +5.57
El 142.33 +5.13
M2 147.78 +6.53
PeA2 146.93 +4.94
PeF 132.49 +3.73
Chl 139.52 +4.16

Neg Kon: Negatif kontrol. Poz Kon: Pozitif kontrol.

Mikroorganizmalarin olusturduklari bazi metabolitlerin Caco-2 hicreleri gibi kiltire
edilmis kanser hiicrelerine etkili oldugu bilinmektedir. Nitekim yapilan bir ¢aligmada
laktik asit bakterilerinin irettigi ¢oziinebilir metabolitlerin, kiiltiire edilmis kanser
hiicrelerinin gelisimini engelledigi belirtilmistir [100]. Thirabunyanon ve ark. [101]’nin
yapmis oldugu ¢aligmada L. fermentum RM28 susunun metabolitlerinin Caco-2 hiicreleri
Uzerinde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. BY 1-1, E1, M2, PeA2, PeF ve Chl
kodlu izolatlar THP-1 ve Caco-2 hiicreleriyle yiiksek etkilesim gostermislerdir. Maya
izolatlarinin THP-1 ve Caco-2 hiicrelerine sitotoksik olmadigi, aksine proliferasyonlarini
sagladig1 belirlenmistir. M2 kodlu izolat ile etkilestirilen Caco-2 hiicrelerinin canlilifi
9%192.3002, THP-1 hiicrelerinin canliligi %147.78 olarak 6l¢iilmiis olup M2’nin hicre
proliferasyonunu en fazla arttiran izolat oldugu belirlenmistir. E1 kodlu izolat ile
etkilestirilen Caco-2 hiicrelerinin canlilig1 %159.202 olup E1, diger izolatlara gore Caco-
2 hiicrelerinin proliferasyonunu en az arttiran izolat olarak bulunmustur. PeF kodlu izolat
ile etkilestirilen THP-1 hiicrelerinin canliligi %132.49 olup PeF, diger izolatlara gore

THP-1 hicrelerinin proliferasyonunu en az arttiran izolat olarak bulunmustur.
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4.8. Makrofajlardan Cesitli Sitokinlerin Salimim Seviyelerinin ELISA Metoduyla
Ol¢iimiine iliskin Sonuclar

4.8.1. TNF-o Salinim
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Sekil 4.9. TNF-a ELISA kiti standart egrisi.

Negatif kontroliin her bir maya izolatiyla ayr1 ayr1 karsilagtirilmasi sonucunda hesaplanan
iki uglu p degerleri Cizelge 4.19°de birlikte verilmistir. p degerinin hesaplanmasinda
oncelikle hesaplanmis olan Fuabio V€ Fresap degerleri karsilastirilarak t-Test farkli
varyanslar varsayarak iki 6rnek veya t-Test esit varyanslar varsayarak iki 6rnek seklinde

analiz edilmistir.

Cizelge 4.19. Negatif kontroliin TNF-a salinimi bakimindan her bir maya izolatiyla ayri
ayr1 karsilastirilmasi1 sonucunda hesaplanan iki uglu p degerleri ve

izolatlarin varyans degerleri.

Bil B5 B7 Cl El Chl PeA2 PeF BYLI-L PeC PeAl M2
Varyans|0,00512 0,02515 0,00223 0,01297 0,01891 0,00735 0,0109 0,00169 0,00066 0,00757 0,00933 0,01149
p 0,09625 09172 096375 0,04349 0,08243 0,56587 0,83624 0,0002 0,0303 0,09834 098958 0,0083

Cizelge 4.23’te yer alan verilere gére THP-1 makrofaj hiicrelerinin maya izolatlar ile
uyarimi sonucunda en yiiksek diizeyde TNF-a olusumu PeF kodlu izolatta goriilmiis olup
negatif kontrol ile karsilastirildiginda aralarindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05).

C1, BY1-1 ve M2 kodlu maya izolatlartyla uyarilan hiicrelerin TNF-a seviyeleri negatif
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kontrol degerinden yliksek olup aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Bil, Bi5, Bi7, E1, Chl, PeA2, PeC ve PeAl kodlu maya izolatlariyla uyarilan hiicrelerin
TNF-a diizeyi negatif kontroliin degerinden yiiksek olup aralarindaki bu fark anlamsizdir
(p>0.05). PeF, C1, BY1-1 ve M2 kodlu izolatlarin makrofajlar tarafindan TNF-a. sitokini

salinimina neden oldugu belirlenmistir.

Yapilan tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile makrofajlardan TNF-a salinim
diizeyi bakimindan maya izolatlar1 kendi aralarinda karsilagtirilmistir. Bu test sonucuna
gbre maya izolatlar1 arasinda farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<<0.05). Tukey testi

sonuclar1 Cizelge 4.25'te verilmistir.

TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin tiretimi iizerine yapilan bir ¢aligmada L.
delbrueckii ssp. bulgaricus‘un oral preparatinin TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuvar
sitokinlerin {iretimini uyardigi tespit edilmistir [102]. Lactobacillus reuteri ve
Lactobacillus brevis’in oral yolla alimmin TNF-a, IL-2 velveya IL-1p gibi
proinflamatuvar sitokinlerinin Uretimini arttirdigi belirlenmistir [103]. Probiyotiklerin
TNF-a ve IFN-y sekresyonunu azalttigr ancak IL-10 ve TGF-f sekresyonunu arttirdigi
bilinmektedir [104]. TNF-o,’nin makrofajlar tarafindan aktif fagositoz veya

lipopolisakkarit aktivasyonunu takiben iiretildigi bilinmektedir [105,106].

4.8.2. 1L-4 Salintm
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Sekil 4.10. IL-4 ELISA kiti standart egrisi.
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Negatif kontroliin her bir maya izolatiyla ayr1 ayri karsilagtirilmasi sonucunda hesaplanan
iki uclu p degerleri Cizelge 4.20°de birlikte verilmistir. p degerinin hesaplanmasinda
oncelikle hesaplanmis olan Frbio V€ Fhesap degerleri karsilagtirilarak t-Test farkli
varyanslar varsayarak iki 6rnek veya t-Test esit varyanslar varsayarak iki 6rnek seklinde

analiz edilmistir.

Cizelge 4.20. Negatif kontrolin IL-4 salinimi bakimindan her bir maya izolatiyla ayr1 ayri
karsilastirilmas1 sonucunda hesaplanan iki uglu p degerleri ve izolatlarin

varyans degerleri.

Bl B5 B7 Cl El Chl PeA2 PeF BYLL PeC PeAl M2
Varyans| 0,0068 0,00535 0,17898 0,07943 0,01431 0,111 007959 0,14503 0,03678 0,04419 0,0168 0,22683
p 0,29725 0,02025 068136 068684 00832 003144 05267 041273 094532 0,50262 0,77754 0,29655

Cizelge 4.23’te yer alan verilere gore THP-1 makrofaj hiicrelerinin maya izolatlart ile
uyarimi sonucunda en yiiksek diizeyde IL-4 salinimi1 M2 kodlu izolatta goriilmiistiir fakat
negatif kontrol ile karsilastirilmalar1 sonucunda aralarindaki farkin istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu gorilmiistiir (p>0.05). Sadece Bi5 ve Chl kodlu izolatlarin negatif
kontrole kiyasla IL-4 saliimi {izerine etkisi istatistiksel olarak anlamlidir ve negatif
kontrol degerinden diisiiktiir (p<<0.05). PeF, BY'1-1, PeC ve M2 kodlu maya izolatlariyla
uyarilan THP-1 makrofaj hiicrelerinin 1L-4 duzeyi negatif kontrolden ylksek olarak
Olciilmiistiir fakat aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05). Bil, Bi7, C1,
E1l, PeA2 ve PeAl kodlu maya izolatlariyla uyarilan hiicrelerin IL-4 dlzeyi negatif
kontrol degerinden diisiiktiir fakat aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
belirlenmistir (p>0.05). Bi5 ve Chl kodlu maya izolatlartyla uyarilan hiicrelerin 1L-4
seviyesi negatif kontrol degerinden diisilk olup bu izolatlar makrofajlardan 1L-4

salinimini azaltmislardir.

Yapilan tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile makrofajlardan IL-4 salinim
diizeyi bakimindan maya izolatlar1 kendi aralarinda karsilastirilmistir. Bunun sonucunda

maya izolatlar1 arasinda 6nemli farklilik olmadigi belirlenmistir (p>0.05).

IL-4, LPS ile indlklenen proinflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe etmektedir [72].
IL-4’tin aktive edilmis monositler tarafindan TNF-o salinimint inhibe ettigi
belirtilmektedir [107]. Ayn1 zamanda makrofaj sitotoksik aktivitesini, parazit 6ldiirme

islevini ve makrofaj kaynakli NO iiretimini baskiladigi bilinmektedir [72,108]. Fareler
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tizerinde yapilan deneysel c¢aligmalarda IL-4 uygulamasinin Pseudomonas aeruginosa
"nin akciger dokusundan temizlenmesini arttigi goriilmiistir [109]. IL-4’{in daha siddetli
sistemik enfeksiyona yol acarak Staphylococcus aureus enfeksiyonuna immiin cevapta
olumsuz bir etkiye neden oldugu ifade edilmektedir [110]. Hayvan modelleri kullanilarak
yapilan bir ¢alismada maya kaynakli bir glukanin, fagositik aktivitenin 6nemli dlciide
uyarilmasina ayrica IL-4 ve TNF-a ‘nin saliniminda artisa neden oldugu belirlenmistir
[111].

4.8.3. IL-5 Salinim
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Sekil 4.11. IL-5 ELISA kiti standart egrisi.

Maya izolatlartyla uyarilan THP-1 makrofaj hucrelerinin ortalama IL-5 duzeyleri %
olarak Cizelge 4.23’te verilmistir. Negatif kontroliin her bir maya izolatiyla ayr1 ayri
karsilastirilmas1 sonucunda hesaplanan iki uglu p degerleri Cizelge 4.21 ‘de birlikte
verilmistir. p degerinin hesaplanmasinda Oncelikle hesaplanmis olan Ftaplo Ve Fhesap
degerleri karsilastirilarak t-Test farkli varyanslar varsayarak iki 6rnek veya t-Test esit

varyanslar varsayarak iki ornek seklinde analiz edilmistir.
Cizelge 4.21. Negatif kontroltin IL-5 salinim1 bakimindan her bir maya izolatiyla ayr1 ayri

karsilagtirilmas1 sonucunda hesaplanan iki uglu p degerleri ve izolatlarin

varyans degerleri.
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Bil Bi5 Bi7 Cl El Chl  PeA2 PeF BYLL PeC PeAl M2
Varyans|0,001174 001155 0,01089 0,00994 0,009137 0,001229 0,003389 0,014705 0,007061 0,018744 0,006249 0,003638
p 033133 0,049169 0,03044 004139 0814421 0,014068 0,048761 0,058976 0,146772 0,181114 0,028399 0,773848

Cizelge 4.23’te yer alan verilere gore THP-1 makrofaj hiicrelerinin maya izolatlar ile
uyarimi sonucunda en yiiksek diizeyde IL-5 salinimi C1 kodlu izolatta goriilmiis olup
negatif kontrolden farklilig: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bi5, Bi7,
Chl, PeA2 ve PeAl kodlu maya izolatlariyla uyarilan hiicrelerin IL-5 salinim seviyeleri
negatif kontrolden diistik olup negatif kontrol ile farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Bil, E1, PeF kodlu maya izolatlariyla uyarilan hiicrelerin IL-5
diizeyleri negatif kontrol degerinden yiliksek bulunmustur fakat negatif kontrol ile
aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). BY1-1,
PeC ve M2 kodlu maya izolatlariyla uyarilan hiicrelerin IL-5 seviyesi negatif konrolden
diisiik olup aralarindaki bu fark anlamsizdir (p>0.05). Buna gore C1 kodlu izolat
makrofajlardan IL-5 salinimini arttirirken; Bi5, Bi7, Chl, PeA2 ve PeAl kodlu izolatlar

azaltmaktadir.

Yapilan tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile makrofajlardan IL-5 salinim
diizeyi bakimindan maya izolatlar1 kendi aralarinda karsilastirilmistir. Bunun sonucunda
maya izolatlarinin arasindaki fark énemli bulunmustur (p<0.05). Tukey testi sonuglari

Cizelge 4.25°te verilmistir.

Alerjik rinit hastaliginda IL-4 ve IL-5 sitokinlerinin yiiksek oranda ortaya c¢iktigi
bildirilmektedir [112,113]. Th2 hiicresi sitokinlerinden olan IL-5 eozinofil olgunlagmasi,
farklilasmasi ve sagkaliminda 6nemli bir rol tistlenmektedir [114]. IL-4, IL-5 ve IL-13
parazitlerin temizlenmesine katkida bulunarak olumlu bir rol iistlenirken astim ve alerjide
oldugu gibi uygunsuz bir sekilde agiga c¢ikmalar1 halinde hastalik durumunu

gelistirebilecekleri belirtilmistir [114—-116].
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4.8.4. 1L-10 Salinim

Standart

- N
= Ul ) o

Absorbans (450 nm)

o
ol

100 200 400 800 1600
IL-10 (pg/mL)

Sekil 4.12. IL-10 ELISA kiti standart egrisi.

Maya izolatlariyla uyarilan THP-1 makrofaj hiicrelerinin ortalama IL-10 dizeyleri %
olarak Cizelge 4.23’te verilmistir. Negatif kontroliin her bir maya izolatiyla ayr1 ayri
karsilastirilmast sonucunda hesaplanan iki uglu p degerleri Cizelge 4.22°de birlikte
verilmigtir. p degerinin hesaplanmasinda oncelikle hesaplanmis olan Fiapio V€ Fhesap
degerleri karsilastirilarak t-Test farkli varyanslar varsayarak iki 6rnek veya t-Test esit

varyanslar varsayarak iki 6rnek seklinde analiz edilmistir.

Cizelge 4.22. Negatif kontroliin IL-10 salinimi bakimindan her bir maya izolatiyla ayri
ayrt karsilastirilmast sonucunda hesaplanan iki uclu p degerleri ve

izolatlarin varyans degerleri.

Bl Bb B7 Cl El Chl PeA2 PeF BYLl PeC PeAl M2
Varyans| 001613 00106 0,00165 0,0008 0,01483 0,00621 000021 0,00715 0,01189 0,00206 0,02767 0,01944
P 0,86042 0,05138 0,03313 0,02081 042468 098137 0,15101 0,01445 0,02133 0,00955 0,04231 0,02373

Cizelge 4.23’te yer alan verilere gére THP-1 makrofaj hiicrelerinin maya izolatlar ile
uyarimi sonucunda en yliksek diizeyde IL-10 salinim1 M2 kodlu izolatta goriilmiis olup
negatif kontrol ile farklari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bi7, C1, PeF,
BY1-1, PeC ve PeAl kodlu maya izolatlarinin hiicrelerden IL-10 salinim seviyeleri
negatif kontrol degerinden yiiksek olup negatif kontrol ile farklar1 istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05). Bil, Bi5, E1, Chl ve PeA2 kodlu maya izolatlarinin hiicrelerden IL-
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10 salinim seviyeleri negatif kontrolden yiliksek olmasina karsin negatif kontrolden
farklari istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05). M2, Bi7, C1, PeF, BY1-1, PeC ve PeAl

kodlu izolatlarin makrofaj hiicrelerinden IL-10 salinimini arttirdigi belirlenmistir.

Yapilan tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile makrofajlardan IL-10 salinim
diizeyi bakimindan maya izolatlar1 kendi aralarinda karsilastirilmistir. Bunun sonucunda
maya izolatlar1 arasindaki onemli farklilik oldugu belirlenmistir (p<0.05). Tukey testi

sonuglar1 Cizelge 4.25’te verilmistir.

IL-10, TNF-a gibi inflamasyon mediyat6rlerini inhibe etmektedir ve Gram-negatif
sepsiste konakeiy1 organ yetmezligi ve 6liimden korumada énemli bir rol oynamaktadir
[89]. Gackowska ve ark. [117] periferik kan mononikleer hicreleri model sistemi
kullanarak LAB suslar1 kompozisyonunun sitokin sentezi, proliferasyon gibi hiicresel
tepkilere etkisini test etmislerdir. LAB suslarinin pro ya da anti inflamatuvar
potansiyellerinin kompozisyonlarina kismen bagli oldugunu, kullandiklar1 ii¢ LAB
susunun da tek baslarina veya birlikte kullanildiklarinda IL-10 ve TNF-o’y1 gii¢lii bir
sekilde indiiklediklerini gostermislerdir. LAB suslarinin kompozisyonunun, IL-10
ekspresyonu ile proinflamatuvar reaksiyonlarin asagi regilasyonu; TNF-a
ekspresyonuyla ise bakteriyel ve viral patojenlerin yok edilmesinde gerekli savunma
mekanizmalart i¢in hiicresel aktivitelerin artisginda kritik faktér oldugunu
bildirmektedirler. Ayrica proinflamatuvar sitokinlerin yukar1 regiilasyonunun

probiyotikler i¢in muhakkak isetenen bir nitelik olmadigini ifade etmislerdir.

Cizelge 4.23. Maya izolatlarinin THP-1 makrofaj hiicreleriyle etkilesimi sonucunda agiZa

¢ikan % sitokin miktari.

Kod TNF-a (%) IL-4 (%) IL-5 (%) IL-10 (%)
Neg. Kon. 100 100 100 100
Bil 110.7656 93.4486 104.8675 101.2991
Bi5 101.0526 80.2871 83.1869 116.0866
Bi7 100.1627 92.1240 76.5408 114.5389
C1 130.8038 94.8711 117.1205 116.2710
El 125.7512 85.3573 101.4200 106.0626
Chl 103.3397 80.4959 78.2023 100.1203
PeA2 101.3780 91.7520 85.0388 107.8589
PeF 140.4976 115.4323 116.9375 121.4114
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Cizelge 4.24. Maya izolatlarinin THP-1 makrofaj hiicreleriyle etkilesimi sonucunda agiga

¢ikan % sitokin miktar1 (devam).

BY1-1 109.9426 100.6330 90.4553 122.3416
PeC 112.4689 106.9233 88.6693 123.7049
PeAl 100.0766 97.9902 82.6380 128.6528
M2 139.2823 125.8923 98.5214 131.0666

Neg. Kon: Negatif kontrol. Hiicre sayisiyla sitokin cevabi optimize edilmemistir.

Cizelge 4.25. Maya izolatlarimin THP-1 makrofaj hiicrelerinden sitokin salinim

diizeylerine iliskin ortalama degerlerinin Tukey testi sonuglari.

Kod TNF-a, IL-5 IL-10
C1 bcd f abcd
El abcd cdef abc
Bil ab def ab
Bi5 a abc abcd
Bi7 a a abcd
Chl a a a
PeA2 a abc abcd
PeF d ef abcd
BY1-1 ab abcd abcd
PeC abc abcd bcd
PeAl a ab cd
M2 cd bcde d

Farkli harf alan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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5. YORUM

Tez kapsaminda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan bugday unlar1 kullanilarak
hazirlanan eksi hamurlardan endemik veya dogal suslardan olusan izolatlarin elde
edilmesi, ayrica uygun S. cerevisiae suslarinin ekmek yapiminda kullanilmak {izere
Onerilebilmesi hedeflenmistir. Bu tez calismasiyla elde edilen eksi hamur kiiltiirlerinin
tilkemiz firincilik sektoriinde ekmek iiretiminde kullanilmasiyla yerli maya kullaniminin
saglanmas1 ve ayrica elde edilecek endojen suslarin iilkemiz kiiltiir kolleksiyonlarina
katilmas1 amaclanmustir. Diger taraftan bu mayalarin saglik yoniinden etkilerinin ortaya

konmasi da hedeflenmistir.

1 adet hazir olarak temin edilen eksi hamur olmak iizere Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden
elde edilen unlarla hazirlanan toplam 7 adet eksi hamur 6rneginden maya izolasyonu
yapilmistir. 6 farkli eksi hamur 6rneginden toplamda 12 adet maya izole edilmistir.
izolatlar MALDI-TOF MS ile tammlanmistir. Buna gére 10 adet izolat S. cerevisiae
olarak tamimlanirken 1 adet izolat Pichia fermentans, 1 adet izolat Wickerhamomyces
anomalus olarak tanmimlanmistir. Sekans analizi ile 6 adet izolatin Saccharomyces
cerevisiae oldugu dogrulanmistir fakat MALDI-TOF MS tanimlama sonucuna gore
Saccharomyces cerevisiae oldugu belirlenen 1 adet izolatin (BY'1-1) dogrulamasi kirli
okuma sebebiyle yapilamamistir. MALDI-TOF MS ile giivenilir tanimlama sinirinin
altinda Saccharomyces cerevisiae olarak tanimlanan 3 adet izolat (Bil, Bi5, Bi7) sekans

analizi ile Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus olarak tanimlanmustir.

Ek olarak mayalarin baz1 6zelliklerinin ortaya konmasi amaciyla yliksek seker
konsantrasyonunda gelisebilme ve 37°C’de gelisebilme 6zellikleri incelenmistir. Buna
gore sadece E1 kodlu izolat bir S. cerevisiae izolatt olarak yiiksek seker
konsantrasyonunda geliserek sekeri tolere edebilmistir. Saccharomyces bayanus tlr(
mayalarin 37°C’de gelisme gostermedigi bilinmektedir [94]. Buna gore sadece Bil kodlu
izolat 37°C’de GPY broth’da gelisme gosterememis olup S. bayanus tiirii olabilecegi

diistiniilmektedir.

Tilim izolatlarin % 2-3-4-5 (w/v) tuz konsantrasyonunda gelisebildigi saptanmistir. Maya
izolatlarinin tuza direngli olmalarinin geleneksel ekmek iiretiminde oldugu kadar tuz

orani daha yiiksek formiilasyonlarda da kullanilabilirlikleri agisindan avantajli oldugu
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diistiniilmektedir. Bi5, PeF, C1 ve Bi7 kodlu izolatlarin glukozu glukoz fermantasyonu
besiyerinde fermente etme hizlar1 diger izolatlara gore yiiksek bulunmustur. Seker
fermantasyonu besiyerinde Bil ve Bi5 kodlu izolatlar glukozu 24 saat icinde tamamen
fermente ederken C1, E1 ve M2 kodlu izolatlar 24 saat icerisindeki glukoz fermantasyonu
oranlariyla diger S. cerevisiae izolatlar1 arasinda 6ne ¢ikmustir. PeF kodlu izolat seker
fermantasyonu besiyerinde 24 saatin sonunda Durham tiipiinin %15’inde gaz
olusturmustur. Bil, Bi5, Bi7 kodlu izolatlar fruktozu 24 saat icerisinde fermente ederck
diger izolatlardan fruktoz fermantasyonu kabiliyeti agisindan iistliin bulunmuslardir. Chl,
Bil, Bi5, PeF ve PeA2 kodlu izolatlarin sakaroz fermantasyonu hizi diger izolatlardan
yiiksek bulunmustur. Ekmek bilesimi agisindan ve ticari S. cerevisiae susuyla yapilan
karsilagtirmalara gore ekmek iiretiminde kullanilacak olan mayanin glukoz ve sakarozu
hizli bir sekilde fermente edebiliyor olmasi Onemlidir. Bu baglamda glukoz
fermantasyonu kabiliyeti agisindan S. cerevisiae izolatlari arasindan C1, E1 ve M2 kodlu
izolatlar; sakaroz fermantasyonu kabiliyeti agisindan ise Chl, PeF ve PeA2 kodlu
izolatlar 6ne ¢ikmaktadir. Bil, Bi5 ve Bi7 kodlu Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces
bayanus izolatlarinin yiiksek oranda seker fermantasyonu kabiliyetine sahip oldugu
belirlenmigtir. Tim maya izolatlarinin disiik pH degerlerinde (2.5-3.5-4.5-6.57)
gelisebildigi belirlenmistir. Izolatlarin diisiik pH degerlerini tolere edebilmesi temel
alinarak eksi hamurda mayalarla birlikte bulunan laktik asit bakterilerinden ve bu
bakteriler tarafindan iretilen metabolitlerden izolatlarin olumsuz etkilenmeyecegi
ongoriilmektedir. Maya izolatlarinin optik yogunluga dayali gelisme hizlar1 6l¢iimlerinde
S. cerevisiae izolatlari arasindan 24 saatin sonunda en yiiksek sayiya M2 ve PeF kodlu
izolatlar ulasarak diger S. cerevisiae izolatlarindan daha hizli gelisme gostermislerdir. S.
cerevisiae susu olan izolatlarla ticari S. cerevisiae susu kiyaslandiginda ticari sus diger
tiim izolatlardan hizli gelisme gostererek en yiiksek sayiya ulagmistir. Saccharomyces
uvarum/ Saccharomyces bayanus tiirii izolatlar arasindan 24. saatin sonunda en yuksek
saytya Bi5 kodlu izolat ulasarak diger Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus
tiirii izolatlardan hizli gelisme gostermistir. Eksi hamur iiretiminde islem siiresi yaklasik
24 saat olup bu siire icerisinde hizl1 gelisme gdsteren suslarin starter olarak kullaniminin
uygun olacagi, bu baglamda M2 ve PeF kodlu S. cerevisiae suslarinin kullaniminin uygun
olabilecegi diistiniilmektedir. Tiim Saccharomyces cinsi izolatlar (Chl, E1, M2, BY1-1,
PeF, PeA2, Bil, Bi5, Bi7, C1) K1 ve K2 killer toksinlerine duyarlilik gostermistir. Higbir
maya izolat1 killer aktivite gostermemistir. Bu ¢alismadaki S. cerevisiae izolatlarinin

killer 6zellikte olmamasinin eksi hamur florasindaki diger maya tiirlerini olumsuz
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etkileyecek sekilde killer toksin liretememeleri agisindan iiretimde starter olarak karigik
kiiltiir kullanilmasi halinde olumlu olacag: diistiniilmektedir, fakat saf kiiltiir kullanilmas1
halinde mayalarin killer 6zellige sahip olmalar1 avantajli bir durum olusturmaktadir.
Higbir maya izolat1 proteolitik aktivite gdstermemekte olup ekmek yapiminda asir1 gluten
degradasyonu olmamasi agisindan bu durumun ekmek yapisi tizerinde olumlu bir etkisi
olabilecegi diisliniilmektedir. Maya izolatlarinin ekmekgilik teknolojisi agisindan 6nemli
Ozelliklerini arastirmak icin uygulanan testlerin sonuglarmma goére PeF ve M2 kodlu
izolatlarin ekmek iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
caligmada kullanilan Saccharomyces uvarum/ Saccharomyces bayanus suslarinin
fermantasyon kabiliyetleri yuksek olup ekmek yapiminda starter Kkiiltiir olarak
kullanimlarinin ekmek yapisi ve aromasi {izerine etkilerini ortaya koyacak calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

MTT testi ile bazi maya izolatlarinin Caco-2 ve THP-1 hicrelerine toksisitesi
incelenmistir. Buna gore BY1-1, E1, M2, PeA2, PeF ve Chl kodlu S. cerevisiae tiri
izolatlarin THP-1 ve Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigi belirlenmistir.
Laktik asit bakterisi suslarinin ve metabolitlerinin kanser hiicre hatlarina sitotoksik etkisi
oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [100],[101]. Eksi hamur florasinda bir arada
bulunan maya ve laktik asit bakterisi suslarinin Caco-2 hicreleri Uzerine birlikte

etkilerinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

ELISA metodu kullanilarak maya izolatlarinin makrofajlarla etkilesimi sonrasinda TNF-
a, IL-4, IL-5, IL-10 sitokinlerinin salinim seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Buna gore PeF, C1,
BY1-1 ve M2 kodlu izolatlarin makrofajlardan TNF-o salimimima neden oldugu
belirlenmistir. Cesitli Lactobacillus tiirlerinin oral yolla aliminin TNF-o diizeyini
arttirdigin1 gosteren g¢alismalar mevcuttur [102],[103]. Bi5 ve Chl kodlu izolatlar
makrofajlardan IL-4 salinimini azaltmislardir. Yapilan tek yonlii varyans analizi (One
Way ANOVA), makrofajlardan IL-4 salinim diizeyi bakimindan maya izolatlari arasinda
onemli bir fark olmadigini ortaya koymustur. IL-4’lin makrofaj sitotoksik aktivitesini,
parazit 6ldiirme islevini ve makrofaj kaynakli NO iiretimini baskilama 6zelligine sahip
oldugu belirtilmektedir [72,108]. C1 kodlu izolatin makrofajlardan IL-5 salinimin
arttirirken; Bi5, Bi7, Chl, PeA2 ve PeA1 kodlu izolatlarin azalttig1 belirlenmistir. Yapilan
caligmalara gore IL-4 ve |L-5 hem parazitlerin temizlenmesine katkida bulunarak olumlu

bir rol iistlenmekte, hem de astim ve alerji durumlarindaki gibi uygunsuz bir sekilde agiga
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¢ikmalart halinde hastalik durumunu gelistirebilmektedirler [114-116]. M2, Bi7, C1,
PeF, BY1-1, PeC ve PeAl kodlu izolatlarin makrofajlardan IL-10 salinimini arttirdigi
saptanmustir. Periferik kan mononiikleer hiicreleri model sistemi kullanarak yapilan bir
calismada LAB suslariin pro ya da anti inflamatuvar potansiyellerinin kompozisyonlari
ile iligkili oldugu, kullanilan {i¢ LAB susunun da tek baglarina veya birlikte
kullanimlarinda IL-10 ve TNF-a’y1 giiglii bir sekilde indiikledigi belirlenmistir [117] . Bu
caligmada kullanilan maya izolatlarinin makrofajlardan TNF-a, IL-4, IL-5, IL-10
sitokinlerinin saliimi iizerindeki etkileri ortaya koyularak LAB’lar gibi mayalarin da
Immiin sistem tizerinde etkileri oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgularin mayalar ve
makrofajlarin etkilesimleriyle proinflamatuvar ve anti inflamatuvar tepkilerin anlagilmasi

hususunda literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK 1 - Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Glukoz Fermantasyonu Besiyeri

% 2 (w/v) glukoz, % 2 (w/v) yeast extract, %0.5 pepton icermektedir. Bilesenler 1 L suda
¢oziiliip 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Seker Fermantasyonu Besiyeri

Bilesim g/L
Glikoz 20
Yeast extract 10

Glukoz fermantasyonu, fruktoz fermantasyonu ve sakaroz fermantasyonunun
degerlendirilmesi amaciyla sirastyla seker olarak D+ glukozmonohidrat, D-fruktoz reinst
ve sakaroz kullanilmistir.1 L ¢6zelti icin 20 gram seker tartilarak % 1.0 (w/v) yeast extract

¢Ozeltisinde ¢oziilmistiir. 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Malt Extract Broth (MEB)
Malt Extract Broth (Merck) besiyeri eksi hamurdan izole edilen mayalarin
canlandirilmasinda kullanilmistir. 1L MEB hazirlanmasi i¢in 17 g besiyeri tartilmistir.

Besiyeri 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Gliserolli Malt Extract Broth (MEB)
Eksi hamurdan izole edilen saf kolonilerin -70 °C’de saklanmas1 amaciyla hazirlanmastir.
1L MEB hazirlanmasi igin 17 g besiyeri tartilmistir. Igerisine ayni hacimde gliserol

eklenmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Yeast Extract Agar (YEA)
Yeast Extract Agar (Merck) besiyerinden 1 L hazirlamak i¢in 35 gram tartilmistir. 121
°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.
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Maximum Recovery Diluent

Diliisyon hazirlanmas1 amaciyla baz1 deney asamalarinda Maximum Recovery Diluent

(Merck) kullanilmistir. 1 L hazirlanmasi i¢in 9.5 gram tartilip 121 °C’de 15 dk otoklavda

sterilize edilmistir.

Yeast Extract Malt Extract (YM) Broth

Bilesim g/L
Yeast extract 3
Malt extract 3
Pepton 5
Glukoz 10

1 L damitik suda ¢ozdiiriildiikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Yeast Extract Malt Extract (YM) Agar

YM Broth besiyeri malzemeleri tartilip igerisine 15 g agar eklenmistir ve 1 L damitik

suda ¢ozdiiriildiikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

Yeast Extract Peptone Dextrose- Methylen Blue (YEPD-MB) Agar

Bilesim g/L
Yeast extract 10
Agar 20
Pepton 20
Glukoz 20

Izole edilen mayalarin killer aktivitelerinin belirlenmesi ve duyarlilik testlerinin
yapilmas1 amaciyla kullanilmistir. Bilesenler 1 L damitik suda ¢oziildiikten sonra %
0.003 (w/v) oraninda olacak sekilde metilen mavisi ilave edilmistir. 121 °C’de 15 dk

otoklavda sterilize edilmistir. Besiyeri pH 11 4.5’e ayarlamak tizere 0.1 M sitrat-fosfat

tamponu kullanilmistir.
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Malt Extract Yeast Extract 50 % Glucose (MY50G) Agar

10 g malt extract, 2.5 g yeast extract, 10 g agar ve 500 g glukoz 500 mL distile suda
wsitilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra besiyeri kaynar su banyosunda 45 dk tutularak

sterilize edilmistir.

Yeast Extract Peptone Glucose (YPG) Broth

Bilesim g/L
Yeast extract 10
Glukoz 20
Pepton 20

Bilesenler damitik su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 1 N HCI ile pH degeri 4.5’¢
ayarlanmigtir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

10%’luk Milk Agar
Bilesim g/L
Yeast extract 3
Pepton 5
Agar 15

Bilesenler 900 mL damitik suda ¢oziildiikten sonra 100 mL % 10 ’luk rekonstitlie yagsiz
siit eklenmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Glucose Pepton Yeast Extract (GPY) Broth

Bilesim g/L
Glukoz 20
Pepton 10
Yeast extract 5

1 L damitik suda ¢ozdiirtildiikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.
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Glucose Pepton Yeast Extract (GPY) Agar
40 g glukoz, 5 g pepton, 20 g agar 500 mL demineralize suda ¢6zdiruldikten sonra 500

mL demineralize suda ¢6zdiiriilmiis 5 g yeast extract ¢ozeltisi ile karistirtlmistir. 121

°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.
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EK 2 — Arastirmada Kullamlan Tampon, Boya ve Cozeltiler
Metilen mavisi
Killer aktivite testi icin kullanilan metilen mavisi, 1 g toz metilen mavisi 100 mL damitik

suda coziilerek hazirlanmistir.

0.1 M Sitrat-fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 2.6)

Sitrik asit ¢ozeltisi 0.1M
Na2HPO4 ¢ozeltisi 0.2M

Sitrik asitten (Carlo Erba Reagent) 2.1 g tartildi, 100 mL hacme 121°C’de 15 dk sterilize
edilmis damitik suyla tamamlanmigtir. Na2HPO4 ten (Merck) 3.5 g tartilip 100 mL hacme
121°C’de 15 dk sterilize edilmig damitik suyla tamamlanmistir. Sitrik asit ¢ozeltisinden

90 mL, Na2HPOg4 ¢ozeltisinden 10 mL alinarak karistirilmastir.

Serum fizyolojik
% 0.85 (w/v) NaCl ¢ozeltisidir. 8.5 g NaCl tartilip 1L’ye damitik suyla tamamlanmustir.
121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

1 N HCI ¢ozeltisi

HCI 8.93 mL
Saf su 100 mL

% 35 saflikta HCI kullanilarak hazirlanmistir. d=1.16 g/mL my=36.46 g/mol
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EK 3 — Mayalarin 37°C’de Gelismesine Iliskin Gorseller

Sekil EK 3.1. PeAl kodlu izolatin GPY agarda gelisimi.

Sekil EK 3.2. PeF kodlu izolatin GPY agarda gelisimi.



Sekil EK 3.3. Bi7 ve Bi7 kodlu izolatlarin GPY agarda gelisimi.
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EK 4- Mayalarin Killer Aktivite Testleri ve Duyarhlik Testlerine fliskin Gorseller

Sekil EK 4.2. PeF kodlu izolatin killer aktivite testi.
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Sekil EK 4.4. Chl kodlu izolatin killer aktivite testi.
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Sekil EK 4.6. BY 1-1 kodlu izolatin killer aktivite testi.
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Sekil EK 4.8. PeF kodlu izolatin duyarlilik testi.
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Sekil EK 4.8. PeA2 kodlu izolatin duyarlilik testi.
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EK 5- Mayalarin Fermantasyon Testlerine iliskin Gorseller

Al

-

e

Sekil EK 5.1. Fruktoz fermantasyonuna iliskin gorsel.
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Sekil EK 5.2. Glukoz fermantasyonuna iligskin gorsel (glukoz fermantasyonu besiyeri).
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Sekil EK 5.3. Glukoz fermantasyonuna iligkin gorsel.
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Sekil EK 5.4. Sakaroz fermantasyonuna iligkin gorsel.
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Sekil EK 5.5. PeAl kodlu izolatin fruktoz fermantasyonu.

Sekil EK 5.6. PeAl kodlu izolatin glukoz fermantasyonu (glukoz fermantasyonu

besiyeri).

Bil

Sekil EK 5.7. Bil kodlu izolatin glukoz fermantasyonu (glukoz fermantasyonu besiyeri).
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Sekil EK 5.7. PeA1 kodlu izolatin sakaroz fermantasyonu.

Sekil EK 5.8. PeA1 kodlu izolatin glukoz fermantasyonu.
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EK 6- Mayalarin Proteolitik Aktivite Testine Iliskin Gorseller

Sekil EK 6.1. PeAl kodlu izolatin % 10’luk Milk agar besiyerinde gelisimi.

Sekil EK 6.2. M2 kodlu izolatin % 10’luk Milk agar besiyerinde gelisimi.




Sekil EK 6.3. PeC kodlu izolatin % 10’luk Milk agar besiyerinde geligimi.

il Z5

Sekil EK 6.4. C1 kodlu izolatin % 10’luk Milk agar besiyerinde gelisimi.
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Sekil EK 6.5. Bi7 kodlu izolatin % 10’luk Milk agar besiyerinde gelisimi.
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EK 7 — Sekans Analizi Sonuclari

Job Title PeF_EC_1.1754-A03-2020-01-20 _FII(.I' nosulu_

RID DWI4IVMW016 Download All v "
Program BLASTN®  Citation v Organism  anly (op 20 will oppear || exclude
Database nt Seedetalls v 1 Type common name, binomial, taxid or group name ]
Query 1D IcliQuery_34817 + Add organism

Description None =

Moleculetype  dna | ]wl ‘ | |ml I |! Y :’] lo' l"' I

Query Length 401

Other

selectall 100 sequences sefected GenBank Graghics  Distance tree of results
— A R s

| Sacchwsmcen cessin st MDY otomal amacibed soucec 1 ot e .85 nbosamal BiA osoe Somcete seousece andies 741 41 100% 00 %0000% WMIINEEHY
Saccharomyces corsasie stain Y53 8onassus pethiopum saeafiAPanaBuriona amall subunt shosomal RNA cene Datial seguence mter 741 74T 100% 00  10000% MNSSII0LY
Saccharcemyces Cecodsie stan Y32 Boraasys pathorem saolaBiAPary Burkes intemal tanacribed soocer 1. cortial segueece S35 nboso 741 T4 100% 00 10000% MISESN00.Y
Sace Ceewdsiae sirain Y130E 300 ERAF amal aubust shosomal RNA gene. cartial secuance nter 741 741 100% 00  10000% MNAREM01 1
ces atrain Y125 220 aFA B amal sutesdt RNA gene_patia) seguence nter 741 741 100% 00  100.00% MNASSEIS S
Sacchaomces acevae iislate K464 small stunt rbeacmal BNA osne. canial segueece: intemal taeacibed soaces 1 S 85 iboromal A 741 741 100K 00 10000% MKOTMILY
Saccharomyces cereviziae strain VOSS 2 (1S4 mtemal transcrbed spacer 1. oatial sequence: & §S rdosomal ANA gane compiste seguence: 741 741 100% 00  10000% MGAI11631
Sacchaoances Cetevsiae stan UCOEST.84:10 stemal transcabed spacer 1. il secusnce 5 §S nbosomal BNA comolete sequence andy 741 741 100% 00 10000% BES25215.1
Saccharaamyces Seeensiae isclate BRYO) ntemal tranisobed soucer 1. sartial sacuence: & 5 shosomal BNA gene comelete sequence aedior 741 741 100% 00  10000% MKS0GMT
alran Maksaoh che 12 741 74906 100% 00 100.00% CPO261081
Saccharomyces cetesiae IEM 40093 otnes for 155 RNA ITS1.5 85 (NA 152,265 RNA_parial and comstete seiance M1 T4 100% 00 10000% LCAVIEYY
Saccharoemyces ceesnziae IFM 40027 genas S¢ mtemal transcnbed spacer 15 &S nbosomal BNA intemal transcobed soacer 2 and 23S riboser 741 741 100% 00 100.00% LC4137611
Sacchamanyces Cerevsae isclate Ty small subunt nbosemal RNA gene_cadial secuence. miemal tanscnbed soacer 3 S 85 nbosemal BAGr T41 741 100% 00  100.00% MHasiise)y
Sacchanamyces cerevsae voucher IWNVVARAS- V18 6F smal subunt shosomal RNA gene_partal sequence: stemal transcebed spacec 1 S8 741 741 100% 00  10000% MH252554.1
o Sacchacemes ceoetse youchet INVV-VARS VI8 3F amal subuot nboromal RIA osoe oatal seouence. itemal Iaoscebed soacec 158 741 741 100% 00 10000% MH252:533

Sekil EK 7.1. PeF kodlu izolatin sekans analizi sonucu.

Job Title Pef_EC_1-ITS4-A03-2020-01-20 Filter Results

RID DATANMNO16 Dewnlead All

Program BLASTN@  Citation v T e [ Jmcia

Database a Seed - | Type CcomMon name, binomial, taxid of group name |

Query ID IelpQuery_34817 <+ Add organtsm

Cerriptien Hond Percent identity Evalue Query Coverage

e Tl )L el L [

Query Length

Other reparts

reports  Distance tree o results MSAviewer ©

Taoncemy Number of hits.  Numbor of Organisms Dascription
106 4
Bliacchacoryces n L]
+ Eaccharomyces cermisise H] 1 Saccharnofimyois oOravisim hits
- SEChMOTITE 38 1 1 Saccharcaryces 5 hits
. . B sl ¢ 12 1 Baccharomyces o, cerevisaelparadomus his
+ unsulured hinguy L] 1 uncuiltuired fuingus hits

Sekil EK 7.2. PeF kodlu izolatin taksonomik sonucu.
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Job Title PeA2_EC_2-ITS4-803-2020-01-20 Filter Results
RID DWIASTIS014 Download All v —
Organism 20 will appeor || exclude
Program BLASTN®  Cltation v only top (]
Database M Seedetalls v [fypemmmc-n name, binomial, taxid of group name ]
Query 1D leljQuery_62387 + &dd organism
Description Noge Percent Identity Evalue Query Coverage
o [ (el L Jel [ Je[ |
QueryLength 457
Otherreports  Distance tree of results MSAviewer @ E
m G'w = > =
select all 100 sequences selected
Dviosen seoe
‘ Seschatomyses seovanae stam YSAEas anhuoum sl A PanaBictod soal sutuol Remmal RIA owe casalasaueoce s 845 B5 100% 00 10000% NGRS
Saschiasses cevisie stoee YIS Bi i arthecen Mol aEAPIABtes oltoal a0iced soacer ] Ml aeouerse SRS 845 845 100% 00 10000% MNSHINO) |
Saccharooyses Cerevaise stran Y130Soasss sethomum sanlaBiAPamafurona amal subunt rbotomal ANA geot. partial seonce. 845 845 100% 00 10000% MISSINN1L
Q Stervniae stran Y1255k S0l aSAPama Tiadona small subund tdasomal BNA oeos_oadial seauence. 845 85 100% 00 10000% hNSGASS )
a Sacchapmweey 30 strae OKH imemad transcabed spacer 1. pantial sequence £ 85 ribosomal RYA gene _complete seguence and rtamy 845 845 100% 00 10000% MHMS2E6)
Sacchaconces Ceeeviaize genes S 11515 55 (RNA (TS2 285 MNA. oanal and congiere aeguence supn btache SUYY 845 B45 100% 00 10000% LCININED
Sacchapmnces cemwngide geoamec DA sequence contang (TS, S 55 (RINA gene ITS2 strae MAA 195 45 845 100% 00 10000% LIEQ51451
Secchacoonses Seonaaiae atran KanY 1 istaoal tenasnbed sosce 1 corsal seoutoce 555 chosomal RNA oeot comciste anousnce aey 845 845 100% 00 10000% KQUANTEIL
8 - Lulie CBS 5824 el sudnnd cheasoal BNA otoe_sacial seouence: ikemal acacobed soece: 845 845 100% 00 10000% KYIDEMO1
Sacoraromyses cenmviniae stran Dbbe 134507 mtemal iranscoted soacer 1. cartial secuence: 5 &5 nkosomal ANA gecs and miemal transc 845 845 100% 00 10000% RN
Secchanayses sernisie censmrd DHA asouecce contana [1S1. 535 (B84 oene [T52 atram Kobstaa22 Bs 845 100% 00 100.00% LIS275071
Saccharpmiges cerpwaide stran AUMC 10229 wmemal transcebed soacer | padil seguence: £ 85 nbhosomal BNA gene comolste segueny 845 845 100% 00 10000% KXD2i222.1
Shechaomyies Ceeraaie Y1307 cheamenome X seoueace 845 12940405 100% 00 10000% CPOOEXILY
Saccharpamces cerrvinise caolate YIR 155 rdosomal SNA gene. DRIl sequence atemal ransceded soacer 1 5 35 sdosomal ENA gene 845 845 100% 00 10000% KJSO26611
Sacchargmyses 35 Y08 13 165 sboaomal BNA gene . oatial segusece irtermal trasacnbed scoser 15 BS obosomal RNA ome andigem 345 845 100% 00 10000% KEZ4IZE0)
Sekil EK 7.3. PeA2 kodlu izolatin sekans analizi sonucu.
Job Title PeAZ_EC_2-IT54-B03-2020-01-20 Filter Results
RID CWTASTIONIE Download all +
Organism 20 will appenr eaclude
Program BLASTH  Citalion v oy [l
Database ni Seedealls v Type commaon nams, binomial, taxid or group name |
Query ID leljGuery_62387 + Add organism
Description Hone Percent identity E value Query Coverage
oyt 51 L =L J [ = J[ Jo[ ]
Query Length 457
Other reports  Distance tree of resuits MSAviewer @ m
Descriptions ‘Graphic Summary Taxonomy
Reports
oo sequences seiecoed 8}
Tamoncmy HNumber of hits  Number of Organisms Descnphon
BEng e 6
[= - T g &
Sifmchanmizs seemug it 2 Saccharomyces cerevisiae hits
+ Sacchaomyiges cerewsize YIMIMT 1 1 1307
Blgnciss sded Spcchpomycey H 2
- SN 1 1 Saccharomyces sp_hés
» Sashueie e YOL1 1 ! Saccharommess sp, YCH, 13 hits
oo ces ol & ! Saccharomyces of, cenavisia/paradoxits hits
] ] 1 uncyitured funaus hits

Sekil EK 7.4. PeA2 kodlu izolatin taksonomik sonucu.
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Job Title C1_EC_3_ITS4_002_2020.01.29 Filter Results

RID DINMGUUODL4 Dewnioad All v

ey = Organism only top 20 will appeor | exclude
Datat nt o= l Type common name, binomeal, taxid of group name ]
Query 1D leliQuery_32617 + Add orpanism
Description  None Percent Identity Evalue Query Coverage
e L & [ & W [ |
Qu«yuuth 427

Otherreports  Distance tree oftesults MSAviewsr ©

Max
Scom  Scere

™ T 100N 00 100.00% MpL8s0L Y
789 TE)  100% 00 10000% AmiSasoly
78 M 100% 00 10000% MEASHO1Y
78 789 100% 00 10000% AMSHSESS Y
BT 0% 00 10000% MEMENEI
Sacchaoonces Ceredsiae oaoea 0 1515 63 MKA_(TS2 265 ANA catial aed comaiels seouence stran Htach SUYY 78 TE O 100% 00 10000% LC3NAEY
Sacchaomyces cotevsize gensmes DA sequence contpns TS). £ 55 ANA gens (TS suimn IMA 105V 5 ™9 100% 00  10000% LTHOSMAL
Sacchaonrtts setenaias stoam KanY L intemal waossrted soacec . cacial seguance. 5 5S nbuacoel BNA otne Comoiste seousnce any 789 TE9 100N 00 10000% KX420763.1
sact cultuce GBS S804 soval subuet ibasamal G0A gane. oaua seguecce smemsl ranacebed scacer 789 THD 100% 00 100.00% KY105101
Sacchaarses serennian stoma D 1ME07 itemal tanacribed aoacer 1. oactal seguece 585 obcssmal A oeoe and clemaloanae 789 T8 100% 00 100.00% XuED01)
Sachaomes catensies oansave DA 1a0uacs cootana 151 5.35. 6N osee TTS2 st OMUSINZ T T 100% 00 10000% LISIVENY
Saccharmnrices ceneisiae stran AUNG 10229 reemal transcobed scacer 1 casal seousnce 58S rhosomal BNA oeoe comaiete segueer 789 783 100% 00 100.00% Xu2N222 Y
Yy X 789 120%405 100% 00 10000% CPOMGMIY
Saccharomyces cerevdise nciate Y2 155 abosomal BNA gene. partial seouence rtemal Uanacnbed soacer 1.5 85 ribosomal ANAgesy 789 63 100% 00 10000% XQS026611
Sacchaomyces 50 YC9 13 195 chosomal BNA gene. tasial sequence eyl wanscrited spaces 1 6 85 ihojom BNA gene aodictem T8989 100% 00 10000% KEIAITOY

Sekil EK 7.5. C1 kodlu izolatin sekans analizi sonucu.

Job Title C1_EC_3_ITS4_002_2020-01-29% fllmrmlﬂ
RID DATIGLU001E Dowvnload All »
Program BLASTN D - Organdsm  only fep 20 will appear [j exclude
Oatabase nt - [ Typi comamon name, bincerial, taod of Group name |
Query ID lel|query_32617 + Adldl cIganism
Crscription Mone Percent Identity Evalue Query Coverage
[ =L ][ Js[ ][ J=[ |
Taxonsmy | Mumberaihis  Number of Organisms. Descripon
Blfung L] [
B Sachiarmies B L3
BlSaccharamyst crevisin o 2 Saccharomyces cerevisiae hits
- Sagcharsres cenmsae YIMIHT 1 1 SaCChaloniyoes Colevisiae YIM1307 hits
Bluscigssied Spcchpromaes i H
- Secchwsmmces 59 1 1
+ e+ SECChESOEEL 3. YCI1D 1 1
- Saccharoeyres o Cevevsie'piong 12 1
batvnd 1% 1

Sekil EK 7.6. C1 kodlu izolatin taksonomik sonucu.
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RID
Program

Query 1D

Molecule type

Query Length
Other reports

#81_EC_4_ITS4_004_2020-01-29
Davmload Al ¥
BUASTN@  Citation v

nt Seedetalls v
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Sekil EK 7.20. PMA ile uyarilmigs THP-1 hiicreleri (72 saat sonunda).
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