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Ekmek mayasi liretimi endiistriyel fermantasyon uygulamalarmin en basarililarindan
biri olarak kabul edilmekte ve mikrobiyal hiicre iiretiminde en ekonomik proses olarak
tanimlanmaktadir. Ticari 6lgekte ekmek ve unlu mamuller {iretiminde kullanilan baglica
maya tliri Saccharomyces cerevisiae'dir. Fermantasyon islemleri sirasinda maya
hiicrelerinin ¢ogalmasmi ve fermantasyonunu engelleyen stres faktorleri olusur.
Uretimde bu tiir streslere direncli S. cerevisiae suslar1 tercih edilir. Maya iiretimi
konusunda diinyada 6nemli bir yere sahip olan tilkemizde ticari mayalarin mikrobiyal
ve biyokimyasal Ozellikleri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu arastirma
kapsaminda iilkemizde ekmek iiretiminde kullanilan dort farkli ticari maya susunun
stres direng profilleri incelendi. Bu maya suslarma ozmotik stres, metal iyon stresi,
kalsiyum stresi ve sicaklik stresi uygulandi. Bu streslere maruz birakilan maya
hiicrelerinin hiicre morfolojileri, mitotik indeksleri, enzim aktiviteleri ve tireme hizlar
incelendi. Elde edilen arastirma sonuglar1 kalsiyum ve bakir iyon stresinin segilen ticari
maya suslarinda hiicre morfolojisine etkilerinin olmadigini1 gésterdi. Ancak, kalsiyum
stresi ve ozmotik stresin secilen S. cerevisiae suslarinda farkli hiicre dongiisii
asamalarma etki ettikleri bulundu. Buna ek olarak, bu ticari maya suslarinin sicaklik
stresine kars1t dayaniksiz olduklar1 ve hiicre dis1 amilaz ve proteaz aktivitelerinin de
olmadig1 goriildii. Ayrica, ozmotik stresin invertaz aktivitesini 6nemli derecede azalttig1
da tespit edildi. Elde edilen sonuglar ticari ekmek mayas1 suslarinin cesitli stres
faktorlerine farkli seviyede yanit olusturdugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, stres toleransi, maya endiistrisi, enzim
aktivitesi
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Baker's yeast production is considered one of the most successful industrial
fermentation applications and is defined as the most economical process in microbial
cell production. The main yeast species used in the production of bread and bakery
products on a commercial scale is Saccharomyces cerevisiae. During the fermentation
processes, stress factors prevent the proliferation and fermentation of the yeast cells. S.
cerevisiae strains resistant to such stresses are preferred in industrial application
processes. In Turkey, which has an important place in yeast production in the world,
there is not enough information about the microbial and biochemical properties of
commercial yeasts. In this research, stress resistance profiles of four different
commercial yeast strains, which are used in bread production in our country, were
studied. Osmotic stress, metal ion stress, calcium ion stress, and temperature stress were
applied to these selected baker’s yeast strains. Growth rates, cell morphologies, and
certain enzyme activities of these selected yeast strains that were subjected to stress
factors were analyzed. Results of this research indicated that calcium and metal ion
stress did not have any significant effect on the cell morphologies of selected
commercial yeasts. However, our results indicated that calcium and osmotic stress
affected different stages of S. cerevisiae cell division cycles. It was also found that the
commercial yeasts, which could not maintain their viability under heat stress, did not
show extracellular amylase and protease activities. It was also found that osmotic stress
significantly decreased the invertase activity of the yeast strains analyzed in this
research. Results of this study indicated that commercial yeast strains differ in their
responses to stress factors.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, stress tolerance, yeast industry, enzyme
activity.
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1. GIRIS

Unlu mamuller, yiizyillardir dengeli beslenmenin hayati bir bileseni olarak
kullanilmigtir. Bugiin, firincilik endiistrisi, diinya ¢apinda gida endiistrisinin en biiyiik
sektorlerinden biridir ve binlerce istihdam yaratir ve milyarlarca dolar gelir elde eder.
Bu siirekli biiylime, tiiketicinin taze, rafta dayanikli, besleyici ve uygun sekilde
paketlenmis ve birinci smif unlu mamullere olan taleplerinden kaynaklanmaktadir.
Diinyanin c¢esitli yerlerinde ¢cok sayida maya iiretim endiistrisi bulunmaktadir. Bu
endustriler, farkl tiirlerde ekmek mayasi ve diger unlu mamullerin iiretiminde yer
almaktadir (Dangi, Dubey ve Shukla, 2017). En biiyiikk fermantasyon endiistrilerinden
biri maya endiistrisidir ve fermantasyon endiistrileri icerisinde en ekonomik hiicre
iretme siireci olarak da bilinmektedir. Diinyadaki ekmek mayasi tiretimi kurutulmus
formda yilda yaklagik iki milyon tondur (Aran, 2019). Ekmek mayasi iiretimi ve
tiiketimi genellikle doygunluga ulasmis bir sektor olarak kabul edilmektedir. Diinyanin
onemli bir boliimiinde sektdr biiylimesi niifus artisia paralel olmakla birlikte Hindistan
ve Cin gibi niifusu kalabalik olan iilkelerin 6zellikle bugday tiiketimini tercih etmesi
sonucunda bu bolgelerdeki sektor biliylimesi diinya ortalamasmin {izerinde
seyredebilmektedir (Aran, 2019). 2016 verilerine dayanilarak Hindistan’da, unlu mamul
riinlerinin tahmini cirosu 1,3 milyar ABD dolaridir ve ayn1 zamanda en biiyiik imalat
sektorlerinden biridir (Dangi ve digerleri, 2017).Ulkemizde kisi basina diisen maya
tiiketimi ortalama yilda 1 kg, ekmek tiiketimi ise yilda 150 kg kadardir (Aran, 2019).
Ulkemizde yillik ekmek mayasi ihtiyact %1 kullanim esas alindiginda ortalama yilda
100 000 ton seviyesindedir ve 2008 yilindan itibaren maya fabrikasi sayisi ise dordi
farkli firma olmak {izere toplam yedi adettir (Aran, 2019). Bu fabrikalarda iiretilebilecek
potansiyel maya miktar1 ise kurutulmus iiriin esas alindiginda ortalama yilda 400 000
ton kadardir. Bu miktarlardaki maya miktari, i¢ tiikketimin ¢ok iizerindedir. Bu sebeple
maya, lilkemizin 6nemli ihracat triinleri arasinda yer almaktadir(Aran, 2019). Diger bir
ifadeyle diinyada iiretilmekte olan toplam mayanm yaklasik % 20’si Tiirkiye’de
tretilebilmektedir ve Tiirkiye diinyanin onemli maya iretim merkezlerinden biridir
(Aran, 2019).

Ekmek mayas: iiretimi, se¢ilen maya tiiriiniin bir karbon kaynagi olarak seker tizerinde

cok asamali yayilmasini igerir. Ekmek mayasi genellikle, uygun bir sicaklik ve pH'ta



temel besinlerin (melas, amonyak veya amonyum tuzlari, fosfat ve vitaminler) sivi bir
cozeltisine eklenen az  miktarda ~mayadan  baslayarak  {retilir.  Hiicre
popiilasyonuyeterince ¢ogaldiginda, yeni bir lireme asamasi i¢in daha biiyiik bir
biyoreaktore aktarilir; Tatmin edici bir iiretim miktarina ulagsmak igin genellikle dort
veya bes asama gereklidir (Di Serio, Aramo, de Alteriis, Tesser ve Santacesaria, 2003).
Endiistriyel 6lgekte ekmek mayasi, sonucta iirlin verimini diigiiren ve ayni zamanda
unlu mamullerin kalitesini olumsuz yonde etkileyen cok sayida ve degisen g¢evresel
strese maruz kalir (Gibson, Lawrence, Leclaire, Powell ve Smart, 2007). Ek olarak, bu
cevresel kisitlamalar biiyiik 6lgiide hiicresel metabolizmayi ve canliligi etkiler (Dangi ve
digerleri, 2017).

Firincilik isleminin ¢ogunda maya susu, sicaklik, basing, pH, su icerigi, ozmotik,
oksidasyon ve cesitli kimyasal bilesikler gibi ¢esitli ¢cevresel kosullara maruz kalir
(Takagi, 2017). Bu sert kosullar, hiicre organellerine ve membranlarina ciddi hasara
neden olur ve bu da sonugta liremenin engellenmesine veya hiicre 6liimiine yol acar
(Takagi ve Shima, 2015). Bu sebeple, mayalarin fermantasyon kabiliyetini veya tiretim
verimliligini daha da gelistirmek i¢in, maya hiicrelerinin stres tepkisi, adaptasyonu ve
toleransinin altinda yatan ayrintili mekanizmalar anlasilmalidir (Takagi ve Shima,
2015).

Ekmek mayasinin ticari fermantasyonunu ve lretim siirecini gelistirmek icin cesitli
streslere karsi daha yiiksek toleransli maya suslari olusturmak gerekir (Takagi ve
Shima, 2015). Hamur kabartma aktivitesi ve triiniin raf omrii géz Oniine alindiginda
ticari olarak iiretilen ekmek mayasinin kalitesinin kullanilan kiiltiire bagimli oldugu
goriilmektedir. Elde edilen iiriiniin piyasa kosullarinda diger ozellikler agisindan da
rekabet giicline sahip olmasi gerekmektedir. Konuya bu acidan bakildiginda son
zamanlarda reticilerin taleplerinde o6nemli degisimler gozlenmekte ve Kkiiltiir
farkliliklar1 her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir (Aran, 2019). Maya tiiketicisi
olan firincilar, mayanin zaman ve kullanilan miktar agisindan tasarruf sagladigi icin
kabarma giiciiniin yiiksek olmasini, raf dmriiniin uzun olmasini, tek bir tip maya satin
alarak tiim formiilasyonlarda kullanilabilmesini, asidik hamurlarda kullanilabilmesini
arzu etmektedir. Ayrica mayanin yiiksek seker ve yag konsantrasyonlarindan olumsuz

yonde etkilenmemesi, kullanilan antifungal bilesiklerin maya hiicresi lizerine olan



inhibisyon etkisinin asgari diizeyde olmasi arzu edilmektedir (Pretorius ve Van
Rensburg, 2003).

S. cerevisiae, unlu mamuller ve diger endiistrilerde kullanilan faydali mayalardan biri
olarak  bilinmektedir. Kolayca kiiltiirlenebildigi i¢in  biyolojik ¢aligmalarda
Okaryotikmodel organizma olarak kullanilir. Yuvarlak-oval bir sekle sahiptir ve
tomurcuklanma mekanizmasi ile ¢ogalir (Feldman, 2012; L. J. Walker ve digerleri,
2004).

Ekmek mayasi, iiretimi veya uygulamasi sirasinda ciddi hasarlara maruz kalmaktadir.
Ayrica, tiretim siireci sirasinda metabolitlerin (etanol ve organik asitler gibi) birikmesi
ve yiiksek sicaklik veya tuz ilavesi, ekmek mayasini etkilemektedir (Tsolmonbaatar ve
digerleri, 2016). Onceki caligmalar, streslerin mayanin fenotipi iizerinde cesitli etkileri
oldugunu dogrulamaktadir (Alhoch ve digerleri, 2019; Camara, Maréchal, Tourdot-
Maréchal ve Husson, 2019; Garcia ve digerleri, 2019; Vazquez ve digerleri, 2019).
Enzimler, ¢cogu unlu mamul iriinlerinde kullanilan 6nemli bilesenlerdir. Daha yakin
zamanlarda, Ozellikle ekmek ve diger fermente iiriinlerin imalatinda kimyasal katki
maddelerinin kullanimindaki kisitlamalar nedeniyle, enzimler firmecilik endiistrisinde
daha da biiyiik bir 6nem kazanmistir (Melim Miguel, Souza, Costa Figueiredo, Paulo
Lobo ve Maria, 2013).

Bu calismadaki amacimiz, maya iiretiminde ve ihracatinda 6énemli bir konumda olan
iilkemize maliyeti daha diisiik, direngli maya suslar1 hakkinda daha cok bilgi
saglayabilmektir. Bu amagla {ilkemizde en ¢ok tercih edilen dort farkl ticari maya susu
laboratuvar ortaminda kiiltiire alinip, bu suslarin stres kosullar1 altindaki tireme hizlari,
mitotik boliinme indeksi, enzim aktiviteleri, stres kosullarinda hiicre morfolojilerindeki
degisiklikler belirlenerek stres toleransi yiiksek suslari, suslar arasindaki farkliliklar
tespit etmek hedeflenmektedir. Bu arastrma {ilkemizde bulunan ticari ekmek
mayalarinin stres kosullarinda iireme ve enzim aktivitelerinin aydinlatilmasina fayda
saglamasi agisindan dnemlidir. Ulkemizde iiretilen ve unlu mamul iiretim sektdriinde
kullanilan ticari ekmek mayas1 suslarinin farkl endiistriyel islemlere uygun olarak
gelistirilmesi i¢in gerekli olan bilgiyi saglayacak oncii ¢aligmalar yeterli degildir. Bu tez
calismasmin sonuglarmin iilkemizde bulunan ticari ekmek mayalarnin stres
kosullarinda tireme ve enzim aktivitelerinin aydnlatilmasina fayda saglamasi agisindan

onemli olacag1 ongoriilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Saccharomyces cerevisiae’min Ekmek Mayasi Uretiminde Kullanin

Mayalar, siiphesiz, gilinimiizde insanlik tarafindan ticari olarak firetilen ve giivenle
tiiketilen en 6nemli mikroorganizma grubudur. EkKmek mayasinin endiistriyel tiretimi,
Avrupa ve Kuzey Amerika'da 100 yildan daha uzun bir siire 6nce basladi. Ancak maya,
ekmek yapimmda hamurun mayalanmas: i¢in binlerce yildir kullanilmaktadir. ilk
ekmek kayd1 M.O. 2600 civarinda ortaya ¢iktr. Babil'de,M.O. 12. yiizyila gelindiginde,
Hammurabi zamanmda pisirme 0zel bir zanaata doniistii. Mayali ekmegin kesfi
genellikle eski Misirlilara atfedilir. 1lk zamanlarda, fermente bira ve bugday ununun
karigtirilmas1 muhtemelen saray firincilar: tarafindan yapiliyordu. Daha sonra bu, tiim
Misirh firincilar tarafindan kabul edilen bir eksi hamur siireci olarak ortaya ¢ikti.
Ekmek pisirme teknolojisi, M.O. 13. yiizyilda Misir'dan Akdeniz'in diger bolgelerine
yayildi. Ticari firincilar, maya tedariklerini 19. yiizyila kadar yerel bira fabrikalarndan
temin etmis ve boylece bira mayasini mayalanma gelenegi 19. yiizyila kadar devam
ettirmistir (Trivedi, Jacobson, Tesch ve Friend, 1986).

19. ylizyilda, gida iiretiminin sanayilesmesi ve bilim olarak mikrobiyolojinin ortaya
cikisi, ekmek yapim uygulamalarinda degisikliklere neden oldu (Blandino, Al-Aseeri,
Pandiella, Cantero ve Webb, 2003; Ndiaye, Chiron, Della Valle ve Roussed,
2005).Spontan  fermantasyonlar gelencksel olarak tahil bazli friinlere gelismis
teknolojik, besleyici ve organoleptik 6zelliklere sahip olmak i¢in kullanilmaktadir.
1930'larda iiretim siireglerinin gelismesiyle birlikte, diisiik fiyata yiiksek kaliteli ekmek
mayas1 iretmek miimkiin hale geldi. Ekmek mayas1 (Saccharomyces cerevisiae),
genellikle firinlamada kabartma maddesi olarak kullanilan maya tiirlerinin ortak adidir.
Satis hacmi ve diinya niifusunun biiyliik bir kesimi i¢in temel gida olan ekmek
yapiminda kullanimina dayali olarak hala en 6nemli fermantasyon tiriinlerinden biridir.
Ayn1 zamanda, i¢eceklerin ticari iiretimi, endiistriyel etanol, antibiyotikler, endiistriyel
enzimler, kimyasallar, gidalar ve besin takviyeleri gibi bir¢ok endiistriyel uygulamaya
sahip olmasi nedeniyle en 6nemli biyoteknolojik irtinlerden biridir (Nasr, Zaky ve Daw,
2010). Temel olarak ekmek mayas1 formundaki S. cerevisiae biyokiitlesi, diinyadaki

herhangi bir tek hiicreli mikroorganizmanin en biiyiik toplu {iretimini temsil eder. Insan



gidasi i¢in her yil birka¢ milyon ton taze ekmek mayasi tiretilir (Di Serio ve digerleri,
2003). Ekmek mayasmin ekmek yapimindaki islevi su sekilde Ozetlenebilir: (1)
fermantasyon sirasinda gaz olusumu ile hamur hacmini artirmak, (2) hamurda yap1 ve
doku gelistirmek ve (3) hamura ayr1 bir tat katmak(Shima ve Takagi, 2009).

Ekmek mayasi kullanimi, pisirme teknolojisinin dogusunda ve ekmek kalitesi algimizda
belirleyici bir faktordii (Randez-Gil, Corcoles-Saez ve Prieto, 2013). Ekmek mayasi
hiicrelerinin faaliyeti, hamurun sekerlerin (esas olarak maltoz) alkollii fermantasyonu
yoluyla mayalanmasi i¢in gereken gazi saglar. Tipik ekmek aromasmin olugmasinda
onemli olan fermente edilmemis ekmek hamurunun i¢ yapisini gelistirir ve kimyasal
bilesimini degistirir (Cho ve Peterson, 2010). Maya ayrica maya bazli iriinlerin
beslenme kalitesine katkida bulunur ve saglik lizerinde etkiler saglar (Poutanen, Flander
ve Katina, 2009). Tipik olarak ekmek mayasi, bir protein veya aminoasidin yani sira bir
vitamin takviyesi, enerji giiclendirici ve bagisiklik gii¢lendirici olarak da kullanilabilir
(Mazo, Gmoshinski ve Zorin, 2007). Ekmek mayasi suslari, uygun fermantasyon
ozelliklerine sahip dogal soylar arasindaki sinirli ¢aprazlamadan ortaya ¢ikmistir. Sonug
olarak, ekmek mayasi suslari, sarap, sake ve bira mayalar1 gibi insan etkisine bagh diger
S.cerevisiae soylarindan daha diisiik genetik cesitlilige ve daha yiiksek sayida
kromozoma sahiptir (Liti ve digerleri, 2009).

Saf kiiltirler yapma ve maya hiicrelerini kurutma imkani endiistriyel mayalama
baslaticilariin gelistirilmesine yol agt1 (Gélinas, 2010). Bu gelisme, ekmek iiretimini ve
pisirmeyi 6nemli Ol¢iide degistirdi. Bu degisikligin sonuglari, ¢cogu ekmegin ticari
mayas1 S. cerevisiae kullanilarak yapildig1 modern zamanlarda belirgindir (Carbonetto,
Ramsayer, Nidelet, Legrand ve Sicard, 2018). Ekmek mayasi, mayali ekmek, kek,
hamur isleri ve diger unlu mamullerin {iretiminde kullanilan bir maya tiiriidiir ve ekmek
mayasi, hamurdaki fermente olabilen sekerleri karbondioksit ve etanole doniistiiriir
(Mohammedaleid, 2012). Ekmek mayasi, kuru maya (keklerde veya graniillerde
olabilen) ve s1vi maya dahil olmak lizere ¢esitli formlarda ve aktif veya susuz formlarda
kullaniciya sunulacak sekilde islenebilir (Mohammedaleid, 2012)

Ekmek mayasi, metabolize edilebilir karbon, enerji, azot, mineraller ve temel vitamin
kaynaklar1 iceren substratlardan iiretilebilir ve S. cerevisiae igin kolayca metabolize
edilebilen karbon ve enerji kaynaklari igeren substratlar, dogrudan ekmek mayasi

iiretimi i¢in kullanilabilirken, tahillardaki nisastalar ve yesil veya odunsu bitkilerdeki



seliiloz gibi kompleks karbonhidratlar icerenler, kullanimdan 6nce maliyetli hidrolitik
isleme ihtiya¢ duyar (Mohammedaleid, 2012). Bugiin diinyada ekmek mayasi tiretimi
icin tercih edilen substrat, pancar veya seker kamisindan elde edilen melastir
(Mohammedaleid, 2012). Mayanin g¢ogalabilmesi i¢in melasin belirli bazi mineral
maddelerle zenginlestirilmesi gereklidir. Fermantasyon ortamina eklenen Cu?*, Zn?*,
Fe?*, Mo?* ve Mn?" verim artis1 saglamaktadir. Ortama ilave edilen iz elementler ve
minerallerin miktar1 kullanilmakta olan melasin elde edildigi kaynaga bagli olarak

degismektedir (Reed ve Peppler, 1973).
2.2 Tiirkiye’de ve Diinyada Ekmek Mayasi Uretimi

Unlu mamul iriinleri, yiizyillardir dengeli beslenmenin hayati bir bileseni olarak
kullanilmugtir. Bugiin, unlu mamuller endiistrisi, diinya ¢apinda gida endiistrisinin en
biiyiik sektorlerinden biridir ve binlerce istihdam yaratir ve milyarlarca dolar gelir elde
eder. Bu stirekli biiyiime, tiiketicinin taze, rafta dayanikli, besleyici ve uygun sekilde
paketlenmis uygun ve birinci smif unlu mamullere olan taleplerinden
kaynaklanmaktadir. Cok sayida maya tretim endiistrisi diinyanin g¢esitli yerlerinde
bulunmaktadir. Bu endiistriler, farkli tiirlerde ekmek mayasi ve diger unlu mamullerin
iretiminde yer almaktadir (Dangi ve digerleri, 2017).

Maya sanayii ana {irlinleri, yan triinleri, atik ve artik tirtinleri, ¢evre teknolojileri gibi
alanlar ve bu alanlarda yapilacak olan arastirma gelistirme faaliyetleri Tiirkiye igin diger
iilkelerde oldugundan ¢ok daha 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle maya hiicrelerinin
gelecekte kullanilabilecek potansiyel alanlar1 da goéz oOniine alindiginda Tirkiye’nin
elindeki bu biyoteknoloji potansiyeline yatirimlarda bulunmasi olduk¢a fazla 6nem
tasimaktadir (Aran, 2019).

2.3. Ekmek Mayasi Uretim Siireci ve Karsilasilan Zorluklar

Ekmek mayasinin ticari iiretimindeki en dnemli gereksinimler, hizli biiylime ve yiiksek
biyokiitle verimi ile birlikte iyi hamur mayalama aktivitesidir. Bunlar, fermenter
boyutunda ve havalandirma ve besleme kosullarinda farklilik gosteren ardigik asamalara
sahip, iyi kurulmus bir kesikli beslemeli fermantasyon yonteminin kullanilmasiyla elde

edilir (Randez-Gil, Sanz ve Prieto, 1999)(Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1.Kiltiir ortami olarak melas kullanan fermantasyon ile ¢ogalim semasi
(Randez-Gil ve digerleri, 1999)‘dan degistirilerek alinmistir.

Ekmek mayas1 genellikle, uygun bir sicaklik ve pH'ta temel besinlerin (melas, amonyak
veya amonyum tuzlari, fosfat ve vitaminler) sivi bir ¢ozeltisine eklenen az miktarda
mayadan baslayarak {iretilir. Hiicre popiilasyonu yeterince ¢ogaldiginda, yeni bir
biliylime asamasi i¢in daha biiyiik bir biyoreaktore aktarilir; Tatmin edici bir iiretim
miktarma ulasmak i¢in genellikle dort veya bes asama gereklidir (Di Serio ve digerleri,

2003).

Endiistriyel 6lcekte ekmek mayasi, sonugta iiriin verimini diisiren ve ayni zamanda
unlu mamullerin kalitesini olumsuz yonde etkileyen ¢ok sayida ve dalgalanan ¢evresel
strese maruz kalir (Gibson ve digerleri, 2007). Ek olarak, bu ¢evresel kisitlamalar biiyiik

Olgtide hiicresel metabolizmay1 ve canliligi etkiler (Dangi ve digerleri, 2017).

Firmcilik isleminin ¢ogunda maya susu, sicaklik, basng, pH, su igerigi, ozmotik,
oksidasyon ve ¢esitli kimyasal bilesikler gibi cesitli ¢evresel kosullara maruz kalir
(Takagi, 2017). Bu sert kosullar, hiicresel organellere ve zarlara ciddi hasara neden olur

ve bu da sonugta biiyiimenin engellenmesine veya hiicre dliimiine yol acar (Takagi ve



Shima, 2015). Bu sebeple, mayalarin fermentasyon kabiliyetini veya iretim
verimliligini daha da gelistirmek i¢in, maya hiicrelerinin stres tepkisi, adaptasyonu ve
toleransinin altinda yatan ayrmtili mekanizmalar anlagilmalidir (Takagi ve Shima,
2015).

Genel olarak, mikroorganizmalar ¢evresel strese bir dereceye kadar uyum yetenegine
sahipti. Maya hiicrelerinin ayrica stres proteinlerinin  indiiklenmesi, stres
koruyucularinin veya uygun c¢oziinen maddelerin birikmesi, membran bilesiminin
degismesi ve stresle tetiklenen sinyal iletim yollar1 aracilifiyla karsilik gelen gen
ekspresyonunu diizenleyerek translasyonun baskilanmasi gibi cesitli stres adaptasyon
mekanizmalar1 edinmesi gerekir. Protein denatiirasyonunu ve ROS (reaktive oxygen
species- reaktif oksijen tiirleri) olusumunu indiikleyen, biiylime inhibisyonuna veya
hiicre 6liimiine yol agan siddetli stres kosullar1 altinda, mayanin fermantasyon kabiliyeti
olduk¢a sinirhidir.Endiistriyel uygulamalar agisindan, stres tolerans1 maya hiicrelerinin
temel oOzelligidir. Ekmek mayasinin ticari fermantasyonunu ve iiretim silirecini
gelistirmek igin cesitli streslere karsi daha yiiksek toleransli maya suslar1 olusturmak
gerekir (Takagi ve Shima, 2015). Halen kullanilmakta olan ekmek mayas1 starter
kiiltlirleri klasik c¢aprazlama ile gelistirilip, istenen 06zellikte olanlar se¢ilmektedir
(Hansen, 2002). Taksonomik ag¢idan incelendiginde ekmek mayasi kiiltiirlerinin biiyiik
bir ¢ogunlugu S.cerevisiae tiiriine aittir. Cok 6zel durumlarda bazen yoresel ekmek
yapiminda S.cerevisiae disinda tiirlere de rastlanabilmektedir (Zinser ve Daum, 1995).
Ekmek yapma islemi sirasinda, ekmek mayasi, havada kurutma, donma-¢oziilme ve
yiiksek siikrozkonsantrasyonlari gibi bir¢ok ¢evresel strese maruz kalir (Attfield, 1997).
Ekmek yapiminda kullanilan maya hiicreleri, hamur fermantasyon siirecleri sirasinda
farkli sakkaroz konsantrasyonlarmma aligmak zorundadir (Tanaka, Ando, Nakamura,
Takagi ve Shima, 2006). Tatli hamur (yiiksek sekerli hamur), un agirligi basia kabaca
%30'a kadar sakaroz icerir. Bu tir yiiksek sakaroz konsantrasyonlari, hiicresel
mekanizmaya ciddi sekilde zarar verenve mayanin optimal fermantasyon yetenegini

engelleyen yliksek 0zmotik stres uygular (Verstrepen ve digerleri, 2004).

Ekmek maya hiicreleri ozmotolerans elde etmek ister, ancak ozmotoleransli ekmek
mayasisuslarinin ilerlemesi, yiiksek siikroz stres toleransi ile ilgili molekiiler

mekanizma hakkinda bilgi gerektirir (Shima ve Takagi, 2009).



Hamur kabartma aktivitesi ve {iriiniin raf 6mrii ticari olarak iiretilen ekmek mayalarmin
kalitesinde oldukca dnemlidir ve bu 6zelliklerin ekmek mayasinin iiretiminde kullanilan
kiiltiire bagimli oldugu goriilmektedir. Piyasa kosullarinda elde edileniiriiniin diger
ozellikler agisindan da rekabet giicline sahip olmasi gerekmektedir. Bu sebeple son
zamanlarda ireticilerin iiriinden bekledigi taleplerde 6nemli degisimler gézlenmekte ve

kiiltiir farklar1 her gecen giin daha fazla 6nem kazanmaktadir (Aran, 2019).
2.4 S. cerevisiae Ureme Kosullar1 ve Genel Stres Tepkisi

Gliniimiizde ekmek mayas1 tretimi endiistriyel fermentasyon uygulamalarmin en
basarililarindan biri olarak kabul edilmekte ve mikrobiyal hiicre iiretiminde en
ekonomik iglem olarak tanimlanmaktadir. Ticari 6lgekte ekmekgilikte kullanilan baslica
maya tiirii S. cerevisiae’dir. S. cerevisiae’nin birgok alt tiirii farkli metotlar uygulanarak
zamanla secilmistir. Endiistriyel fermantasyon siirecinde kullanilan tiirler arasinda
ortaya ¢ikan verim farklhiliklartiireticilerin tercihlerini etkilemistir ve bu da bu
organizmalarin piyasa kosullarinda bir rekabet ortami olusturmasina sebep olmustur
(Aran, 2019).

S. cerevisiae, firincilik ve diger endiistrilerde kullanilan faydali mayalardan biri olarak
bilinmektedir. Ekonomik bir fiyata kolayca kiiltiirlenebilir (Salari ve Salari, 2017).
Mayalar genellikle zararli olmayan mikroorganizma grubundandir. Endiistride gesitli
endsiitriyel uygulamalar i¢in kullanilan mayalarin ¢ogu “GRAS” (Generally Regarded
As Safe) mikroorganizmadir.

Maya hiicreleri haploid ve diploid formlarda cogalabilirler. Haploid hiicreler gibi
diploid hiicreler mitotik yasam dongiisiinii gosterir, ancak yiiksek stres durumlarinda
mayoz yasam dongiisiine girer ve dort haploid spor iiretir. Boliinme stireleri yaklasik 90
dakikadir (Salari ve Salari, 2017). S. cerevisiae aerobik ve anaerobik olarak biiyiiyebilir.
Farkli sekerleri kullanma yetenegi, hangi sekilde ¢ogaldigina baghdir. Aerobik olarak
cogalirsa, galaktoz ve fruktoz en iyi fermente sekerlerdir. Tiim suslar liremek i¢in azot
ve fosfor kaynaklarina ihtiya¢ duyar. Azot kaynagi olarak amonyak ve iire kullanabilir.
Fosfor kaynagi olarak da dihidrojen fosfat kullanirlar. Ayrica optimum biiylime i¢in
kiikiirt ve magnezyum gibi ¢esitli minarellere ihtiyaglar1 vardir. Cinsiyet farklilagmasi
nedeniyle, maya hiicrelerinin iki ¢iftlesme tiiri vardir: a ve a farklh tipte iki haploid

maya hiicresi birbiriyle ¢iftlesebilir. Hemen hemen tiim mayalarin tomurcuklar1 vardir.



Hiicreler c¢ogaldikca tomurcuklar da olgunlasana kadar biliylir. Daha sonra
ebeveynlerinden ayrilirlar (Kraft ve digerleri, 2005).

Ekmek mayasi, liretimi veya uygulamasi sirasinda ciddi hasarlara maruz kalmaktadir.
Ayrica, iiretim siireci sirasinda metabolitlerin (etanol ve organik asitler gibi) birikmesi
ve yiiksek sicaklik veya tuz ilavesi, pisirme mayasini etkilemektedir (Tsolmonbaatar ve
digerleri, 2016). Sonunda, maya iireme sirasinda artan stresle karsilasir. Bunlar
oksidasyon, hipertonisite, iyon stresi, yiiksek sicaklik, diisiik pH, etanol ve beslenme
kisitlamalarin1 igerir (Greetham ve digerleri, 2013; Koziol, Zagulski, Bilinski ve
Bartosz, 2005; Mendoza, Quintero, Bressan, Hasegawa ve Pardo, 1996; Navarro-Tapia,
Querol ve Pérez-Torrado, 2018; Sekova, Dergacheva, Tereshina, Isakova ve Deryabina,
2018; Wenger ve digerleri, 2011). Onceki calismalar, streslerin mayanm fenotipi
tizerinde ¢esitli etkileri oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 2.2) (Alhoch ve digerleri,
2019; Camara ve digerleri, 2019; Garcia ve digerleri, 2019; Vazquez ve digerleri, 2019).

Cesitli Stres Faktorleri

Sekil 2. 2.Streslerin maya iizerindeki ana etkileri iizerine giincel ¢aligmalar(Qiu ve
digerleri, 2019)‘dan degistirilerek alinmistir. (a) Hiicre membranindaki degisiklikler:
Farkli renkler, farkli lipid bilesimlerini temsil eder. (b) Sinyal molekiiliiniin i¢erigindeki
degisiklikler, antistres genlerinin ifadesinde degisikliklere yol acar. (¢) Mitokondrideki
hasarli solunum zincirleri. (d) DNA hasar goriir veya mutasyona ugrar ve hiicre
transkripsiyonu ve translasyonu degisir.

10



Tiim organizmalar, 6zellikle mayalar gibi tek hiicreli 0karyotlar, metabolizmalarini
degisen c¢evresel kosullara uygun sekilde ayarlamak i¢in karmasik mekanizmalar

gelistirmistir (Rodicio,Rosaura and Heinisch 2009).
2.4.1. Ozmotik stres

Organizmalar g¢evresel degisimlere uyum saglamak ve hayatta kalmak i¢in hiicresel
mekanizmalar1 kullanirlar. Hiperozmotik stres, bir hiicrenin hiicre disinda, i¢eriden daha
yilksek c¢oziinen konsantrasyonu yasadigi, Onemli c¢evresel stres faktorlerinden
biridir.Bu, hiicreden su kaybina neden olarak daha yiiksek hiicre i¢i iyon ve metabolit
konsantrasyonuna ve sonunda hiicresel aktivitenin durmasma neden olur.Hiperozmotik
stres, yiiksek konsantrasyonlarda seker veya sodyum kloriir (NaCl ) gibi tuzdan
kaynaklanir (Dhar, Sagesser, Weikert, Yuan ve Wagner, 2011). Yiiksek tuz stresi,
hiperozmotik stresin 6zel bir durumudur ve hiicre lizerinde yiiksek konsantrasyonda
sekere benzer etkilere sahiptir (Causton ve digerleri, 2001; Gasch ve digerleri, 2000).
Ayrica hiicre i¢ine alinan ve hiicresel iyonik dengeyi bozabilen sodyum ve klor
iyonlarmin yiiksek hiicre dis1 konsantrasyonlari nedeniyle hiperiyonik strese neden
olur.Sodyum stresine tolerans bu nedenle hiperozmotik stres tepkisi igin gerekli
olanlarla birlikte ek iyon tasima ve detoksifikasyon mekanizmalarina ihtiya¢ duyar.
Mayalarda hiperozmotik stres tepkisi, bir MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
yolu olan yiiksek ozmolariteli gliserol (HOG) yolu tarafindan aracilik edilir (Brewster,
de Valoir, Dwyer, Winter ve Gustin, 1993; Dihazi, Kessler ve Eschrich, 2004;
Hohmann, 2002; Saito, 2004). ki hiicre membranma bagli sensér, Sholp ve Slnlp,
ozmotik degisikligi saptar, bu da HOGyolu genlerinin aktivasyonu ile sonuglanir, bu da
sirastyla tuz toleranst ve adaptasyonu ile iliskili genlerinin aktivasyonuna yol acar
(Gorner ve digerleri, 1998; Hansen, 2002; Martinez-Pastor ve digerleri, 1996; Ostrander
ve Gorman, 1999; Reiser, Salah ve Ammerer, 2000; Rep ve digerleri, 1999; Rep,
Krantz, Thevelein ve Hohmann, 2000; Schmitt ve McEntee, 1996).

Degismis ozmolariteye adaptasyon, ozmotik degisikliklerin algilanmasma ve hiicresel
aktiviteyi siirdlirmeyi amaglayan uygun hiicresel tepkilere dayanan aktif bir siirectir. Bir
hiperozmotik soktan sonra adaptasyon birkag saat siirebilir (Hohmann, 2002). Marshall

ve Odame-Darkwah'in (1994) buldugu gibi, NaCl'nin varlig1 genel fermantasyon oranini
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azaltir. Ek olarak, ayni c¢aliyma, daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarmin hamurda
bulunan birka¢g maya tiiriiniin hayatta kalmasmi engelledigini ortaya koydu (Shokoohi,
Tsigounis, Urmaza ve Perez, 2016).

2.4.2.Metal Tyon Stresi (Bakir)

Bakir, canli hiicre ve organizmalarin normal metabolizmasi igin eser miktarda gerekli
olan gecis metallerinden biridir (Ruta ve Farcasanu, 2021) . Diger gecis metalleri gibi,
bakir (Cu?*), canli organizmalar i¢in temel bir mikro besindir, ancak fazla olmasi
durumunda toksik hale gelebilir (Cadiou ve digerleri, 2017). Bu nedenle, canli
organizmalar, bu metal iyonunun igerigini kontrol etmek ve toksisitesini dnlemek igin
diizenleyici mekanizmalar gelistirmistir (Nevitt, Ohrvik ve Thiele, 2012). Bakir iyonu,
evrensel Cu/Zn siiperoksit dismutaz ve sitokromC oksidaz dahil olmak {izere solunum,
demir taginmasi ve antioksidan savunma gibi hiicresel siireglerde 6nemli rollere sahip
cesitli enzimler igin bir kofaktor olarak gereklidir (Ruta ve Farcasanu, 2021). Fakat
yiiksek konsantrasyonlarda bakir iyonu, oldukga toksik olan reaktif oksijen tiirleri tiretir.
S.cerevisiae'de bakir iyonlari, iki transkripsiyonel aktivatér olan Acel ve Macl
aracilifiyla gen ekspresyonunu diizenler. Acel, stresli seviyelerde bakir tuzlarina maruz
kalan hiicrelerde bakir kaynakli gen ekspresyonuna aracilik ederken, Macl bakir
eksikligi olan kosullar altinda bir gen alt grubunu aktive eder (Gross, Kelleher, lyer,
Brown ve Winge, 2000).
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Sekil 2. 3. S.cerevisiae’da bakir stres yolagi (Cadiou ve digerleri, 2017)‘den
degistirilerek alinmistir.

Sekil 2.3°de S cerevisiae’da bakir akigi verilmistir. Bakir akisi mavi oklarla temsil
edilir. Diizenleyici dongiiler kirmiz1 (etkinlestirme) ve yesil (baski) olarak gosterilir.
Tek degerli ve iki degerli bakir, sirasiyla koyu mavi ve a¢ik mavi dairelerle temsil edilir.
Bakir iyonu taginimmm ilk adimi, Cu(Il)'nin Ferrorediiktazlar tarafindan Cu(I)'ye
indirgenmesidir, ardindan yesil (Ctrlp) ve mavi (Ctr3p) ile temsil edilen yiiksek
afiniteli tastyicilar veya diisiik afiniteli tastyicilar yoluyla yapilir (Sekil 2.3). Bakir daha
sonra hiicre sitoplazmasinin farkli boliimlerinde Ccsp, ATX1 veya ccc2 gibi farkh
protein saperonlar1 tarafindan tasinir. Bakir taginmasi, yiiksek hiicre i¢i Cu bakir
konsantrasyonlarini algilayan MACL1 tarafindan diizenlenir ve yiiksek afiniteli tasiyicilar
CTR1 ve CTR3'lin ve rediiktaz FRE1l'in ekspresyonunu asagi diizenlerken, FRE2

rediiktaz ekspresyonunu aktive eder (Cadiou ve digerleri, 2017).
2.4.3.Kalsiyum Stresi

Kalsiyum iyonlar1 hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda birgok hiicresel siireci
diizenler (Xu, Fang, Yan ve Jiang, 2019). Hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin
diizenlenmesi ve kalsiyum/kalsindrin sinyal yolu dkaryotik hiicrelerde yiiksek oranda
korunmustur (Cui, Kaandorp, Sloot, Lloyd ve Filatov, 2009; Serra-Cardona, Canadell

ve Arifio, 2015). Okaryotik hiicrelerde, kalsiyum iyonu (Ca®*), hiicre ¢ogalmasi, kas
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kasilmasi, programlanmig hiicre 6limii vb. gibi sayisiz biyolojik siireci diizenleyen her
yerde bulunan hiicre i¢i haberciler olarak islev gorir (Cui ve digerleri, 2009).
Tomurcuklanan maya S. cerevisiae'de sitozolik kalsiyum homeostazi, plazma ve organel
membranlarindaki Ca?* tastyicilar1 tarafindan diizenlenir. Sitosolik Ca?"'daki gegici
artiglar, kalsiyum/kalsindrin sinyal yolunu aktive eder (Xu ve digerleri, 2019). S.
cerevisiae’da diger Okaryotlarda oldugu gibi sitozolik serbest kalsiyum
konsantrasyonunu [Ca?'] hiicre plazma zar1 boyunca ve hiicre i¢i mebran sistemleri
boyunca gegisini aktif bir sekilde son derece diisiik seviyede tutar (Cunningham ve
Fink, 1994). Maya hiicrelerinde, vakuol ana Ca?* deposudur. Katyonun bu organelden
giris ve ¢ikisina farkli tastyicilar aracilik eder (Puigpinos, Casas ve Herrero, 2015).

S.cerevisiae‘da, hipoozmolarite, 1s1 soku, feromonlar, E.R stresi ile Cchl-Midlplazma
membran kanalinmn uyarilmasi sitozolik serbest Ca?*konsantrasyonun artmasina ve Crzl
gibi hedef proteinlerini defosforile eden kalsindrinin aktivasyonuna neden olur. Ca?*
iyonlar1 sitoplazmaya dis ortamdan ya da plazma zar1 Ca* kanal kompleksi Mid1/Cch1
veya endoplazmik retikulum, katyon kanali yvcl veya mitokondri yoluyla vakuol gibi
hiicre i¢i kalsiyum depolarindan hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunu arttirir (Bonilla ve
Cunningham, 2003; Thewes, 2014). Hiicre i¢i [Ca®'] konsantrasyonu artis1 gesitli
mekanizmalar ile etki ederek Ca?* tasmimina neden olan sinyalleri devreye sokar ve
artan Ca®* seviyesi bircok hiicresel yolu tetikleyerek Ca?* duyarl siiregleri uyarir. Yanit

olarak da [Ca?*] konsantrasyonu bazal seviyeye ¢ekilir (Sekil 2.4.).
Duyarl
Siregler

Sekil 2. 4. Kalsiyum sinyal aginin doért birimi (Berridge, Lipp ve Bootman, 2000)’den
degistirilerek alimmustir.
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Uyaricilar, hiicre ici Ca?" konsantrasyonunda bir artis1 tetiklemek igin cesitli ACIK
mekanizmalar iizerinde hareket eden Ca?" mobilize edici sinyaller iireterek hareket eder.
Artan Ca?" seviyesi, birgok farkl1 hiicresel yolu tetiklemek i¢in ¢esitli Ca?"'ya duyarli

siiregleri uyarir. Yanit, Ca?"

1 dinlenme diizeyine geri getiren KAPALI mekanizmalar1
tarafindan sonlandirilir. Ayni renk kodlamasina sahip bu dort fonksiyonel birimin

detaylar1 Sekil 2.4'de gosterilmektedir (Berridge ve digerleri, 2000).
2.4.4 Sicakhk Stresi

Bir maya hiicresinin yasadigi en temel stres ortam sicakligidir. S.cerevisiae, giinesli bir
giine esdeger olan 25° ile 30° (77°-86°F) arasinda optimum biiylime sergiler. Bununla
birlikte, 36-37° (yaklasik 100°F) sicakliklarda, maya hiicreleri, 1s1 soku yanit1 (HSR-
heat shock response) olarak adlandirilan koruyucu bir transkripsiyonel programi aktive
eder ve membran bilesimi ve karbonhidrat akis1 dahil olmak iizere fizyolojilerinin diger
bilesenlerini degistirir. S.cerevisiae ve diger mezofilik mayalar, 42°(107°F)'ye kadar
olan sicakliklarda tremeyi siirdiiriirler, ancak daha yiiksek sicakliklara kronik
maruziyetle bas edemezler (Morano, Grant ve Moye-Rowley, 2012).

Spesifik olarak, sogutma maliyetlerini biiylik 6l¢iide azaltacak ve kontaminasyonu
onlemeye yardimci olacak olan 40 °C'nin iizerindeki sicakliklarda fermantasyonu
gerceklestirmek igin daha yiiksek termotoleransli mayalara ihtiyag vardir (Shahsavarani,
Sugiyama, Kaneko, Chuenchit ve Harashima, 2012; Shi, Wang ve Wang, 2009).

2.5. S.cerevisiae’da Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, biiylimekte olan bir hiicrenin tiim bilesenlerini kopyaladig1 ve onlar1 iki
yavru hiicre arasinda yaklasik esit olarak boldiigii olaylar dizisidir, boylece her yavru
hiicre siireci tekrarlamak i¢in gerekli bilgi ve mekanizmay1 igerir (Mitchison, 1994).

Okaryotik hiicre dongiisii dort faza ayrilir: G1 (gapl), S (DNA sentezi), G2 (gap2) ve M
(mitoz).S faz1 sirasinda kromozomal DNA biiyiik bir dogrulukla kopyalanirken, G1 ve
G2 fazlar1 sirasinda sirastyla DNA replikasyonunun ve ardindan mitozun baslangicini
hazirlamak ve kontrol etmek i¢in olaylar gerceklesir (Alberghina ve digerleri, 2012).

Ancak S. cerevisiae da sentromer islevini gergeklestiren yapi niikleus zarinda bulunan
Spindel Pole Body (SPD) cisimcigidir (Feldman, 2012). Yiiksek organizasyonlu, doku

organ farklilagmas1 gosteren Okaryotlardan farkli olarak S. cerevisiae'da mitozda
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niikleus zar1 kaybolmaz. Bu tiir bolinmeye kapali mitoz denir. S. cerevisiae da
Okaryortlardan farkli olarak lizozom da bulunmaz. Lizozom islevi vakuol tarafindan
gerceklestirilir (Feldman, 2012). S. cerevisiae'da hiicre boliinmesi islevsel olarak
normal mitoz olsa dabazi kaynaklarda halen tomurcuklanma ile bdliinme olarak

adlandirilmaktadir.

P Nplc
N —

Sekil 2. 5. S. cerevisiae mitotik hiicre dongiisii (Herskowitz, 1988).

Hiicre dongiisiiniin asamalari, uzunluklariyla yaklasik orantili olarak ¢izilir. Ana hiicre
diiz bir ¢izgi ile ¢izilir; yavru tomurcuk ve hiicre noktal bir ¢izgi ile ¢izilir. Golgeli
malzeme hiicre ¢ekirdegini temsil eder. S, DNA sentezi; M, mitoz (niikleer boliinme).
Gl icindeki daire, maya hiicrelerinin ciftlesme faktorleri tarafindan durduruldugu
konumu gosterir (Herskowitz, 1988).

Memeli hiicre dongiisiiniin  G1 fazindaki kontrol noktast (Checkpoint), hiicre
biiyiimesini ve boliinmeyi diizenleyen iyi bilinen bir kontrol elemanidir(Cooper, 2003).
Kontrol noktasindan ge¢meden once, bazi hiicresel ve g¢evresel kosullara bagli olarak
hiicredongiisii durdurularak hiicreler GO veya latent faz adi verilen proliferatif olmayan
bir faza girebilirler. Bu durum, geri doniisiimsiiz olan yaslilik veya terminalfarklilasma
gibi diger hiicre dongiisii ¢ikislarindan farklidir. Cevresel veya hiicre i¢i kosullar normal

duruma geldiginde hiicreler, GO'dan tekrar Gl'e gegerek hiicre dongiisiine devam

edebilirler (Grant ve Cook, 2017).
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2.6.Ekmek Mayasinda Amilaz, Invertaz, Proteaz Enzimlerinin Gérevleri

Enzimler, c¢ogu firincilik iriiniinde kullanilan 6nemli bilesenlerdir. Daha yakin
zamanlarda, Ozellikle ekmek ve diger fermente {iriinlerin imalatinda kimyasal katki
maddelerinin kullanimindaki kisitlamalar nedeniyle, enzimler unlu mamul {iretiminde
daha da biiyiik bir 6nem kazanmistir (Melim Miguel ve digerleri, 2013).

Amilaz, dekstrin ve glikoz birimlerinden olusan giderek daha kiigiik polimerler
dahilolmak tizere c¢esitli triinler vermek tiizere nisasta molekiillerini hidrolize eden
enzimdir (Chi ve digerleri, 2009; Gupta, Gigras, Mohapatra, Goswami ve Chauhan,
2003).Amilazlar, ekmek ve firincilik endiistrisinde, nisasta sivilastirma ve sekerleme,
kagit endiistrisi, deterjan endiistrisinde, tibbi ve klinik kimya, gida ve ilag
endiistrilerinde analizlerde bir¢ok uygulamaya sahiptir. Amilaz, biyoteknoloji alaninda
¢ok Onemli bir rol oynayan onemli ve vazgecilmez bir enzimdir (Yalcin ve Corbaci,
2013). Amilazlar genel olarak a, B ve vy alt tiplerine ayrilir ve bunlardan ilk ikisi en ¢ok
calisilanlardir (Gopinath ve digerleri, 2017). Nisasta, diistik fiyat1 ve diinyanin birgok
bolgesinde kolayca bulunabilen hammaddesi nedeniyle maya hiicrelerinin ve onlarin
fermantasyoniiriinlerinin biiyiik 6lgekte tiretimi i¢in en iyi substrattir (Chi ve digerleri,
2009). Bu sebeple firincilik endiistrisinde kullanilan maya susunun amilaz aktivitesinin
1yl olmasi 6nem arz etmektedir.

Invertaz, bitkiler ve mikroorganizmalar arasinda yaygm olarak bulunan ve disakkarit
siikrozun glikoz ve fruktoza hidrolizini katalize eden bir enzimdir (Sainz-Polo ve
digerleri, 2013). Invertaz 6zel bir enzim tiiriidiir. S.cerevisiae, karakteristik yiiksek
siikroz fermente edilebilirligi nedeniyle invertaz iiretimi i¢in tercih edilen organizmadir
(Shankar, Thangamathi, Rama ve Sivakumar, 2014).

S.cerevisiae'deki SUC2 yapisal geni, salgilanan ve sitoplazmik invertaz i¢in farkli
mRNA'lar1 kodlar (Perlman, Raney ve Halvorson, 1984). SUC2, %2 glikoz tarafindan
baskilansa da, indiikklenmesi igin diisiik bir glikoz konsantrasyonu (%0,2'nin altinda)
gerektirir (Ozcan, Vallier, Flick, Carlson ve Johnston, 1997). Yiiksek seviyede glikoz,
Saccharomyces cerevisiae mayasinda SUC2 geninin ekspresyonunu baskilar.

Ekmek hamurundaki diger Onemli enzim ise proteazdir. Proteaz, amino asitler
arasindaki peptit baglarmi kirarak protein zincirlerine etki eder. Proteazlar hamurun

kivamini etkilemenin yani siwra lezzetini de etkiler. Proteazlar, protein zincirinin son
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peptit bagmi kirdiklarinda tek amino asitlerle sonuglanir. Bu amino asitler, pisirme

sirasinda kabukta meydana gelen lezzet ve esmerlesme reaksiyonlarina katilabilir

(Buehler, 2012).
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan S. cerevisiae Suslar1 ve Ureme Kosullari

Bu tez arastirmasi igin {ilkemizde ekmek iiretiminde kullanilan ticari mayalardan 4
farkli marka se¢ildi. Bu markalara ait yas mayalardan 1 gram tartilarak 10 ml
sterildistile suda siispanse edildi. S. cerevisiae suslarina ait 6rnekler ayr1 ayr1 YPD (%1
Yeast Extract, %2 Peptone, %1 Dextrose) petrilerine ¢izgi ekimi yapilarak yeniden
iretilmek ve canliliklarini dogrulamak i¢in 30 °C’de, 48 saat inkiibatorde iiremeye
birakildi. Normal veya zengin besiyeri olarak da adlandirilan YPD ortaminda {iretilen
maya suslar1 tez deneyleri sirasinda sivi kiiltiir baglatmak i¢cin +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edildi. Ticari olarak temin edilen mayalar TMY1 (ticari maya 1), TMY?2,
TMY3, TMY4 seklinde isimlendirildi. S. cerevisiae suslarinin iiretilmesinde kullanilan
besiyeri icerikleri ve uygulanan standart yontemler agiklandigi sekilde yapildi (Rose,
M., Winston, F., Heiter, 1990). Calismada kullanilan besiyeri i¢erikleri Ek 1’de verildi.

3.2. Abiyotik Stres Kosullarinin Belirlenmesi

Abiyotik stres kosullarmi belirlerken endiistriyel fermentasyon siirecinde siklikla
karsilasilan stres faktorleri secildi.

S. cerevisiae depolama, ekmek ve diger lriinlerin lretimi sirasinda yaygmn olarak
tuzlara, 6zellikle NaCl'ye maruz kalir (Barnett, 2003), bu nedenle artan tuz direncine
cok 6nem verilir. Bu tez ¢alismasinda da hiperozmotik stresin ticari mayalar {lizerine
etkisinin incelenmesi i¢in 0,8 M NaCl konsantrasyonu abiyotik stres faktorii olarak
belirlendi.

Kalsiyum iyonlar1 hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda bircok hiicresel siireci
diizenler. S.cerevisiae’da sitozolik Ca® ‘daki gegi¢i artiglar kalsiyum/kalsinorin sinyal
yolunuaktive eder. S.cerevisiae’da diger okaryotlarda oldugu gibi serbest Ca®*
konsantrasyonunun hiicre plazma zar1 boyunca son derece diisiik seviyede tutar
(Cunningham ve Fink, 1994). Ticari mayalarin kalsiyum stresinde gosterdigi metabolik
degisikleri incelemek i¢in bu tez ¢alismasinda 200 mM CaCl. stres faktorii olarak
belirlendi.

Bakir organizmalarm normal metabolizmasi i¢in eser miktarda gerekli olan gecis

metallerinden biridir. Bakir solunum, demir taginmasi ve antioksidan savunma gibi
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hiicresel siireclerde 6nemli rollere sahip ¢esitli enzimler i¢cin kofaktdr olarak gereklidir.
Fakat yliksek konsantrasyonlar: oldukga toksik olan reaktif oksijen tiirleri tiretir. Bu
caligma boyunca da 200 pM CuSQg stres faktorii olarak belirlendi.

Mikroorganizmalarin ¢ogalmasini en ¢ok etkileyen en dnemli fiziksel parametrelerden
biri sicakliktir. Mikroorganizma g¢ogaltilacak olan biyoreaktorde uygun sicaklik sz
konusu degilse mikroorganizma normal biiyiime, gelisme, cogalma gibi yasamsal
faaliyetler gosteremez. Laboratuvar sartlarinda iiretilen mayanin optimum biiylime
sicakligr 20° C -30° C araligindadir. S.cerevisiae i¢in maximum deger 35°C -43° C
arahgmda oldugu bilinmektedir. Fakat pisirme esnasinda hamur i¢i sicakhigm 60° C
kadar c¢ikabildiginden ticari mayalarin sicakhiga direng gostemeleri gerekir. Bu

calismada ticari mayalarin 55° C ‘decanli kalma siireleri tayin edildi.
3.3.Stres Kosullarinin Ureme Durumuna Etkilerinin Kalitatif Incelenmesi

YPD (kontrol) ve 0,8M NaCl, 200 mM CaClz, 200 uM CuSO4 eklenerek YPD kat1
besiyerleri hazirlandi. TMY'1, TMY2, TMY3 ve TMY4 suslar1 kontrol ve her bir stres
ortamma yayma ekim teknigiyle ekildi ve 30° C etiivde biyiitiildii. Boylece stres
ortamindaki biiyiime morfolojilerindeki farkliliklar ve strese adaptasyon siireleri 24.,

48., 72. saatte kontrolle ve birbirleri arasinda kiyaslanarak tespit edildi.

3.4. Siv1 Kiiltiirde Stres Kosullarinda Uretilen Suslarin Hiicre Morfolojisindeki
Degisiklerin Mikroskop Altinda Gozlemlenmesi

Kalsiyum, metal iyon ve hiperosmotik stresinin hiicre dongiisiine ve hiicre morfolojisine
etkileri fenotipik olarak incelendi. Normal tireme ortami olan 10 ml YPD’de logaritmik
asamaya kadar iiretilen maya suglar1 bu asamada 5’er ml’lik iki kisma bolindd. Bir
kismina son konsantrasyonu 200 mM olacak sekilde steril CaClz eklendi ve standart
ireme kosullarinda 4 saat inkiibe edildi. Bekleme siiresi sonunda maya kiiltiirlerinden
direkt olarak 25-50ul kadar numune almarak 151k mikroskobunda 10x40biiyiitme ile
incelendi. Aynmi deneyler son konsantrasyon 0,8M NaCl ve 200uM CuSOs olacak

sekilde strese maruz birakilarak mikroskopta inceleme yapildi.
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3.5.Stres KosullarmMitotik indekse Etkilerinin incelenmesi

CaCly , CuSOs ve NaCl stres faktorlerinin hiicre dongiisii asamalarina ve mitoz geciren
hiicre oranina (mitotik indekse) etkileri de tiim ticari maya hiicrelerinde asenkronize
sekilde gergeklestirildi ve fenotipik olarak incelendi. Normal iireme ortami olan 20 ml
YPD’de logaritmik asamaya kadar iiretilen maya suslar1 bu asamada 5’er ml’lik dort
kisma boliindii. Kontrol grubu ve digerlerinin son konsantrasyonu200 mM CacCly,
200uM CuSOs, 0.8M NaCl icerecek sekilde stres faktorleri eklenmis biiylime ortami
hazirlandi ve standart tireme kosullarinda 4 saat inkiibe edildi. Bekleme siiresi sonunda
maya kiiltlirlerinden direkt olarak 25-50ul kadar numune alinarak 151tk mikroskobunda
10x40 biylitme ile incelendi. S. cerevisiae hiicrelerinin farkli hiicre dongiisii
asamalarindaki fenotipik goriintiilerinin tayini ve hiicre dongiisii asamalarma karar
vermek icin Sekil 3.1°de verilen fenotipik referanslar temel alindi. Bu fenotiplerde
tomurcuk icermeyen hiicreler G1, tomurcuk uzunluklar1 esit olan ana ve yavru hiicreler
mitoz, tomurcuk uzunlugu ana hiicre uzunlugunun yaklasik 2/3 kadar1 olan hiicreler G2
ve tomurcuk baslangici ise hiicre dongiisiiniin S faz1 olarak kabul edilmektedir. Mitotik
indeks degerleri goriintli alaninda sayilan 100 maya hiicresinden mitoz asamasinda

olanlarin % orani olarak verildi.

G2/M

G1 M

Sekil 3. 1. Hiicre dongiisii analizinde referans olarak kullanilan S. cerevisiae
fenotiplerinin sematik gosterimi.
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3.6. Stres Kosullarinda Maya SuslarininUreme Hizlarimin Tayini

Kalsiyumun S. cerevisiae suslarmm {reme hizina etkileri ticari S. cerevisiae
kiiltiirlerinin 200 mM kalsiyum igeren ve igermeyen sivi kiiltiirde lireme degerlerinin
(ODeoo degerlerinin) ikilenme siirelerine uygun zaman araliklar1 ile spektrofotometrik
olarak olgiilmesi ile tayin edildi. Bunun i¢in 10 ml YPD ortaminda gecelik 6n kiiltiirler
hazirlandi. Ertesi sabah 200mM kalsiyum igeren ve igermeyen taze 10ml YPD
kiiltiirlerine ikiserli olarak baslangic ODsoo degerleri ortalama 0.25 olacak sekilde 6n
kiiltiirlerden ekim yapildi, baslangic ODggo degerleri 0 zaman olarak kayit edildi. Bu
maya kiiltiirleri standart kosullarda (30 C, 140 rpm doniis hizi/dakika) calkalamali
inkiibatorde iiremeye birakildi ve maya hiicrelerinin ikilenme siiresi olan her 90
dakikada bir 100ul 6rnek alinarak maya kiiltiirlerinin ODeoo degerleri tayin edildi. Ayni
deneyler 200 uM CuSOs ve 0.8 M NaCl igin de tekrarlandi. Elde edilen ODeoo
degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapma degerleri de hesap edilerek 6rnek alinan
zaman araliklara gore grafige aktarildi ve iireme egrileri elde edildi. Elde edilen tireme

egrileri sonuglar boliimiinde verildi.

3.7. Sicakhik Stresinin Maya Hiicrelerinin Canh Kalma Siirelerine Etkisinin

Incelenmesi

Bir maya hiicresinin yasadigi en temel stres ortam sicakligidir. S. cerevisiae ve diger
mezofilik mayalar, ~42° (107°F)'ye kadar olan sicakliklarda biiylimeyi siirdiiriirler,
ancak daha yiiksek sicakliklara kronik maruziyetle bas edemezler (Morano ve digerleri,
2012). Ticari maya suslar1 belirli siirelerde 55° sicakliga maruz birakildi. Baslangi¢
0.saat olmak iizere maya kiiltiirlerinden her 90 dakikada bir 5 pl 6rnek alinarak YPD
kat1 besiyerine ekim yapildi. Suslarm biiylimesi i¢in etiivde 30° ‘de biiylimeye birakildi.
Ertesi giin sicaklik stresinde hayatta kalabilen ve sicaklik stresine farkl: siirelerde direng

gosterebilen susglar petride analiz edildi.
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3.8. Ticari Mayalarin Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.8.1. Hiicre dis1 a-Amilaz aktivitesinin kalitatif tayini

a-Amilazlar, glikoz, maltoz ve maltotrioz birimleri gibi diisiik molekiiler agirlikli
iiriinlerde nigastadaki a-1,4-glikosidik baglarin hidrolizini katalize eden enzimlerdir
(Monteiro De Souza, 2010).
Amilaz deneyleri i¢in %1 nisasta iceren YPD petrileri hazirland1 ve tiim suglar ekim
yapilarak gece boyu etiivde 30°C de birakildi. Ertesi giin lugol boyama ile suslarin
amilaz aktivitesi tayin edildi.

3.8.2. Hiicre dis1 proteaz aktivitesinin kalitatif tayini

Proteaz deneyleri i¢cin %2 kazein igeren YPD kati besiyerlerinde tiim suslarin ekimi
yapild1 ve gece boyu etiivde 30°C de birakildi. Ertesi glin tiim suslarda proteaz aktivitesi

gozlemlendi.
3.8.3. invertaz aktivitesinin kantitatif tayini

Ticari maya suslarinin hiicre dis1 invertaz aktiviteleri de yine daha 6nce tanimlandigi

sekilde belirlendi (Goldstein ve Oliver Lampen, 1975; Rothe ve Lehle, 1998). Bunun
icin S. cerevisiae suslart YPD (%1 yeast extract, %2 peptone, %2 glukoz) iireme
ortaminda repres ve derepres kosullarda iiretildi. Repres kosullar1 i¢cin %2 glukoz
kullanilirken, derepres kosullar1 saglamak i¢in %0.1 glukoz kullanildi. S. cerevisiae
suslart 5 ml %2 glukoz bulunan besiyerinde iiretilen her ticari sus i¢in gecelik 6n
kiiltiirler hazirlandi. Ertesi giin siv1 kiiltiirdeki S. cerevisiae suslarmin 300 pl’si taze 10
ml %2 glukoz (repres) ortamma eklendi ve ayni sartlarda logaritmik asamaya
(ODe600=0.8-1.0) kadar tiretildi. Bu asamada tiim suslara ait kiiltiirler repres ve derepres
sartlar1 olusturmak i¢in ikiye boliindii. Logaritmik fazdaki S. cerevisiae hiicreleri
santrifiijde 1600 rpm’de 4 dakika ¢oktiirtildii. Coken S. cerevisiae hiicreleri siipernatant
atildiktan sonra pellet 5 ml steril suda yikandi ve tekrar ¢oktiiriildii. Repres kosullarda
biiyiiyen ticari suslar i¢in yeniden supernatant atildiktan sonra pellet 5 ml sodyum asetat
(pH:5.2) eklenip vortekslendikten sonra tekrar santrifiij ile 1600 rpm’de 5 dakika
¢Oktiiriildii. Stipernatant atilip ¢oken S. cerevisiae hiicrelerine 250ul sodyum asetat

eklenerek stok hazirlandi ve ODeoo degerleri Olgiildii. Diger 5 ml kiiltiir, derepres
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kosullar1 olusturmak igin ¢oken S. cerevisiae hiicreleri siipernatant atildiktan sonra 5 ml
YP’ de ¢oziilerek %0,1 glukoz eklenerek logaritmik faza gelinceye kadar biiyiimeye
birakildi. Ardindan repres kosullar icin yapilan tiim islemler tekrarlanarak stok
hazirlandi. Ardindan ODgoo degerleri Glgiilerek invertaz deneylerine gegildi. Abiyotik
stresin ticari maya suslarmmin invertaz aktivitesine etkisini 6lgmek igin repres ve
derepres kosullar daha 6nce agiklandigi gibi hazirlandi. Logaritmik faza gelen kiiltiirler
son konsantrasyonu 0,8 M NaCl, 200 mM CaCla, ve 200 uM CuSOs igerecek sekilde 2
saat strese maruz birakildi. Ardindan daha 6nce anlatildigi gibi stok hazirlanaraks.
cerevisiaehiicrelerinin ODeoo’de hiicre yogunlugu 6lgiildii.

0,684 gr sakkaroz 10 ml steril saf suda ¢oziilerek sukroz ¢Ozeltisi hazirlandi.
Mikrosantriflij tiiplerine 200 pl sukroz konarak {iizerine 50 upl stok hiicre eklendi.
37°C’de reaksiyon i¢in 15 dakika beklendi. Bekleme siiresi sonunda 50 pl pH:8,8 1M
TRIS eklenerek reaksiyon durduruldu. Invertaz aktivitesini belirlemek igin reaksiyon
sonucunda olusan glukoz miktarlar1 tayin edildi. Glukoz tayini i¢in spektrofotometrik
yontem olan Glukoz oksidaz-Peroksidaz (GOD-POD) yontemi kullanildi. Ydntemin
uygulanmasinda GOD-POD glukoz tayin Kiti iireticisi firmanm (Spinreact-ispanya)
verdigi deneysel kosullar kullanildi (Goldstein ve Oliver Lampen, 1975). Deneyler her
bir sus i¢in iki tekrarli yapilarak ortalama degerler ve standart sapma degerleri
hesaplandu.

Melas, ekmek mayasi iiretimi i¢in ucuz ve yaygin olarak kullanilan bir seker kaynagidir
(Ferrari, Bianco, Froche ve Loperena, 2001). Ticari iiretim sirasinda maya, tipik olarak
seker pancar1 veya seker kamisindan elde edilen melas ortamimnda dikkatlice kontrol
edilen kosullar altinda tiretilir. Melas, sakaroz, glikoz ve fruktoz formlarinda agirlikga
yiizde 45 ila 55 oraninda fermente edilebilir seker iceren seker endiistrisinin bir yan
triintiidiir (Nasr ve Zaky, 2011). Optimum maya biyokiitle iiretimi i¢in fermantasyon
karigim1 genellikle pH=4.5-5.0"a sabitlenir ve melasin ilk bilesimine bagl olarak ekstra
besinlerin eklenmesiyle zenginlestirilir (Bekatorou, Psarianos ve Koutinas, 2006).

Bu tez caligmasi i¢inde tiim ticari mayalar melas ortaminda biiyiitiildii. Melas biiylime
ortam1 250 ml i¢in %35 melas, %0,2 yeast extract, %0,4 amonyum siilfat icerecek sekilde
saf suyla tamamlanarak hazirlandi ve pH: 5’e ayarlandi. Ardindan melas biiyiime ortami

otoklavda steril edildi. Tiim ticari suslardan 5 ml melas icerisinde gecelik 6n kiiltiirler
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hazirlandi. Ertesi giin logaritmik faza gelen tiim ticari mayalardan daha once anlatildig1

gibi stok hiicre hazirlanip invertaz aktivitesi GOD-POD glukoz tayin Kitiyle belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Abiyotik Stres Kosullarimin Ticari Maya Suslarinin Biiyiime Morfolojileri
Uzerine Etkileri

YPD (kontrol) ve 0,8M NaCl, 200 mM CaCl,, 200 uM CuSOs eklenen YPD kat1
besiyerinde {iretilen ticari suslarin iireme durumlari zaman aralikli olarak izlendi.
Normal ortamda iiretilen kontrol maya susupetrileri ile ve birbiri arasinda
kiyaslandiginda petrilerde lireme durumlari1 arasinda inkiibasyon siiresi sonunda (72.
saatte) ¢ok onemli bir fark gézlenmedi. Ancak, inkiibasyon siiresi baslarinda (24. saatte)
baz1 suslarda stres kosullarinda petrilerdeki tireme durumlarmin kontrol deneyine gore
daha az seviye oldugu da belirlendi. Ayrica, bu arastirmada incelenen dort farkl ticari
maya suslarinin kendi aralarinda da stres kosullarinda tireme durumlarinda az da olsa
farkliliklar oldugu goriildii.

Kalsiyum stresinin 24.saatinde en iyi TMY2 susunun biiyiidiigii gézlemlendi.48. saatte
tim suslarda iiremenin devam ettigi, TMY4 susunun digerlerine oranla daha fazla
iredigi gozlemlendi. 72.saatte ise tiim suslarin uygulanan stres kosullarina petrilerde

adaptasyon saglandig1 ve biitlin suslarin duragan faza ulastig1 goriildii (Sekil 4.1.).
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Sekil 4. 1. Kalsiyum stresinde ticari mayalarm strese tepkisi ( TMY1’den baslamak
tizere ok yoniinde suslar sirasiyla TMY2, TMY3, TMY4 seklindedir).

Bakir stresinin 24.saatinde tiim suslar diger stres kosullarma gore daha iyi biiyiime
gosterdi. 48. saatte tiim suglar kontrol gruplarindan daha iyi biiylime gosterirken TMY2
ve TMY3 diger suslardan daha fazla gelisim gosterdigi goriildii.72.saatte tiim suslar i¢in
diger streslere gore en fazla biiylime bakir stres kosullarinda goriildi (Sekil 4.2).
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200 uM CuSO4

24h 48h 72h

Sekil 4. 2. Bakir stresinde ticari mayalarin strese tepkisi( TMY 1’den baslamak tizere ok
yOniinde suslar sirasiyla TMY2, TMY3, TMY4 seklindedir).

NaCl stresinde genel anlamda tiim suslar, kontrol gruplarina ve diger stres kosullarina
gore daha az biiyliime gosterdigi tespit edildi. NaCl stresinin 24. ve 48. saatinde TMY1
ve TMY4 diger suslara gore daha iyi biiylidiigii gorildii. 72.saatte tiim suslarda 48.saate
gore biiylime goriildii fakat diger stres kosullarma gore en az adaptasyon NaCl stresinde

goriildii (Sekil 4.3).
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0.8 M Nacl

Sekil 4. 3. NaCl stresinde ticari mayalarin stres tepkisi( TMY 1’den baslamak iizere ok
yOniinde suslar sirasiyla TMY2, TMY3, TMY4 seklindedir).

4.2. Stres Kosullarimin Maya Hiicre Morfolojine Etkileri

Abiyotik stres kosullarinin S. cerevisiae hiicre morfolojisine olan etkileri de
mikroskobik olarak analiz edildi. Tim suslarda abiyotik stres kosullarinda hiicre
sayisinin kontrole gore daha az oldugu goriildii (Sekil 4.4). Strese maruz birakilan ticari
maya suslarinda en ¢ok hiicre sayisi bakir stresi ortaminda goriildii. Hiperozmotik
stresin olusturuldugu 0,8M NaCl ortaminda iiretilen ticari mayalarin mikroskop

incelemesinde hiicrelerde kiimelesmeler goriildii.
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TMY2-Hiperozmotik stres

Sekil 4. 4.Stres kosullarinin ticari maya suslarinin ¢ogalmasina etkileri. Goriintii 10x40
151k mikroskobu ile alinmaistir.

Stres faktorlerinin hiicre morfolojilerine etkileri incelendikten sonra, kalsiyum sinyal
yolagmin hiicre morfolojisinde (hiicrede biiyiime, anormal veya ¢oklu tomurcuklanma,
uzamis sitokinez/telofaz baglantis1 vd gibi) herhangi bir anomaliye yol a¢ip agmadigi da
mikroskobik olarak incelendi. Normal ortamda ve Kalsiyum stresi uygulanmis iireme
ortamlarinda iiretilen ticari maya suslarmin mikroskobik goriintiileri incelendi. Yapilan
incelemelerde kalsiyum stresinin ticari maya hiicrelerinin morfolojisinde 6nemli
derecede bir anomaliye neden olmadigi goriildi (Sekil 4.5). Sadece kalsiyum stresi
uygulanmis maya hiicrelerinin vakuollerinin kayboldugu goriildii. Fakat kesin sonug
icin daha detayli mikroskobik analizlerle (6rnegin elektron mikroskobu ile) hiicre
boyutlarinin hem G1 hem de diger boliinme asamalarinda 6l¢lilmesi gerektigi sonucuna

varildL
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TMY2 Normal Ortam TMY?2 Kalsiyum Stres Ortami1

Sekil 4. 5. Kalsiyum stresinin S. cerevisiae’da hiicre morfolojisine etkileri. Goriintii
10x40 151k mikroskobu ile almmustir. (Ornek olarak sadece TMY2 susu ile yapilan
deney sonuglar1 verildi.)

4.3.Stres KosullarnnTicari Maya Suslarinin Hiicre Dongiisiine Etkileri

Sekil 3.1°de verilen hiicre donglisli asamalarma ait fenotipik referanslar kullanilarak
yapilan incelemelerde tiim suslarin, kontrollerine kiyasla stres ortaminda mitoza gecen
hiicre sayisinda azalmalar goriildii. Tim suslarda kalsiyum stresinde S fazinda
hiicrelerin biriktigi tespit edildi. OzellikleTMY 1 susunda kalsiyum stresine yanit olarak
mitotik indeksin normal ortamda %36°den %4’e geriledigi hiicrelerin agirlikli olarak S
fazinda hiicre dongiisiinde durdugu goriildii. TMY1 susunda NaCl stresinde mitoza
giren hiicre sayisinin kontrole kiyasla yaklasik 3 kat azaldigi goriildi (Cizelge 4.1).
Tiim suslarmm kontrolden sonra en cok bakir stres ortaminda mitoza gecebildigi

gozlemlendi. Bakir stresinde en az etkilenen susun TMY?2 oldugu gériildii (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4. 1. Stres kosullarmin TMY 1 susunun mitotik indeksine etkisi.

TMY1 Kontrol Ca* Cu®* NaCl
G1 %5 %3 %7 %12
S %25 %63 %32 %35
G2 %34 %30 %35 %40
M %36 %4 %26 %13
Cizelge 4. 2. Stres Kosullarinin TMY?2 susunun mitotik indeksine etkisi.
TMY2 Kontrol Ca® Cu®* NaCl
Gl %5 %10 %1 %5
S %31 %50 %19 % 28
G2 %35 %33 %48 %50
M %29 %7 %32 %17

Yapilan ¢alismada senkronize maya kiiltiirii kullanilmamasina ragmen hiperozmotik
stresin hiicre dongiisii ve mitotik indekse etkisi oldugu goriilmektedir. Analizler
sonucunda suslar arasinda ozmotoleransi en yiiksek susun TMY2 oldugu tespit edildi.
Normal ortamda ¢ogaltilan TMY2 susunun mitoza giren hiicre sayisi, tuz stresine maruz
birakilan hiicrelerle karsilastirildiginda yaklasik 1.7 kat azalma ile tuz stresine en
direngli sus oldugu analiz edildi. Tuz stresinde ticari mayalarin hepsinde de hiicrelerin
en fazla G2 fazinda kaldig1 goriildii. Kendi kontrolleriyle kiyaslandiginda NaCl stres
ortaminda mitoza giren hiicre sayist en ¢ok azalan susun TMY3 oldugu goriildii
(Cizelge 4.3) Tuz stresinde G2 fazinda kalan hiicre sayisi ve kalsiyum stresinde mitoza
giren hiicre sayismin diger suslara gore en fazla olun susun TMY4 oldugu goriildii

(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 3 Stres Kosullarinin TMY3 susununmitotik indeksine etkisi.

TMY3 Kontrol ca* Cu® NaCl
G1 %2 %5 %13 %13
S %37 %50 %34 %39
G2 %27 %42 %19 %37
M %34 %3 %34 %11
Cizelge 4. 4 Stres Kosullarinin TMY4 susununmitotik indeksine etkisi.
TMY4 Kontrol Ca** cu® NaCl
G1 %9 %7 %13 %8
S %28 %46 %29 %24
G2 %31 %35 %28 %53
M %32 %12 %30 %15

4.4, Stres Kosullarinin Ticari Maya SuslarininUremesine Etkileri

Kalsiyum, metal iyon ve hiperosmotik stresin ticari maya suslarmin {ireme hizina
etkileri standart kosullarda ve ayrica stres kosullar altinda sivi kiiltiirlerde iiretilmesi ile
tayin edildi. Kalsiyumun ve hiperosmotik stresin hiicre liremesini logaritmik asamada
onemli derecede yavaglattigi goriildii. Normal ortamda ilireyen mayalarin boliinme
stirelerinin ortalama 90 dk oldugu bulundu. Bu sonug kalsiyum stresinin siv1 kiiltiirdeki
hiicrelerde tireme hizin1 olduk¢a yavaslattigini ve boliinme siiresini olduk¢a uzattigini
gostermektedir (Sekil 4.6). Tuz stresinde ticari mayalar tizerinde benzer etkiler gosterdi
(Sekil 4.7). Fakat beklenilenin aksine metal iyon stresinde ticari mayalar kendi standart
kosullarma yakin bir tireme hiz1 gosterdi (Sekil 4.8).

Stres kosullarmin igerisinde tireme hizim1 en az etkileyen stres faktoriiniin tiim ticari

suslarda da uygulanan konsantrasyona gore bakir stresi oldugu tespit edildi. Ticari

33



suslar stres kosullarinda iireme hizlarinin birbirlerine oldukg¢a benzer sekilde etkilendigi

gorildi.
tmyl tmy2
10 10
8 g
6 6
) =)
o o
2 4 2 4
(@] o
2 2
T I ,T e T T
o =t 1 o p——r—T
2 2
zaman (dakika) zaman (dakika)
—8=—YPD YPD+200 mM CaCl2 —8—YPD YPD+200 mM CaCl2
tmy3 tmy4
10 10

0D600
ES
0OD600

0 I'-——I"——

zaman (dakika) zaman (dakika)

8 8
6 6
4
: T T T ’ T T ,T
I 1 = 1 B

=P YPD+200 mM CaCl2 ==YPD YPD+200mM CaCl2

Sekil 4. 6. Kalsiyum stresinin ticari mayalarin tiremesine etkileri
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Sekil 4. 7. Hiperozmotik stresin ticari mayalarin iiremesine etkisi
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Sekil 4. 8. Bakir iyon stresinin ticari mayalarin liremesine etkileri

4.5. Sicakhik Stresinin Maya Suslarinda Hayatta Kalma Siirelerine Etkileri

Biitiin ticari suslarin sicaklik stresinden ciddi oranda etkilendigi tespit edildi. 55° C
sicakliga belli siirelerde maruz kalan ticari suslarin kisa siirede ve biiyiik oranda
canliligimi kaybettigi YPD kat1 besiyerinde gozlemlendi. 0. Saat (kontrol) sicakliga
maruz kalmayan deney grubunda tiim suslar petride tiremeye devam ederken 2. Saatten
itibaren suslar canliliklarinda farkliliklar tespit edildi. 2.5 saatin sonunda en direngli
susun TMY3 oldugu goriildii (Sekil 4.7). 2.5 saatten daha fazla sicakliga maruz
birakilan ticari mayalarin higbirinin yasamsal faaliyetlerini devam ettiremedigi

gbzlemlendi.
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2.s5aat 2,5 saat

Sekil 4. 9. Sicaklik stresinin ticari mayalarin tiremesine etkisi.

4.6 Abiyotik Stres Kosullarinda Ticari Mayalarin Enzim Aktivitesi

Tim ticari mayalarin hiicre dis1 amilaz ve proteaz aktivitesi gostermedigi petri testleri

ile yapilan kalitatif analizler ile tespit edildi.
4.6.1 invertaz aktivitesi

Tiim suslarda da derepres kosullarda SUC2 genindeki baskilanmanin kalkmasiyla
invertaz aktivitesinin repres kosullara kiyasla beklenildigi gibi 6nemli Ol¢lide arttigi
gozlemlendi.Normal iireme ortaminda TMY3 susunun hem repres hem de derepres
kosullarda invertaz aktivitesinin diger suslara gore yaklasik 2 kat daha az oldugu
goriildii. Derepres kosullarda en fazla invertaz aktivitesinin TMY1 susunun gosterdigi

tespit edildi (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4. 5.Ticari mayalarin repres-derepres kosullarda invertaz aktivitesi.

Ticari maya susu | Ureme Ortami Invertaz Aktivitesi+ SS*
TMY1 YPD (repres) 1710,81 =130

TMY?2 YPD (repres) 1244,08 + 161

TMY3 YPD (repres) 717,23 + 62

TMY4 YPD (repres) 1477,38 £ 155

T™MY1 YPD Derepres 3161,47 £ 46

TMY?2 YPD Derepres 2434,08 £ 4

TMY3 YPD Derepres 1742,76 + 90

TMY4 YPD Derepres 2280,41 + 552

+ SS*: Standart Sapma degerleri

Hiperozmotik stresin (0,8M NaCl) her iki durumda da (repres-derepres) tiim suslarda da
invertaz aktivitesini olumsuz etkiledigi goriildii. Derepres kosullarda olmak iizere
hiperosmotik stres ve normal iireme ortamimda c¢ogaltilan hiicrelerdeki invertaz
aktivitesi karsilastirildiginda 5 kat azalma ile tuz stresinden en ¢ok etkilenen ticari susun
TMY1 oldugu analiz edildi (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4. 6. Hiperozmotik streste ticari mayalarin invertaz aktivitesi.

Ticari maya )
susu Ureme Ortami Invertaz Aktivitesi+ SS
TMY1 YPD (repres+ 0.8 M NaCl) 503,94 + 176
TMY?2 YPD (repres+ 0.8 M NaCl) 403,62 + 60
TMY3 YPD (repres+ 0.8 M NaCl) 180,93 + 37
TMY4 YPD (repres+ 0.8 M NaCl) 583,45+ 113
Ticari maya .
susu Ureme Ortami Invertaz Aktivitesi+ SS
YPD Derepres+ 0,8 M NacCl
TMY1 630,85 £ 126
YPD Derepres+ 0,8 M NacCl
TMY?2 812,92 £ 296
YPD Derepres+ 0,8 M NacCl
TMY3 659,12 + 289
YPD Derepres+ 0,8 M NacCl
TMY4 752,56 £+ 295

Melas ortaminda tiretilen ticari mayalarin invertaz aktivitesinin zengin besiyerinde
(YPD) tretilenticari mayalarin invertaz aktivitesinden ¢ok daha farkli sonuglandigi
bulundu (Cizelge 4.7). Melas ortaminda iiretilen ticari mayalarinin hepsinde de invertaz
enzim aktivitesinin diisilk oldugu tespit edildi. Melas ortaminda en fazla enzim

aktivitesini TMY1 susu gosterirken, en diisiik ativite TMY 3 susunda goriildii.

Cizelge 4. 7. Melas ortaminda iiretilen ticari mayalarin invertaz aktivitesi.

Ticari maya susu Invertaz Aktivitesi+ SS
TMY1 450,31 + 23
TMY2 282,01 + 34
TMY3 169,82 + 28
T™MY4 403,19 + 92

CaCly stresi derepres kosullarda tiim suslar i¢in diger stres faktorlerine gore en yiiksek

invertaz aktivitesi ile sonuglandi. Kendi kontroliiyle kiyaslandiginda derepres kosullarda
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kalsiyum stresinde enzim aktivitesinin yaklagik 2 kat azalmasi ile en ¢ok etkilenen
susun TMY 1, kalsiyum stresinden en az etkilenen susun ise TMY3 oldugu goriildi
(Cizelge 4.8.).

Cizelge 4. 8. Kalsiyum stresinde ticari mayalarin invertaz aktivitesi.

Ticari maya susu Ureme Ortami (Derepres) Invertaz Aktivitesi= SS
TMY1 YPD+ 200 mM CacCl> 1415,41 + 150

TMY2 YPD+ 200 mM CaCl; 1507,25+9

TMY3 YPD+ 200 mM CacCl> 1458,62 + 124

TMY4 YPD+ 200 mM CacCl> 1401,53 £ 46

Kalsiyum stresinden sonra suglarin kontrole gore en az etkilendigi stres ortaminin ise
bakir stresi oldugu tespit edildi.Derepres kosullarda yapilan deneylerde suslar igerisinde
kontrole kiyasla bakir stresinde en c¢ok etkilenen susun TMY1 oldugu goriildii. Bakir
stresinde kontroliine kiyasla en az etkilenen ve diger suslara gore bakir stresinde en ¢ok

invertaz aktivitesi gosteren susun TMY3 oldugu tespit edildi (Cizelge 4.9).

Cizelge 4. 9. Bakir stresinde ticari mayalarin invertaz aktivitesi.

Ticari maya susu Ureme Ortami (Derepres) Invertaz Aktivitesi+ SS
TMY1 YPD+ 200 uM CuSO4 1230,43 £ 50
TMY?2 YPD+ 200 uM CuSO4 1299,04 + 93
TMY3 YPD+ 200 uM CuSO4 1431,58 + 81
TMY4 YPD+ 200 uM CuSO4 1214,70 £ 59
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5. TARTISMA ve SONUC

Ekmek mayasi, unlu mamuller endiistrisinde kullanilan S.cerevisiaesuslarini ifade eder
(Hirasawa ve Yokoigawa, 2001). Bu suslar, DNA igerikleri ve kromozomal
polimorfizmleri bakimindan laboratuvar suslarindan farklhidir; endiistriyel suslarin ¢ogu
anoploidlerdir (Codon, Benitez ve Korhola, 1998). Andploidi, bir genom icindeki
kromozomlarm kayb1 veya kazanimidir. Genellikle zararlidir ve hiicre 6limii ve genetik
bozukluklarla iliskilendirilmistir (Gilchrist ve Stelkens, 2019). Ekmek mayasi, yiiksek
mayalanma kabiliyeti, ozmotolerans, sicaklik toleransi, kimyasal tolerans, iyi depolama
kabiliyeti ve topaklasmama gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olmalidir. Baz1 ekmek yapim
yontemlerinde bu 6zelliklerden bazilar1 zorunlu olmasa da, kaliteli ekmek tiretmek ve
ekmek yapiminda zamandan tasarruf etmek i¢in en onemli 6zellik yiiksek mayalanma
yetenegidir (G. M. Walker, 1998).Endiistriyel uygulamalarda kullanilan ekmek mayasi
islemler sirasinda bir¢ok stres etmenine maruz kalir. Bunun sonucunda da iiriin verimi
diser ve unlu mamullerin kalitesi olumsuz yonde etkilenir. Ekmek mayasi
S.cerevisiae'nin farkli stres kosullariyla basa ¢ikma yetenegi, bir¢ok ticari uygulamada
onemli bir faktordir (Hernandez-Lopez, Prieto ve Randez-Gii'department, 2003).
Yapilan bu ¢alismada; Tiirkiye’de en ¢ok tercih edilen ticari mayalar kiiltiire alinarak
fermentasyon siirecinde karsilasilan stres faktorlerinin (hiperozmotik, kalsiyum, metal
iyon stresi, sicaklik)secilen maya suslar1 iizerine etkileri incelendi. Ticari mayalar
arasinda enzim aktiviteleri, hiicre dongiisiine etkileri, sicaklik stresinde hayatta kalma
stirelerinde 6nemli farkliliklar tespit edildi. Hiperozmotik stres, endiistriyel siirecte ticari
mayanin karsilastigi 6nemli zorluklardan biridir. Mayanin hiperozmotik Strese maruz
kalmasi, biiyiimeyi ve gaz iiretim kapasitesini sinirlayan hizli hiicre dehidrasyonu ile
sonuglanir (Hernandez-Lopez ve digerleri, 2003). Bu ¢alismada da tuz stresine maruz
birakilan ticari mayalarin biiylimesinin, mitoza girebilen hiicre sayisinin, iireme
hizlarinin, beklenildigi olumsuz yonde etkilendigi tespit edildi.

S.cerevsiae'nin siikroz olan ortamda iireyebilmesi i¢in hiicre dis1 invertaz enzim
aktivitesinin oldukga fazla olmasi gerekir. Ancak, invertazenzim aktivitesi endiistriyel
tretim ve sonrasindaki islemler sirrasinda S. cerevisiae'nin iredigi ortamdaki stres

kosullarindan etkilenmektedir. Literatiirde endiistriyel suslarmn hiperozmotik streste
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invertaz aktivitesinin derepresyonunu durdurdugu bilgisi mevcuttur (Tirkel ve Geng
Turgut, 2002). Calismamizda kullanilan tiim ticari suslarda da tuz stresinde invertaz
aktivitesinin derepresyonunu durdurdugu goriildii. Melas {ireme ortaminda yapilan
deneylerde invertaz aktivitesinin tiim suslarda diisiik oldugu goriildii. Yeast extract
peptone dextrose (YPD) besiyeri ortami zenginlestirilmis besiyeri olup S.cerevisiae igin
melastan daha iyi bir iireme ortami saglar. Bu sebeple ticari suslarin invertaz aktiviteleri
YPD ile kiyaslandiginda daha diisiik sonuglanmis olabilir.

Kalsiyum Okaryotik hiicreler i¢in gerekli olan temel bir bilesendir. Diisiik
konsantrasyonda bulunmasina ragmen, hiicre i¢i Ca?* bircok hiicresel yolakta yapisal,
enzimatik ve sinyallesme rolleri i¢in dnemlidir. Organik anyonlarla ¢cokelme nedeniyle
yiiksek seviyelerde sitozolik Ca®" zararli olarak kabul edilir (Ghanegolmohammadi ve
digerleri, 2017). Ca?* stresine maruz birakilan ticari mayalarm tuz stresine oranla hiicre
biliylime, boliinme gibi hiicresel aktiviteleri daha normale yakin gerceklestirdigi goriildii.
Ticari mayalarm kalsiyum stresinden etkilenmemeleri onlarin poliploid yapih
olmalarna bagli olabilir.

S.cerevisiae i¢in 100 uM {izeri bakir konsantrasyonlar1 oliimciildiir ve organik
bilesiklerin hiicreden sizintisma neden olur (Soares, Hebbelinck ve Soares, 2003).
Calismamizda tiim deneylerde de 200 uM bakir konsantrasyonu uygulanmasina ragmen
beklenmeyen sekilde ticari mayalar kontrole yakin biiyiime ve tireme hiz1 gosterdi.

Cogu ekmek mayasit ve diger endiistriyel mayalar genetik olarak poliploid veya
aneuploiddir. Anoéploidiler ¢ok yaygin oldugu i¢in endiistriyel mayalarmn dengesiz
kromozom tamamlayicilarinin avantajli oldugu 6ne siiriilmiistiir (Adams, Puskas-Rozsa,
Simlar ve Wilke, 1992; Bakalinsky ve Snow, 1990). Endiistriyel suslar arasinda
andploidi ve/veya poliploidi o kadar yaygindir ki, dengesiz bir kromozom setinin
korunmasinin avantajli oldugu o6ne siiriilmiistiir (Adams ve digerleri, 1992; Sancho,
Hernandez ve Rodriguez-Navarro, 1986). Bu durumda c¢alismamizda kullanilan ticari
mayalarin stres faktorlerine neden farkli yanit verdigini de agiklamaktadir.

Tiirkiye, maya iiretiminde diinyada onemli bir konuma sahiptir. Ulkemizdeki onemli
ticari firmalarm ekmek yapiminda kullandigr endiistriyel suslarin fermantasyon
sirasinda faaliyetlerini etkileyebilecek stres faktorlerinin neler oldugunun belirlenmesi
ve bu faktorlerin mayalar iizerinde olusturacaklari etkilerin iyi tanimlanmasi {iriiniin

daha kaliteli ve uygun maliyetle iiretilmesini saglayacaktir. Ayni zamanda herhangi bir
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strese karst ortaya ¢ikabilecek sorunlart dogru tahmin edilebilen bir fermantatif siirec,
son iriiniin hep beklenilen kalitede olmasini saglayacaktir. Ekmek mayasi tiretiminde
kullanilan ticari maya suslarmin, gerek tiiketicinin gerekse {ireticinin beklentilerini
karsilayabilecek Ozellikler tagimasi igin gelistirilmesi ve tizerinde ¢aligilmasi oldukga
onemlidir. Bu tez ¢aligmasinin, hem yurt disinda hem de iilkemizde devam eden ekmek
mayas1 gelistirme uygulamalarina 1s1k tutacak Oncii ¢aligmalardan olacagi iimit
edilmektedir.

Aragtirmada kullanilan dort farkli ticari S. cerevisiae susu farkli ticari firmalarin
gelistirdigi muhtemelen patentli suslardir. Bu suslarin genetik ve fizyolojik 6zellikleri
hakkinda ilgili firmalar tarafindan bilgi saglanmamaktadir. Bu suslar ekmek mayas1
olarak gelistirilmeleri sirasinda bazi stres kosullarina toleransi olanlar arasindan da
secilmis olabilir. Bu durumda arastirmamizda uygulanan stres kosullarina da dayanikli

olmalar1 beklenebilir.
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EK 1. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
1: Yeast Ekstrakt, Pepton, Dekstroz (YPD) (Tam Besiyeri)

10 gyeastekstrakt ve 20 g pepton saf suda ¢oziildii. Kat1 besiyeri (petriler) i¢in, sivi
besiyeri ortamma 20 gram/litre olusturacak sekilde Agaragar eklendi ve 120°C
sicaklikta,

25 dakikasteril edildi. Karbon kaynagi olarak %20’lik stok ¢ozelti halinde glukoz
hazirlandi, 120 C’de 25 dakika otoklavda steril edildi. Glukoz, kullanimindan once

besiyerlerine son konsantrasyonu %2 olacak sekilde ortama ilave edildi.

2: Kalsiyum Kloriir Cozeltilerinin Hazirlanmasi

(CaCly2H20, FW: 147,02 g/mol)

Son konsantrasyonu 200 mM olarak kullanildi. Stok: 2 M’dir. 2 M stok hazirlamak i¢in
7,35 gr CaCly, 25 ml dH20’da ¢6ziildii. 120°C sicaklikta, 25 dakika steril edildi Bu 2 M
stoktan 5 mI’lik kiiltiirlere 500 pl eklendi ve 4 saat beklenildi.

3: Sodyum Kloriir Cozeltilerinin Hazirlanmasi

(NaCl, FW: 58,44 g/mol)
Son konsantrasyonu 0,8 M olarak kullanildi. Stok: 4M’dir. 4 M stok hazirlamak i¢in
5,84 gr NaCl, 25 ml dH>0’da ¢6ziildii.120°C sicaklikta, 25 dakika steril edildi Bu 4 M

stoktan 5 ml’lik kiltirlere 1 ml eklendi ve 4 saat beklenildi.
4: Bakar (II) Siilfat Cozeltilerinin Hazirlanmasi

(CuSO04.5H20, FW: 249,68 g/mol)

Son konsantrasyonu 200 uM olarak kullanildi. Stok: ImM’dir. 1mM stok hazirlamak
icin 0,00624 gr CuSQ4.5H20, 25 ml dH20’da ¢oziildii. 120°C sicaklikta, 25 dakika steril
edildi. Bu 1mM stoktan 5 mI’lik kiiltiirlere 1 ml eklendi ve 4 saat beklenildi.
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