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KUFLU SUCUKLARDA MiKROFLORANIN BELIRLENMESIi VE KUF
GELISMESI UZERINE MAYA IZOLATLARININ ETKISININ
INCELENMESI

OZET

Tiirk usulii fermente sosis olarak da isimlendirilen sucuk Tiirkiye’de en iyi bilinen ve
en cok tiiketilen et iirlinlerinden birisidir. Sucuk; koyun, sigir veya manda etinin, i¢
veya kuyruk yagi, tuz, seker, nitrit/nitrat, sarimsak, karabiber, kirmiz1 biber, kimyon
gibi cesitli baharatlarla karistirilmasiyla elde edilmektedir. Diger fermente et
tirinlerinde oldugu gibi sucuk igerdigi tuz, bakteriyosin, laktik asit, nitrit/nitrat,
diisik pH ve su aktivitesi (ay) nedeniyle uzun raf Omriine sahiptir. Fermente
sucuklarin giivenilirligini tuz, antimikrobiyal madde, nitrat/nitrit, olgunlasma
sirasinda gelisen pH ve su aktivitesi gibi bir¢cok faktor etkilemektedir. Bununla
birlikte, kiif gelisimi ve sucuktaki patojen mikroorganizma varligi gida giivenligi
acisindan tiiketici i¢in biiyiik bir problem teskil etmektedir.

Tirkiye’de et iirlinleri arasinda en cok tiiketilen {irtinlerden birisi olan sucukta zaman
zaman yiizeyde kiiflenme problemi ile karsilagilmaktadir. Sucukta gelisen bu kiifler
saglik acisindan risk tasiyabilmektedir. Bu ¢alismada Istanbul piyasasinda satisa
sunulan ve kif gelismesi gozlenen sucuk orneklerinde yiizeyde gelismekte olan
organizmalarin tiir diizeyinde belirlenmesi, gelismesini etkileyen faktorlerin
aydinlatilmasi i¢in baz1 &zelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Orneklerde ayrica
Escherichia coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, koliform bakteri,
kiif ve maya varlig1 belirlenmis, elde edilen sonuglar Tiirk Gida Kodeksi’ndeki
verilerle karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ayrica kiiflii sucuklar iizerinde fiziko-
kimyasal parametreler (pH, su aktivitesi, nem igerigi) belirlenmis ve izole edilen
mayalarin kiif gelisimi lizerine etkisi incelenmistir.
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DETERMINATION OF MOLDY SUCUKS’ MYCOFLORA AND EFFECT
OF ISOLATED YEASTS ON MOULD GROWTH

SUMMARY

Turkish style fermented sausages (sucuk) is a well-known and very popular meat
product produced in Turkey. It is produced from sheep and/or beef meat, water
buffalo meat, beef fat or tail fat, salt, sugar, nitrite/nitrate, garlic and various spices
such as black pepper, red pepper, cumin. Like all fermented sausages, sucuks have a
long storage life due to the added salt, the antimicrobial metabolites such as
bacteriocins, lactic acid etc. produced by Lactic acid bacteria, the presence of
additives (nitrite, nitrate), low pH and water activity levels which occurs during
maturation. However, problems due to the growth of mould and pathogenic bacteria
in fermented sausage may cause serious food safety problems for consumers. The
safety of fermented sausage is based on different factors including added salt,
antimicrobial matabolites (bacteriocins, lactic acid tec.), the presence of additives
(nitrite, nitrate), low pH and water activity (ay) which develop during maturation.

Among meat products, the consumption and production of sucuk which sometimes
has surface mould problem is widespread in Turkey. These moulds can have health
risk for people. For this reason, this study was planned to detect the presence of
mould and yeast, total coliform bacteria, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens were studied in Turkish sucuks sold in Istanbul and to
evaluate the results according to Turkish Food Codex. Also, physico-chemical
parameters (pH, a,, and moisture content) were detected on mouldy sucuks and
effect of yeasts on mould growth was examined.
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1. GIRIS

Tiirk usulii fermente sucuk Tiirkiye’de en ¢ok tiiketilen et Uiriiniidiir. Sucuk; koyun,
sigir veya manda etinin, i¢ veya kuyruk yagi, tuz, seker, nitrit/nitrat, sarimsak,
karabiber, kirmizibiber, kimyon gibi c¢esitli baharatlarla karigtirllmasiyla elde
edilmektedir. Tiirk Standardi (TS 1070, 2002)’ na gore sucuk tanimi; mevzuatina
uygun kombina ve mezbahalarda kesilen kasaplik hayvanlarin gévde etlerinden
hazirlanan sucuk hamurunun, dogal veya yapay kiliflara doldurulup, olgunlastirma
islemine tabi tutulmasi ile elde edilen {iriin olarak tanimlanmaktadir. Tiirck Gida
Kodeksi’'ne gore ise sucuk, kiyma makinasinda veya kuterde kiyilmis et ve yagin,
tuz, seker, ¢esitli baharat ve ¢cok az miktardaki diger katki maddeleri ile karistirilip,
dogal veya yapay kiliflara doldurulmasi ve belirli bir sicaklik derecesi ve bagil
nemde, hava hareketi ile belirli bir siirede olgunlastirilmas: ile elde edilen yar1 kuru

et Uirinudur.

Sucuk iilkemizin hemen her yoresinde en fazla iiretilen ve halkimiz tarafindan da
sevilerek tiiketilen bir iiriindiir. Ayrica yiiksek diizeydeki besin igeriginden dolay1
mikrobiyal kontaminasyona son derece egilimlidir. Bu proje ile piyasadan temin
edilen kiiflii sucuklar iizerinde arastirma yapilarak et sektoriiniin biiyiik sorunu olan
kiiflenme ve bozulma sorunun ¢oziimiine katki saglamak amaclanmistir. Sucukta
bozulmaya sebep olabilecek maya ve kiiflerin identifikasyonu (tanimlama) yapilarak,
izolatlar tlir diizeyinde saptanmig ve maya izolatlarinin kiif geligsmesi iizerine etkili
olup olmadiklar1 incelenmistir. Calismanin {iriin kalitesine, sagliga ve iilke

ekonomisine katki saglayacag diisiintilmektedir.






2. LITERATUR BILGiSi

2.1 Tiirk Sucugu

Tiirk fermente sucugu, dogal mikroflorast ve ilave starter kiiltiirlerle fermente
olabilen geleneksel bir et {irtiniidlir. Sucuk iiretiminde koyun, sigir, manda eti;
kuyruk veya i¢ yagi, tuz, seker, nitrit/nitrat, sarimsak ve c¢esitli baharatlarin karigimi
kullanilir. Sucuk, kiyma makinasinda veya kuterde kiyilmis et ve yagin, tuz, seker,
cesitli baharat ve ¢ok az miktardaki diger katki maddeleri ile karistirilip, dogal veya
yapay kiliflara doldurulmasi ve belirli bir sicaklik derecesi ve bagil nemde, hava
hareketi ile belirli bir siirede olgunlastirilmasi ile elde edilen yar1 kuru et {iriiniidiir

(TGK, 2000).

Ulkemizde sucuk diger et iiriinlerine kiyasla daha fazla iiretilmekte ve
tiikketilmektedir. Tiirk Standardi’na gore sucuk tanimi; mevzuatina uygun kombina ve
mezbahalarda kesilen kasaplik hayvanlarin govde etlerinden hazirlanan sucuk
hamurunun, dogal veya yapay kiliflara doldurulup, olgunlagtirma islemine tabi
tutulmasi ile elde edilen iiriin olarak tanimlanmaktadir. Standarda gore, sucukta
kullanilan fermentasyon diizenleyici ve hizlandiricilar (starterler) ise; Stafilokoklar
(S. carnosus, S. xylosus), Mikrokoklar (Kocuria. varians), Laktobasiller (L.
plantarum, L. pentosus, L. saki), Pedikoklar (P. pentosaceus, P. acidilactici),

Mayalar (Debaryomces hansenii) gibi mikroorganizmalardir (TS 1070, 2002).

Sucuk formiilasyonu, pazar isteklerine ve isletmede mevcut olan hammadde miktar
ve ¢esidine bagh olarak degisebilir. Ulkemizde genelde sucuk formiilasyonunda %45
s18ir eti, %45 manda eti ve %10 kuyruk yag1 veya %80 yagsiz sigir eti ve %20 si8ir
et yagi kullanilabildigi gibi, liretimde koyun etine de yer verilebilmektedir. Bazi
arastiricilar  formiilasyonda kuyruk yagi oranin %10’u gecmemesi gerektigini
belirtmektedirler. Yine sucuga katilacak katki maddeleri ve baharat ¢esidi ve oranlari
pazar isteklerine bagli olarak degisebilir, cok ¢esitli formiilasyonda iirlinler tiretebilir

(Gokalp ve dig., 2002).



Sucuk tiretiminin en kritik agsamas1 olan olgunlastirma sirasindaki sicaklik, bagil nem

ve nem orani diisiik temiz hava cereyam iiriin kalitesini etkileyen en Onemli

faktorlerdir. Ulkemizde sucuk olgunlastirmasi, daha ¢ok dogal sartlarda

yapilmaktadir. Ancak, son yillarda bu amaca yonelik olarak sicaklik, bagil nem ve

hava cereyaninin kontrol edilebildigi klima odalarinda olgunlastirma yayginlik

kazanmustir.
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Sekil 2.1 : Sucuk iiretim akis semasi (Aytag Gida).



Sucuk ve benzeri fermente iiriinlerin olgunlasmasinda ¢ok sayida parametre etkili
olmaktadir. Bu parametreler arasinda bagil nem, sicaklik, hava cereyani, tuz ve seker
miktari, yag miktari, etin parcalanma derecesi, kilif tipi ve genisligi (kalibresi) yer
almaktadir. Sucuklarin olgunlagsmasi sirasinda pH, ay, tekstir ve agirlik kaybi
(degisimi) olduk¢a Onemli kriterlerdir. Bu kriterlere ait degerler, objektif bir
degerlendirme icin temel sarttir. Ayrica olgunlastirma siiresince belirli periyotlar
halinde elde edilen bu veriler, olgunlagma seyrinin takibi ve kaliteli {iriin {iretimi i¢in

gereklidir.

Olgunlagmis ve su orani %40’a diigsmiis sucuklarin, ambalajlanmadan dnce belirli bir
siire depolanma zorunlulugu var ise, bu sucuklar 10-15°C sicaklik, %70-75 bagil
nem ortaminda depolanabilmektedir. Bu sirada, hava cereyani oldukg¢a diisiik
seviyede (0,05-0,1 m/s) tutulmalidir. Depolama sirasinda sucuklarda az da olsa
kuruma s6z konusudur. Eger {iriiniin biraz daha kurumasi gerekli ise, bagil nem %70
diizeyinde tutulmalidir. Eger bagil nem daha diisiik olur ise sucuklarin yilizeyinde
asirt bir kuruma olacaktir. Bu nedenle asir1 hava cereyanindan kag¢iilmalidir.
Olgunlagma sirasinda direkt gilines 15181 ile temastan da kaginilmalidir. Cilinkii 151k
oksijenle birlikte sucuk yilizeyinde renk bozulmalarina ve acilasmaya sebep
olmaktadir. Sucuk s6z konusu kosullara uygun sekilde iiretilse bile zaman zaman
ylizeyde kiif benzeri bir tabaka meydana gelmekte ve bu durumdaki sucuklar
bozulmus olarak kabul edilmektedir. Depolama sirasinda sucuk yiizeyinde kif
gelismesine yol agan en onemli faktorlerin yiiksek bagil nem ve yiiksek sicaklik
oldugu bilinmektedir. Bazi isletmelerde kiiflenmeye karsi tirlin yiizeyi % 15-20’1ik
potasyum sorbat ile muamele edilmektedir. Uygulama ¢ozeltiye daldirilarak veya
puskiirtme seklindedir. Bu wuygulamanin {iriin etiketinde mutlaka belirtilmesi

gerekmektedir (Gokalp ve dig., 2002).

Tirk Standartlar1 Enstitiisi TS 1070°de Tiirk sucugunun bazi kalite 6zellikleri soyle
belirtilmistir: Su oranm1 en fazla %40; tuz en fazla %5; inorganik boya bulunmamali;
pH degeri en fazla 5,8, en az 5,4; kokusma testleri negatif, i¢ organ bulunmamali ve
bag dokusu orani asir1 yiiksek olmamalidir. Tek tirnakli hayvan eti veya diger
yabanci tiir hayvan eti bulunmamali, ¢esitli patojen mikroorganizma ve E.coli

bulunmamali, toksikolojik muayene negatif sonu¢ vermelidir.



2.1.1 Sucugun kimyasal ve mikrobiyolojik ozellikleri

TS 1070 (2002) standardina gore sucuklarin kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri

asagidaki cizelgelerde verilen degerlere uygun olmalidir.

Cizelge 2.1 : Sucugun kimyasal 6zellikleri.

Ozellikler Degerler

Rutubet, % (m/m), en ¢cok 40

Tuz, (NaCl cinsinden) % (m/m), en ¢ok | 5

Nitrit (NaNO; cinsinden) mg/kg, en ¢cok | 50 mg/kg satis yerinde

Boyar madde Bulunmamalidir.
pH 4,7-5,4
Hidroksiprolin, mg/100g, en ¢ok 225

Cizelge 2.2 : Sucugun mikrobiyolojik 6zellikleri.

Ozellikler Degerler
n c m M

Escherichia coli (kob/g) 5 1 5x10' 1x10
Escherichia coli (kob/g) | 5 0 Bulunmamali
O157:H7
Staphylococcus aureus (kob/g) | 5 1 5x10° 5x10°
Clostridium perfringens (kob/g) | 5 2 10 10
Listeria  monocytogenes (25 | 10 0 Bulunmamali
g’da)
Salmonella (kob/g) 5 0 25 g numunede bulunmamali
Kiif ve maya 5 2 10 10°
Koliform bakteri EMS/g, en ¢ok | 5 0 10 -

n: Deney numunesi sayisi

c: (m) ile (M) arasindaki sayida mikroorganizma ihtiva eden kabul edilebilir en fazla
deney numunesi sayisi

m: (n-c) sayidaki deney numunesinin 1 g’inda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla
deney numunesi say1s1

M: (c) sayidaki deney numunesinin 1 g’inda bulunabilecek kabul edilebilir en fazla
mikroorganizma sayisi

Kob: koloni olusturan birim.

Sucugun sahip olmasi gereken mikrobiyolojik degerlerine baktigimizda; Tiirk
Standartlar1 Enstitlisii Fermente Sucuk Standardina (TSE 1070) gore; incelenen her
bes 6rnekte aerobik mezofilik mikroorganizma sayismm orneklerin iigiinde 10°

kob/g’1, ikisinde 10° kob/g’1, S. aureus i¢in ti¢ Srnekte 10 kob/g iki drnekte 107




kob/g’1; maya ve kiif sayis1 i¢in 6rneklerin timiinde 10% kob/g’1 ve koliform grubu
bakterilerin 10 kob/g’1 gegmemesi gerektigi ongoriilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Et
Uriinleri Tebligi’nde ise; maya ve kiif sayisinin incelenen bes rnekten iigiinde 10
kob/g’1; ikisinde 10° kob/g’1; S. aureus’un her bes ornekten birinde 5x10° kob/g,
dérdiinde 5x107 kob/g’1 gegmemesi gerektigi belirtilmektedir. S. aureus 6zellikle pH
degeri 4,2’nin istiinde olan fermente et {iriinlerinde bulunabilme sans1 yiiksek olan
bir bakteri tiiriidiir (Con ve dig., 2002).

Tiirk Standardi (9298)’e gore sucugun olgunlagsmasi ve kurumasi, kiliflanmig sucuk
hamurunun biyokimyasal olaylar sonucunda pH’nin uygun seviyeye inmesi (4,8-5,0)
icin uygun sicaklikta (15-26°C) ve nemde (%70-95) 7-14 giin tutularak ac¢ik havada
veya kapal1 yerlerde tabii veya suni hava cereyaninda, rutubet %35-40’a diislinceye

kadar kurutulmasidir (TS-9298, 1991).

2.1.2 Fermente et iiriinlerinde ve sucukta mikrobiyal gelisme

Fermente sucugun mikroflorasini olusturan arzu edilen mikroorganizmalar kadar
arzu edilmeyen mikroorganizmalar da zaman zaman go6zlenmektedir. Bunlarin
baslicalari; mesentericus-subtilis grubu basiller (aerob sporlular), anaerob basiller
(patojen  Clostridiler), Proteus, Escherichia coli, hemolitik Streptokoklar,
Pseudomonas aeruginosa, koagulaz ve lesitinaz pozitif Stafilokoklar (inal, 1992).
Sucukta kiif gelisimi sektoriin dnemli sorunlari arasinda yer almaktadir. Erdogrul ve
dig. (2005)’ nin Kahramanmaras bolgesinde yapmis olduklari calismada kiif ve
maya sayis1 7.0x10° kob/g olarak tespit edilmistir. Bu ortalama deger Sancak ve dig.
(1996)’nin elde ettikleri sonuglar ve Con ve dig. (2002)’nin bulgular1 ile benzerlik
gostermektedir. Numunelerde bulunan maya ve kiif sayisindaki bu farkliliklarin,
basta ham materyalin i¢erdigi mikroorganizma diizeyi ve muhafaza sicakligina baglh
olarak, degisik teknolojik ve hijyenik faktorlerle (pisirme sicakligi, personel hijyeni,
paketleme sirasindaki kontaminasyon) ilgili oldugu sdylenebilir.

Maya ve kiifler oldukca genis pH araliginda (pH 2-9), depolama sicakliginda (10-
35°C) ve su aktivitesinde (0,80 ve iizeri) iireyebilmektedirler. Ayn1 zamanda ytiksek
tuz ve seker konsantrasyonlarina sahip ortamlarda kolaylikla gelisebilmektedirler
(Pitt ve Hocking, 1997). Baz1 kiif tiirleri bulastiklar1 gida maddelerinde geliserek
salgiladiklar1 toksik metabolitler, mikotoksinler nedeniyle gida maddelerinin
tilkketilmesi durumunda 6liimle sonuglanabilen zehirlenmelere yol agabilmektedirler.

Bazi maya ve kiiflerin ise enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir.



Fermente et {iriinleri {izerine gliniimiize kadar pek ¢cok aragtirmalar yapilmistir. Soyer
ve dig. (2005)’ nin yaptig1 ¢alismada, %10 ve %20 oraninda yag iceren ve yiiksek
olgunlastirma sicakligina maruz kalmis sucuklarin laktik asit tiretimi, iyi bir renk
gelisimi, hizli pH ve su aktivitesinde azalma gibi avantajlara sahip oldugu
gbzlenmistir. Bununla birlikte, yiiksek olgunlastirma sicakligina maruz kalmis %30
yag igeren sucuklarda zayif renk gelisimi belirtilmistir. %10 yag ig¢eren sucuklarin
%30 ve %20 yag iceren sucuklara gére pH ve su aktivitesine bagli olarak daha iyi
depolama kalitesine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle sucuk
icerigindeki hammaddelerin (et cinsi, kalitesi, tuz, yag) pH ve ay, lizerine etkileri
oldugu i¢in sucuk kalitesini ¢cok kolay degistirebilmektedir (Soyer ve dig., 2005).

Karakaya ve dig. (2006) sucuk icerigindeki et ¢esitlerinin miktarinin sucuk kalitesi
tizerine etkilerini aragtirmiglar ve sigir eti ile yapilan sucuklarin tavuk eti igeren
sucuklara gore daha iyi tekstiir ve aromaya sahip oldugu sonucuna varmiglardir.
Bununla birlikte tavuk eti katilmis sucuklarin daha iyi renk alma ve duyusal kalite

acisindan daha iyi oldugu goriilmiistiir.

2.2 Kiifler

Dogada hava, toprak, su ve organik maddeler iizerinde yaygin olarak bulunurlar.
Kiifler miselyum olusturan ¢ok hiicreli funguslar olarak tanimlanmistir. Kiif hiicreleri
art arda dizilerek hifleri, cesitli sekillerde dallanma yapmak suretiyle bir araya
gelerek miselyumu olustururlar. Kiifler eseyli ve eseysiz olmak iizere iki tip ¢cogalma

gosterirler (Akgelik ve dig., 2000).

Kiifler, vejatatif hiicre yapilar1 renksiz olan canlilardir. Ancak c¢ogalma elemani
olarak olusturduklar1 sporlar gelisme ortamindaki kosullara, cins ve tiire bagl olarak
degisen renklere sahiptirler. Kiifler, gelisme ortaminda hiicre veya hif sayisinin artisi
ile cevreye yayilir ve yiizeyde pamuk gibi yumusaklasan topluluklar olustururlar.
Gelismeleri ile ¢ogalma etkinligi ilerleyerek bir kese i¢cinde veya dogrudan agikta
sporlarin olusumu gozlenir. Bu sporlar olusumun ilk asamasinda renksizdir. Kiiflerin
tanimlanmasinda ve ayriminda genellikle eseysiz spor ve bununla ilgili yapilardan

faydalanilir (Sahin ve Korukluoglu, 2000).



Kiiflerin gelismelerini sinirlayan en 6nemli etken bulastiklar1 yer ve ortamin su
icerigidir. Sentezledikleri enzimlerle asir1 karmagik yapidaki organik maddeleri yap1
elemanlarima yikarlar ve bunlardan besin kaynagi olarak yararlanirlar. Kiifler
beslenmeleri icin gergeklestirdigi metabolik etkinlikler sirasinda ¢ok fazla sayi1 ve
cesitte madde olusturmaktadir. Kiiflerin olusturdugu birincil metabolitler, alkoller,
organik asitler, enzimler vb. sayilirken, ikincil metabolitleri mikotoksinlerdir (Sahin

ve Korukluoglu, 2000).
2.2.1 Gidalarin kiifler tarafindan bozulmasinda etkili olan faktorler

2.2.1.1 Su aktivitesi

Su aktivitesi (ay) fizikokimyasal bir 6zellik olup, gida teknolojisinde onemli bir
parametredir. Nemden farkli olarak su aktivitesi, gida kalitesindeki kimyasal ve

mikrobiyolojik kararlilig1 da belirler (Petek, 2000).

Termodinamik anlamda bir gidanin igerdigi suyun buhar basincinin (P), ayni
sicakliktaki saf suyun buhar basincina (P,) orami olarak ifade edilen a,, 0 ile 1

arasinda degisir (Petek, 2000).

Gidalar nem igerikleri agisindan yiiksek (ay, 0,9-1), orta (ay 0,6-0,9) ve diisiik
(aw<0,6) olarak gruplandirilabilir (Petek, 2000).

Kiifler distik ay,’nde gelisebilen mikroorganizmalardir. Kserofilik kiifler ise 0,85 a,,

altinda gelisebilen kiiflerdir (Pitt ve Hocking, 1997).

2.2.1.2 pH

Yiiksek su aktivitesine sahip gidanin bozulmasinda bakteri ve kiifler yaris
halindeyken, burada belirleyici olan ortamin pH’idir. Bakteri florast nétr pH
civarinda rahat gelisme gosterirken, ortam pH’min 5’in altina diismesi bakteri
gelisimi sinirlandirir. Cogu kiif pH’1in degisiminden ¢ok az etkilenmektedir. Kiifler

pH 3-8 aras1 faaliyetlerini stirdiirebilmektedirler (Pitt ve Hocking, 1997).

Kiifler icin minimum gelisme pH’1 1,5-3,5, optimum pH 4,5-6,8, maksimum pH 9,0-
11,0 olarak belirtilmistir (Akgelik ve dig., 2000).



2.2.1.3 Sicakhik

Gidanin muhafazasinda hem isleme hem de depolama sicakligi Onemlidir.
Askosporlu kiiflerin, konidili kiiflere gore 1sisal isleme karsi1 daha dayanikli oldugu

Pitt ve Christian (1970) tarafindan belirtilmistir (Pitt ve Hocking, 1997).

2.2.1.4 Oksijen-karbondioksit

Kiifler gelismeleri i¢in atmosferik oksijenden ¢ok substrat icinde ¢dzlinmiis oksijene
ihtiyag duymaktadirlar. Cogu kiif yiiksek karbondioksit konsantrasyonundan
olumsuz etkilenmektedir (Pitt ve Hocking, 1997).

Taniwaki ve dig. (2001) peynirler lizerinde P.commune tiiriinin MAP kosullarinda
gelisimini incelemek amaciyla yaptiklar bir calismada, P.commune’ {in havadaki O,
oran1 azaldikca iiretti§i cyclopiazonic asitin de azaldigi gozlemlenmistir. Ayrica
P.commune’in %20-40 CO; %]1-5 O, bulunan ortamda rahatlikla gelisebildigi

gorilmiistiir.

2.2.1.5 Ortamin yapisi

Genellikle mayalar sivi1 tiriinlerde kolaylikla ortama dagilip bozulmaya yol acarken,
kiifler kat1 ve hava gegiren yiizeylerde daha rahat gelisme gostermektedirler (Pitt ve

Hocking, 1997).

2.2.1.6 Besin maddeleri

Mikroorganizmalar gelisip, ¢ogalmalar1 i¢in su, enerji kaynagi, azot kaynagi,
vitaminler ve minerallere ihtiya¢g duyarlar. Kiifler istekleri en az olan

mikroorganizlardir (Akgelik ve dig., 2000).

Enerji ihtiyaclarim1 karsilayabilmek, protein ve DNA gibi makromolekiilleri
olusturmak i¢in farkli besin maddelerine gereksinim duyarlar. Kiifler
karbonhidratlar1 sentezleyemezler. Proteince zengin ortamlara gecerek karbonhidrat
kaynagi olmadan karbon kaynagi olarak aminoasitleri kullanirlar (Samson ve dig.,

2002).

Karbonhidratlar1 parcamalariyla etanol, organik asitler (sitrik asit, fumarik asit,
okzalik asit, glikolik asit) ve polioller (mannitol, arabitol) ortaya c¢ikar ve bu
metabolitlerin ¢ogu hayvan ve mikroorganizmalar igin toksiktir (Samson ve dig.,

2002).
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2.2.1.7 Koruyucu maddeler

Koruyucu maddelerin katilmasiyla gidalarin  kiifler tarafindan bozulmasi
onlenmektedir. Bozulmay1 6nlemek icin benzoik asit, sorbik asit, propiyonik asit izin

verilen oranlarda kullanilmaktadir (Pitt ve Hocking, 1997).

Sorbik asitin kiif ve maya gelisimini inhibe edici etkisi vardir, fakat antibakteriyel
etkisi sinirhdir (Eklund ve Skirdal, 1993). Eklund ve Skirdal’m 1993 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada P.chrysogenum ve C.cladosporioides tizerinde inhibe edici
etkisi olan sorbik asitin pH 4,1-7,6 arasinda minimum konsantrasyonlari
belirlenmistir. 1-230 mmol™ sorbik asitin P. chrysogenum tizerinde, 0,3-18,0 mmol
diizeyindeki sorbik asitin C.cladosporioides iizerinde inhibe edici oldugu

saptanmigtir.
2.2.2 Baz1 Penicillium cinsi kiifler

2.2.1.1 Penicillium crustosum

P.crustosum tiiriine 6zgii olan biiyiik penicili ve phialidiye sahiptir. Penicillium cinsi
kiiflerin arasinda en ¢abuk gelisen tiirlerden biridir. Penicillium crustosum Czapek
Yeast Ekstrakt Agar’da (CYA) 30-40 mm ¢apinda, diiz, yiizey, pudramsi, mavi yesil
koloniler olusturur. Konidia grimsi yesil, mavi yesil, mat sar1 yesil veya mor
renktedir. Malt Eksrakt Agar’da (MEA) yaklasitk 10 giinlik bir inkiibasyon
sonucunda ¢ok sayida konidia olusturur. Tanimlanmasinda en belirgin 6zellik
MEA’da petri kutusuna vuruldugunda dagilan ¢ok sayida konidia olusturmasidir.
Mikroskop altinda bakildiginda diiz duvarl, kiiresel konidialara sahiptir. Penicillium
crustosum optimum 25°C’ de gelisebilen psikrotrofik bir kiiftiir (Pitt ve Hocking,
1997).

Penicillium crustosum giniimiizde gidalarda ve yemlerde ¢ok sik rastlanan bir tiir
olarak tanimlanmaktadir. P.crustosum 1930 yilinda Raper ve Thom (1949) tarafindan

elmalarda bozulmaya yol agan zayif bir patojen olarak tanimlanmustir.

Penitrem A disinda Penicillium crustosum’un olusturdugu diger metabolitlerin
baslicalari, rokofortin C (roquefortine C), terrestrik asit (terrestric acid), penicilik
asit, viridikatin (viridicatin), isofumigaklavin A ve B (isofumigaclavin A and B),

penitrem F olarak siralanabilir (Samson ve dig., 2002).
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Penicillium crustosum her yerde rastlanabilen ve bozulma etmeni olan bir kiiftiir.
Ispanya’da kullanilan hayvan yemlerinde (Bragulat ve dig., 2008), Danimarka,
Fransa, Italya’da iiretilen peynirlerde (Lund ve dig., 1995), findikta (Overy ve dig.,
2003) yiiksek diizeyde bulunmustur.

Larsen ve dig. (2000) P.crustosum’un peynir agari lizerinde cyclopenol, roquefortine

C, viridicatin, penitrem A gibi metabolitler lirettigini saptamigsladir.

2.2.1.2 Penicillium aurantiogriseum

Penicillium aurantiogriseum Czapek Agar ve CYA’da 25°C de griden koyu yesil
maviye donen konidialar olusturmaktadir. Kolonilerin tersi besiyerinde turuncu
kahve renk olusturmaktadir. MEA agarda ise konidialar mavi yesil renktedir ve

kolonilerin tersi sar1 renktedir.

P. aurantiogriseum un minimum gelisme sicaklig1 -2°C, optimum 30°C’dir. Lipolitik

aktivitesi ¢ok yliksek olup minimum gelisebilecegi su aktivitesi 0,81 dir.

Kanatlilarda ve tavsan yemlerinde ¢ok karsilasilan bir kif tiirtidiir (Bragulat ve

dig.,1995).

Ciegler ve Kurtzman 1970’de yaptiklar1 bir arastirmada P.aurantiogriseum’ un
penicilic acid birikiminin 1-10°C aras1 fazla oldugunu gozlemleyerek bu durumun

gidalarda bozulmaya etken oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bir c¢alismada fermente sucuklarin duyusal kalitesini arttirmak igin
P.aurantiogriseum’un toksijenik olmayan ve lipolitik, proteolitik aktiviteye sahip

olan suglar1 kullanilmig ve olumlu sonug alinmistir (Bruna ve dig., 2001).

2.2.1.3 Penicillium solitum

Penicillium solitum Czapek Agar ve CYA’ da 25°C de koyu yesilden mavimsi yesile
donen konidalar olusturmaktadir. Kolonilerin tersi kahverengi merkezli krem sar1
renktedir. Peynir ve et irlinlerinde kontaminasyon sonucu bulunur. Elmalarda
patojenik olabilmektedir (Pitt ve Hocking, 1997). Ispanya’da kullanilan hayvan
yemlerinde yiiksek diizeyde bulunmustur (Bragulat ve dig., 2008).

Glinlimiize kadar yapilan arastirmalarda P.solitum’a ait hicbir mikotoksin

saptanmamustir. Norveg’e 0zgii kiirlenmis et iiriinlerinde kiif mikroflorasinda %13
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P.solitum izole edilmis ve bu tiire ait hicbir susta toksik madde tespit edilmemistir

(Asefa ve dig., 2009).

Lund ve dig. (1995) P.solitum’u peynirden izole etmislerdir. Larsen ve dig. (2000)
ise peynir agart lzerinde gelisme gosteren bu tiirlin viridicatines, solistatin,

compactine gibi metabolitler lirettigini tespit etmislerdir.

2.2.1.4 Penicillium commune

P. commune genellikle peynirlerde goriilen bozulma etmeni olan Penicillium tiirleri
arasinda bulunur (Pitt ve Hocking, 1997). Optimum gelisme sicakligi 25°C
maksimum 35°C’dir. %80 CO;, % 20 O, kosullarinda gelismesi yavaglamaktadir.
(Taniwaki ve dig., 1995).

P. commune kolonileri 25°C’de 7 giin i¢inde 2,5-3 cm c¢apinda gelisme
gostermektedir. Gri yesil ve grimsi turkuaz renkte konidialar olusturur. Onemli
toksik metabolitleri cyclopiazonic acid, rugulovasine A ve B’dir. Daha ¢ok peynirde

ve et Urtinlerinde kontaminant olarak bulunmaktadir.

Lopez Diaz ve dig. (2001)’nin 6zel fermente Ispanyol sucuklari (chorizo de
Cantimpalos) lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada P.commune’iin cyclopiazonic acid
tirettigi bulunmustur. Yapilan bu ¢alismada ispanyol sucuklarinin yiizeyinden alinan
orneklerden 54 kiif izole edilmistir. Bu izolatlarin 18 adedi P. commune olarak
tanimlanmistir. Artemia salina larvalarinda yaptiklar test sonucunda P.commune’ in
8 susunun 16 saat sonrasinda %50-89 oraninda toksik, 24 saat sonra ise %90-100

oranlarinda toksik oldugu saptanmustir.

Ispanya’da kullamlan hayvan yemlerinde yiiksek diizeyde bulunmustur (Bragulat ve
dig., 2008).

Lund ve dig. (1995) yari sert, yar1 yumusak peynirler iizerinde yaptiklar1 ¢calismada
P.commune tlirtintin floranin biiyiik bir kismini olusturdugu gozlemlenmistir. Ayrica
bu tiiriin peynirlerde cyclopiazonic asit iirettigi i¢in potansiyel risk teskil ettigi
vurgulanmistir. Yapilan ¢alismada peynirin biitiin asamalarinda peynirden ve liretim

ortamindan izole edilmistir.

Larsen ve dig. (2000) peynir agar1 lizerinde gelisme gosteren bu tiirlin cyclopiazonic

acid, rugulovasin A ve B, viridicatin gibi metabolitler {irettigini gozlemlemislerdir.
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2.2.1.5 Penicillium chrysogenum

P. chrysogenum kolonileri Czapek Agar’da 25°C de hizli bir sekilde liremektedir ve
10 giin i¢inde 4-5 cm ¢apinda sar1 yesil veya soluk mavi yesil renktedir. Olusturdugu
onemli toksik metabolitler; roquefortine C, meleagrin, penicillindir. Daha ¢ok diigiik

su aktivitesine sahip gida iirtinlerinden izole edilmektedir (Samson ve dig., 2002).

P.chrysogenum mezofilik bir kiif olup, minimum gelisme sicakligr 4°C optimum
23°C maksimum 37°C’dir. Yapilan arastirmalar sonucu 0,78 ve 0,81 su aktivitesinde

gelisme gosterildigi gdzlenmistir (Pitt ve Hocking, 1997).

Domugz filetolarina inokiile edilen P.chrysogenum’ un lipit oksidasyonu azalttigi ve
bazi karbonik asitleri ve aldehitleri olusturdugu tespit edilmistir (Martin ve dig.,
2003). Ispanya’da kullanilan hayvan yemlerinde (Bragulat ve dig., 2008) ve yari1 kat1
peynirlerde (Lund ve dig., 1995) yiiksek diizeyde bulunmustur.

2.2.1.6 Penicillium nalgiovense

P. nalgiovense 25°C de Czapek agar da 2,5-3 cm koloniler olulturmaktadir.
Kolonilerin tersinin renkleri genellikle saridir. Olusturdugu en Onemli toksik
metaboliti penicillindir. Daha ¢ok peynir ve salam sosis gibi et iirlinlerinden izole
edilmektedir. Ayrica et iirlinlerinde fermentasyonu gelistirici starter kiiltiir olarak da

kullanilmaktadir (Pitt ve Hocking, 1997).

P. nalgiovense lizerine yapilan bazi arastirmalarda, bu tiirlin fermente et {iriinlerinde

starter kiiltiir olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir (Andersen, 1995).

Lopez-Diaz ve dig. (2002)’nin Ispanyol fermente sucugunda yaptiklar1 bir
arastirmada P.nalgiovense’ nin 10°C’ de 0,86 a,, degerinde gelisme gosterebildigi

saptanmigtir.

Kiirlenmis Norve¢ sucuklarindan izole edilen kiif florasina hakim olan bu
Penicillium tlriiniin penicillin {irettigi saptanmis ve allerjik tiiketiciler i¢in risk
yaratabilecegi savunulmustur (Asefa ve dig., 2009).

Mintzlaff ve Leistner’in 1972 yilinda yaptiklar ¢calismalar sonucunda P.nalgiovense

‘Edelschimmel Kulmbach’ ticari ismi ile et urinlerinde starter kultir olarak

kullanilmaya baslanmistir (Sunesen, 2003).
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2.2.3 Cladosporium cladosporioides

Deuteromycotina smifinda yer alan, bu gruptaki mantarlar siyahimsi, koyu
kahverengimsi veya zeytin renginde koloniler olusturur. Bunlar havada ve rutubetli

yerlerde sik olarak goriiliir (Tayar, 2007).

Dondurulmus et iiriinlerinde kontaminant olarak bulunmustur (Hocking, 1994).
Minimum gelisme sicakligr -5°C maksimum 32°C’dir. 25°C’ de 0,86 a,,” de gelismesi
optimumdur (Pitt ve Hocking, 1997).

Kirmizi et iizerine yapilan bir c¢alisgmada dondurulmus ette meydana gelen ve
bozulmay1 gosteren siyah noktalart bu tiirlin olusturdugu goézlenmistir. Yine ayni
calismada C.cladosporioides’in  gelisebilecegi su aktivitesi 0,86-0,92 olarak
belirtilmistir (Gill, 1982). Yapilan bir calismada ciger patesinden izole edilmis ve
sonbahar mevsiminde diger mevsimlere gére daha fazla gelistigi tespit edilmistir

(Sorensen ve dig., 2008).

Norveg’te et liriinleri lizerine yapilan bir ¢alismada C.cladosporiodes’ in diisiik ay, ve

sicaklik degerlerinde gelisme gosterebildigi saptanmistir (Asefa ve dig., 2009).

2.3 Mayalar

Mayalar, her tiirli ortamda bulunabilen kiiremsi veya elips seklinde tek hiicreli
mikroorgaizmalardir. Gidalarin bozulmasinda ve muhafazasinda 6nem tagirlar.
Bakteriler ve kiifler gibi toksin olusturmazlar. Mayalar meyve sulari, regeller, et gibi
baz1 gida gruplarinda bozulmalara neden olabilirler. Mayalarin ekonomik ydnden
Oonemi karbonhidratli gidalar pargalayarak alkol ve karbondioksit olusturmalarindan

ileri gelmektedir (Tayar, 2007).

Bazi maya tiirleri ekmek, bira, sarap gibi gidalarin iiretiminde biiylik ekonomik
oneme sahiptir. Bir takim kiiflerden de peynir yapimi ya da yiiksek protein icerigine
sahip biyomas iiretiminde faydalanilmaktadir. Ancak olduk¢a fazla sayida maya ve
kiif tiirinlin fermantasyon ve gida sanayiinde istenmeyen kontaminantlar oldugu
bilinmektedir. Maya ve kiifler, olduk¢a genis pH araliginda (pH 2-9), depolama
sicakliginda (10-35°C) ve su aktivitesinde (0,85 ve iizeri) iireyebilmektedirler. Ayni
zamanda tuz ve seker konsantrasyonuna sahip ortamlarda kolaylikla
gelisebilmektedirler. Ayrica pektin ve diger kompleks karbonhidratlari, organik

asitleri, proteinleri ve lipitleri de kullanabilmektedirler. Bozulmaya yol acan maya ve

15



kiifler gidalarda aci tat ve kotii koku olusumu, gaz olusturma Ozellikleri sayesinde,
bazi gidalarda istenmeyen gozenekli yapt olusumu gibi bir takim bozukluklara neden
olabilmektedirler. Bazi kiif tiirleri ise bulastiklar1 gida maddesinde geliserek
salgiladiklar1 toksik metabolitler, mikotoksinler nedeniyle, gida maddesinin
tiikketilmesi durumunda 6liimle sonuglanabilen zehirlenmelere yol agabilmektedirler.
Maya ve kiifler pek ¢ok gida maddesi icin sorun teskil ederken, iiriinde bulunan
maya ve kiif sayisi, liretim teknolojisi geregi agik hava temasi fazla olan, yikama
islemi yapilmaksizin ogiitiilerek paketlenen, sogutma ya da dondurma gibi islem
goren gidalar acisindan Snemli bir kalite kriteri olarak goriilmektedir (Ozkaya,

2000).

Maya tiirleri arasinda yer alan Candida ise, yuvarlak, oval veya silindirik sekilde
hiicrelere sahiptir. Genellikle pseudomycelleri vardir. Birgok tiirleri glikozu etkiler.
Candida cinsine giren mayalar kefir ve peynirlerde sik olarak goriiliir. Diisiik su
aktivitesi degerlerinde (0,90 ve altinda) vyasarlar. Candida lipolytica yaglar
parcalayarak acilagsmasina neden oldugundan gidalarda bulunmasi istenmez. Candida

albicans ise patojendir ve mikoz hastaliginda 6nemli rol oynar (Tayar, 2007).

Mayalarin ~ gelisimi  sarimsak  ve  benzeri  antimikrobiyal = maddelerle
engellenebilmektedir. Yapilan bir aragtirmada fermente et iirlinlerinin olgunlagmasi
icin starter kiiltlir olarak kullanilan Debaryomyces hansenii ve Candida utilis’in
sarimsak tozu kullanilarak inhibe oldugu fungustatik testlerle onaylanmistir (Olesen,

2000).

2.3.1 Debaryomyces hansenii (Anamorph Candida famata)

Onemli mayalar arasinda yer alan Debaryomyces, zayif seker fermantasyonu
gosterir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda bile iirerler, bu nedenle salamurada
bulunurlar. Debaryomyces tiirlerinin ¢ogu 0,80 hatta 0,75 su aktivitesinde yasarlar.
D.hansenii %15-25 tuz igeren salamurada ve 0.65 su aktivitesi degerinde bile

tireyebilmektedir. Bozulan besinlerin yiizeyinde bulunurlar (Tayar, 2007).

Starter olarak kullanilan bu maya lipolitik olmasina karsin yapilan bir ¢alismada bu
aktivitesinin diisiik asit ve diislik sicaklikta inhibe oldugu bulunmustur (Sorensen,
1997). Ayrica laktik asit ve stafilokoklarla birlikte starter kiiltiir olarak
kullanildiginda, fermente et iiriinlerinin tat ve aroma olusumuna olumlu etkileri

oldugu gozlenmistir (Dura ve dig., 2004).
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D.hansenii’ nin suslar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada, bu tiiriin bazi suslarinin
riboflavin kinaz enzimine sahip flavin mono niikleotit (FMNI) tasiyicis1 oldugu

gbzlenmis ve gida endiistrisinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Yatsyshyn ve

dig., 2009).

Liu ve Tsao (2009)’nun yogurt ve peynir iriinleri {izerinde yaptiklar1 bir ¢calismada,
D.hansenii’ nin siit iirlinlerinde sikca karsilasilan kiifler iizerinde inhibe edici oldugu
sonucuna ulasilmigtir. Yapilan deneyler sonucunda, Debaryomyces hansenii nin
asagidaki kiif tlirlerini inhibe ettigi bulunmustur: Aspergillus spp., Byssochlamys
fulva, Byssochlamys nivea, Cladosporium spp., Eurotium chevalieri, P.candidum,
P.roqueforti. Bu g¢alisma ile D.hansenii’ nin bazi suslar1 kullanilarak kimyasal
koruyucularin  kullanilma miktarlarinin  azaltilabilecegi ve soguk kosullarda
saklanmayan peynir ve yogurtlar icin probiotik fayda saglayabilecegi

distiniilmektedir.

Italya ve Ispanya’da D.hansenii maya tiirii endiistride starter olarak kullanilmaktadir
(Bolumar ve dig., 2006; Simoncini ve dig., 2007). Ispanya’da iiretilen fermente
tiriinlerde ve liretimin her agsamasinda baskin floray1 olusturmaktadir (Ercinas ve dig.,
2000). italya’nin Sardina bolgesinde yetisen kecilerden elde edilen ¢ig siitlerde
goriilmiistiir (Fadda ve dig., 2009).

Sucuk {irtinlerinde ve ayrica {iretimin her asamasinda maya florasina hakim olan

maya tiirii olarak gosterilmektedir (Ercinas ve dig., 2000).

Domuz filetolarina inokiile edilen D.hansenii suslarinin cyclic ve aromatik alkolleri

olusturdugu goézlenmistir (Martin ve dig., 2003).

D.hansenii lipolitik bir maya tiiridiir, fakat bu o6zelligini diisiik pH ve yiiksek
sicaklik inhibe edebilmektedir (Sorensen, 1997).

D.hansenii peynirlerde ve fermente et iiriinlerinde lipolitik ve proteolitik aktivite
gostererek bu gidalara aroma ve lezzet kazandirmada rol almaktadir (Bolumar ve

dig., 2006; Patrignani ve dig., 2007; Andrade ve dig., 2009).

D.hansenii tiriinlin fermente sucuklarda lipolitik ve proteolitik aktiviteleri sonucu
peroksitleri degrade ederek tat ve aromayr gelistirdigi bilinmektedir. Yapilan bir
calismada D.hansenii ve Lactobacillus sakei bir arada kullanilarak son f{iriin

kalitesinde Onemli gelismelerin oldugu saptanmustir. Sucuklara bagimsiz hiicre
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ekstraktlar (cell-free extract) verilmis ve son iirlindeki etkisi incelenmistir (Bolumar

ve dig., 20006).

2.3.2 Candida Krusei

Topraktan izole edilen ve fitaz (phytase) enzimine sahip bir maya tiiriidiir. Phytade,
mono gastric hayvanlar tarafindan sindirilemediginden hayvan yemlerinde fungal
phytase kullanimi i¢in C.krusei denenmistir, fakat endiistriyel anlamda kullanimi

mevcut degildir (Quan ve dig., 2001).

Italya’nin Sardina bdlgesinde yetisen kegilerden elde edilen cig siitlerde goriilmiistiir

(Fadda ve dig., 2009).

2.3.3 Candida parapsilosis

Italya'min  Sardina bolgesinde yetisen kegilerden elde edilen ¢ig siitlerde
rastlanilmistir (Fadda ve dig., 2009). Psikrofilik 6zellik gosteren C.parapsilosis
Ispanyol sucuklarinda 5°C altinda gelisebilen maya tiirleri arasinda gosterilmistir
(Ercinas ve dig., 2000). Ayrica bu ¢alismada C.parapsilosis’ in sucuk yiizeyinde

yapiskan bir doku olusturdugu gézlenmistir.

2.3.4 Candida zeylanoides

Yapilan bazi arastirmalar sonucu bu maya tiirlinlin patojenik oldugu ve bazi
hastalarda fungemiaya ve eklem iltihabina sebep oldugu belirlenmistir (Dorko ve

dig., 2000).

Cesitli et trlinlerinin bozulmasina sebep olabilmektedir. Lipolitik aktivitesi ve
sogutma sicakliklarinda gelisme gosterebilmesi gidalarda potansiyel bozulmaya
sebep olabilen organizmalar arasinda yer almasina sebep olmustur (Fleet, 1992;

Nielsen, 2008; Fadda ve dig., 2009).

Yari katt 6zellikteki koyun siitiinden tiretilen Portekiz peynirlerinden izole edilmistir
(Pereira-Dias ve dig., 2000). Islenmis et iiriinlerinde proses dncesi maya florasina
hakim tiir olarak goriliirken, tiitsileme sonrast gelismesinin {iriinlerde

rastlanilmamustir (Nielsen, 2008).

Italya’nin Sardina bélgesinde yetisen kecilerden elde edilen ¢ig siitlerde floraya
hakim olan maya tiiri olarak belirlenmistir. C.zeylanoides’ e ait 32 susun hepsinin

glukozu fermente ettigi saptanmistir (Fadda ve dig., 2009).
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2.3.5 Rhodotorula mucilaginosa

Rhodoturala mucilaginosa pembe kirmizimsi bir renge sahiptir. Minimum gelisme
kosullart; pH 2.2, 0,92 a,, 0-5°C’dir. pH 5’ de 100 mg/kg benzoik/sorbik asitle
inhibe olabilmektedir. Istya kars1 direnglidir.

Zorunlu aerobik maya tlriidiir. Yiiksek konsantrasyonda karotenoid pigmenti
icermektedir. Icerdigi karotenoid sayesinde kendisini oksidatif zararlardan
koruyabilmektedir (Moore ve dig., 1989). Kiimes hayvanlarindan tavuklarda iltihaph

deri hastaligina sebep oldugu bulunmustur (Beemer ve dig., 1970).

Italya’nin Lucania bolgesinde iiretilen salamlardan izole edilmistir (Gardini ve dig.,

2001). Taze etlerde bozulmaya sebep oldugu goriilmiistiir (Fleet, 1992).

2.4 Fermente Et Uriinlerinden izole Edilen Kiif Tiirleri

Et iirlinlerinde kiif gelisimi Avrupa’nin baz {ilkelerinde istenilen bir durum olmasina
karsin, {ireticiye verdigi ekonomik kayip ve iirlinlerde kotii goriintii olusturma
sebeplerinden dolayr Avrupa’nin kuzey iilkelerinde istenmeyen bir durumdur

(Sorensen ve dig., 2008).

Sucukta kiif ve maya gelisimi sektoriin dnemli sorunlar1 arasinda yer almaktadir.
Bunun yaninda Avrupa’nin bazi iilkelerinde iiretilen et iiriinlerinde kiif ve maya
gelisimi istenilen aroma ve goriintii olusumunu sagladigi igin istenilen bir durumdur.
Avrupa’da islenmis et ve peynir lriinlerinde kiif kullanimi oldukg¢a yaygindir.
Ozellikle Italya, Ispanya, Fransa, Macaristan, Almanya gibi Avrupa iilkelerinin
geleneksel et iiriinlerinde kullanilmaktadir.

Ornegin Ispanya’nin ‘chorizo de Cantimpalos’ adl1 6zel fermente sucugun iizerinde
kiifler tarafindan olusan beyaz katman Ozellikle tercih edilmektedir. Penicillium
tiirlerinin fermente sucukta starter olarak kullanilmak istenmesinin nedenleri; (a)
Antioksidatif etkisi (ylizey katmani olarak rengin korumasini saglar ve ransiditeye
engel olur), (b) Yiizeyde yapiskanligi engeller, (c¢) Karakteristik aromay1 saglar, (d)
Sucuga tipik goriintiisiinii verir (Lopez-Diaz ve dig., 2001).

Kiiflerin sucukta aroma gelistirme, olgunlagma siiresini kisaltma gibi olumlu etkileri
olsa da kif gelisimi, kif tiirlerinin toksik ikincil metabolitleri liretmelerine ortam
saglamalar1 agisindan istenmeyen bir durum olarak goriilmektedir (Sunesen, 2003).

Istenmeyen kiif tiirlerinin gelisimi sonucunda ortamda olusan penicillin bazi
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tiikketiciler i¢in risk tagimaktadir. Bunun yaninda bazi arastirmacilar Penicillium cinsi
kiiflerin diger istenmeyen mikroorganizmalara karsi koruyucu etkisinin oldugunu
one stirmiislerdir (Geisen, 1993).

Diinyada Penicillium tiirlerinin starter kiiltiir olarak kullanilmasi konusunda yapilan
bircok arastirma vardir. Diisiik pH ve yliksek tuz toleranslar1 sayesinde kiif gelisimi
sucuk iizerinde rahatlikla goriilebilmektedir (Pitt ve Hocking, 1997).

Cogu calismalar sonucunda kserofilik tiirler olan Aspergillus, Eurotium, Penicillium
sucuklarda en ¢ok karsilagilan tiirler olarak goriilmiistiir (Encinas ve dig., 2000;
Lopez-Diaz, 2001; Papagianni, 2007; Sorensen, 2008; Asefa ve dig., 2009).

Bu aragtirmalar sonucunda et {iriinlerinden izole edilen cinslerin c¢ogunun
Penicillium’a ait oldugu goriilmiistiir. Ornegin, Italyan sucuklarinda yapilan bir
arastirmada alinan izolatlarin %86’smin Penicillium’a ait oldugu bulunmustur
(Andersen, 1995).

Yine benzer bir calismada salamlardan alman oOrneklerden %68’inin, Ispanyol
sucuklarinda yapilan bir arastirmada 54 kiif izolatinin 38’inin Penicillium’a ait
oldugu bulunmustur (Lopez-Diaz, 2001).

Asefa ve dig. (2009)’nin Norveg¢ sucuklarindan elde ettigi 264 izolatin %88,3’linlin

Penicillium’a ait oldugu gorilmiistiir.

Lopez-Diaz ve dig. (2001) &zel Ispanyol fermente sucuklarmin (chorizo de
Cantimpalos) yiizey mikoflorasi iizerine yaptiklar1 arastirmada elde ettikleri 54 kiif
izolatinin 38’inin Penicillium cinsine ait oldugunu bulmuslardir. Penicillium tiirleri
arasinda dominant olan tiiriin P.commune (18 izolat) ve P.olsonii (13 izolat) oldugu
goriilmiistiir. Bu ¢alismada ayrica biyolojik testler kullanilarak bulunan izolatlarin
toksisitesi arastirllmis ve P.commune tiriiniin cyclopiazonic asit irettigi
belirlenmistir. Ayrica Artemia salina larva testi sonucunda P.olsonii tiiriiniin higbir
toksik etkisinin olmadigi, P.commune tiliriiniin ise 24 saat sonra %90-100 oraninda
toksik oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma sonunda P.olsonii tiirline ait suslarin, chorizo
de Cantimpalos fermente sucuklarinda tipik beyaz ylizey katmani olusturan starter

kiiltiir olarak kullanilabilecegi saptanmuistir.

Asefa ve dig. (2009)’nin olgunlasma ve paketleme asamalarinda aliman 161 adet
Norveg sucuk Ornekleri iizerinde yaptiklari benzer bir ¢alismada, 20 tiire ait 264
izolat tammlanmstir. Bunun %88,3’{i Penicillium tiiriine aittir. Identifiye edilen

tirler arasinda %38’ine P.nalgiovense sahiptir. Tirlerin %13’lini  P.solitum,
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%]10’unu P.commune olusturmaktadir. Ayrica identifiye edilen tiirler arasinda
Cladosporium %6’lik paya sahiptir. Izole edilen C.cladosporiodes sadece
tiitsillenmemis sucuklarda gelisme gostermistir. Bu durum tiitsii uygulamasinin
Cladosporium tizerindeki inhibe edici etkisini gostermektedir. Bu ¢alisma sonucunda
baz1 kiif tiirlerinin sucuk {lizerinde gelismesi, sucuk aroma gelisimi iizerinde avantaj
saglamasina ragmen, izolatlarin biiyiikk kisminin P.nalgiovense olmasmin ve
P.nalgiovense nin potansiyel bir penicillin ireticisi olmasi nedeniyle allerjik

tiikketiciler i¢in bilyiik bir risk tasidigi sonucuna ulagilmistir.

Cizelge 2.3 : Norveg’e Ozgli et Uriinlerinden izole edilen kiifler (Asefa, 2009).

Toplam izolasyon
Tiirler Tiitsiilii Tiitsiisiiz sikhig1
Aspergillus fumigatus 1 - 1
A. penicillodes 1 - 1
Cladosporium cladosporiodes - 5 5
C. herbarium 1 2 3
C. sphaerospermum 1 7 8
Eurotium amstelodami 4 3 7
E. herbariorum 5 1 6
Penicillium atramentosum 16 - 16
P. brevicompactum 10 1 11
P. cavernicola 2 - 2
P. chrysogenum 5 12 17
P. citrinum - 2 2
P. commune 6 20 26
P. crustosum 5 9 14
P. discolor - 1 1
P. echinulatum 4 - 4
P. expansum 1 - 1
P. naligiovense 73 26 99
P. palitans 3 2 5
P. roquefortii - 1
P. solitum 14 20 34
Toplam izolat 152 112 264
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Sekil 2.1: Tiitsiilenmis ve tiitsiilenmemis et iirlinlerindeki kif tiirleri (Asefa, 2009).

Sekil 2.2’de Asefa ve dig. (2009)’ nin yaptiklar1 aragtirmada tiitsiilenmis ve tiitsii
uygulanmamig fermente sucuklarda bulduklar Penicillium cinsi kiifler yer

almaktadir. Sekilde de goriildigi gibi C.cladosporiodes’in tiitsii uygulanan
sucuklarda gelisme gostermedigi goriilmektedir. Ayrica P. nalgiovense’nin diger

kiiflere gore daha fazla oldugu bulunmustur.

Cizelge 2.4 : Norveg’te kurutulmus tiitsiilenmis et tirtinlerinden izole edilen kiifler
tarafindan tiretilen toksik metabolitler (Asefa ve dig, 2009).

Tiirler Toksik bilesikler Potansiyel etki

P. atramentosum Meleagrin Mutajenik
Roquefortin C Norotoksik
Rugulovasine A Antihiposentiv

P. brevicompactum  Mycophenolic acid Immunosiipresiv

P. chrysogenum Penicilin Antibiyotik
Roquefortin C Norotoksik
Meleagrin Mutajenik

P. commune Cyclopiazonic acid Organa zarar
Rugulovasine A Antihiposentiv
Cyclopaldic acid Antibiyotik

P. crustosum Penitrem A Tremorjenik
Roquefortin C Norotoksik
Terrestric acid Kardiyotoksik

P. nalgiovense Penicilin Antibiyotik

Her iiretim asamasinda degisen cevresel faktorler iirlin lizerinde istenmeyen ve
kontrol edilemeyen fungal gelisime neden olabilmektedir. Andersen (1995)’in

Italyan dogal fermente sucuklarmnin yiizey mikoflorasi {izerine yaptig1 bir calismada,
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mayalarin olgunlagsma asamasinda, Penicillium cinsi kiiflerin ise kurutma asamasinda
ve son lirlinde dominant mikoflorayr olusturdugu ve bu mikofloranin %96’sinin
Penicillium cinsi kiiflere ait oldugu saptanmistir. Bu durumun nedeni kiiflerin diisiik
su aktivitesine mayalardan daha toleransli olmasi ve mayalarin kiiflerin {irettigi
ikincil metabolitlerden etkilenmis olabilecegi gosterilmektedir. Bu c¢alismada
P.chrysogenum, P.commune ve P.verrucosum izole edilmis ve bu tiirler potansiyel
mikotoksin tireticisi olarak saptanmistir. Yapilan ¢alismada toplanan 6rneklerden 53
izolat P.nalgiovense olarak tanimlanmis ve suslarinin hi¢cbir mikotoksijenik 6zelligi
olmadig belirtilmistir. Cizelge 2.5’te Andersen’in yaptig1 fermente sucuklar tizerine

yapmis oldugu calismada izole ettigi mikoflora belirtilmistir.

Cizelge 2.5 : Uretim sonrasi sucuklardan izole edilen mikoflora (Andersen, 1995).

Fungi Mikoflora
%
Penicillium nalgiovense 50
P.olsonii 15
P.chrysogenum 10
P.verrucosum 5
P.spathulatum 3
P.solitum 3
P.oxalicum 3
P.commune 3
P.viridicatum 4

P.polonicum
P.brevicompactum
P.capsulatum
P.crustosum
Aspergillus candidus 4
Aspergillus spp.
Cladosporium spp.
Eurotium repens
E.rubrum

Mucor spp.
Wallemia sebi
Yeast spp.

Calismada P.nalgiovense, P.olsonii, P.solitum, P.capsulatum’un hi¢bir susunun

mikotoksin olusturmadigi belirtilmistir.

Sorensen ve dig. (2008) iiretim alaninin ve mevsimsel degisiklerin et {irlinlerinin
mikroflorasina etkisini incelemek amaciyla yaptiklari calismada ciger patesi ve
fermente sucuk olmak iizere 2 farkli et iirlinii kullanmiglardir. Bu ¢aligmada ham

maddeden, havadan, isletme alanindan olmak iizere 336 6rnek alimmuistir. Isletme
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alanindan 17 farkli tiir izole edilmistir; Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Epicoccum, Eurotium, Penicillium, Phaeoacremonium, Phoma. Isletme alanindan
izole edilen Cladosporium’um kontaminasyon sonucu gelistigi diislinlilmiis ve bu
tiiriin sonbahar mevsiminde daha sik goriildiigi tespit edilmistir. Dig ortamdaki
mevsimsel hava degisimlerinin kontaminasyona sebep olabilecegi belirtilmistir.
P.brevicompactum, P.solitum, P.palitans, P.fagi ve Frisvad tarafindan yeni bir

Penicillium tiirli olarak gosterilen P.milanense fermente sucuklardan izole edilmistir.

2.5 Fermente Et Uriinlerinden Izole Edilen Maya Tiirleri

Et iriinlerinin bozulmasi direk bakteri gelisimi ile iligkilendirilmektedir fakat son
yillarda gelisen yeni isleme ve depolama teknikleri bozulmaya sebep olan
bakterilerin gelisimini inhibe etmektedir. Bakterilerin inhibe olmasi mayalar i¢in

ortam saglayabilmekte ve bozulmayi1 hizlandirabilmektedir (Nielsen, 2008).

Ayni zamanda Debaryomyces hansenii, C.utilis gibi maya tlirlerinin et tirlinlerinde
gelismesi lirtiniin istenilen rengi almasi ve aroma olusumu icin 6zellikle istenilen bir

durumdur (Olesen ve Stahnke, 2000; Dura, 2004).

Bunun yaninda mayalarin sebep oldugu iiriin paketinde gaz olusumu, ylizeyde
renksizlige sebep olma ve kotii tat olusturma gibi etkileri nedeniyle maya gelisimi

istenmemektedir (Fleet, 1990).

Encinas ve dig. (2000)’nin Ispanyol sucuklarida (Chorizo ve Salchichon) maya
popiilasyonu iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada 41 maya susu identifiye edilmistir.
Identifikasyonda iki test yontemi kullamilmustir; API ATB32C ve Vitek Yeast
Biochemical Card (Vitek YBC). Bu calismada iiretim asamalarinin maya
poplilasyonuna etkisi incelenmis ve dominant tiir olan Debaryomyces hansenii
(teleomorph of C.famata) maya tiiriiniin her asamada gelisebildigi saptanmustir.
Uretim seklinin ve sucuk c¢apmin sucukta gelisen maya yiikiinii etkiledigi
goriilmiistiir. Cap1 daha kiigiik olan sucuklarda maya gelisiminin daha fazla oldugu
sonucuna varilmistir. Bu calismada identifiye edilen maya tiirleri; C.parapsilosis,
C.zeylanoides, C.intermedia (C.curvata), C.globosa, Trichosporan ovoides
(T.beigelii), Yarrowia lipolytica  (C.lipolytica),  Debaryomyces  hansenii

(C.famata)’dir. Ayrica bu c¢alismada olgunlasma asamasinda izlenen sucuk
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orneklerinde laktik asit artisiyla maya ytkiiniin azaldig1 gozlenmistir. Maya ytiikiiniin

tiitsiilenmis 6rneklerde daha az oldugu saptanmaistir.

Maya gelisimine bir¢ok parametre etki etmektedir. Bunlar arasinda tiitsii uygulamast,
sarimsak varligi, olgunlasma asamasinda hizlandirilmig proses ve sorbat kullanimi

yer almaktadir (Encinas, 2000).

Nielsen ve dig. (2008)’nin domuz pastirmasi, jambon, salam ve ciger patesi lizerinde
yaptiklar1  bir calismada ¢esitli proses asamalarinda aldiklar1 6rneklerde
mikrofloranin degistigini ve uygulanan proses yonteminin maya gelisimi tizerinde
biiyiik etkisinin oldugunu gozlemislerdir. Ornegin tiitsii uygulanmasinin mayalar
tizerine etkisi incelenmis ve tiitsii uygulanan domuz pastirmasinda maya ytikiiniin
tiitsii uygulanmayan pastirmadan daha az oldugu goriilmiistiir. Tiitsiileme Oncesi
alinan Oorneklerde C.zeylanoides izole edilirken, tiitsiileme sonrasi alinan izolatlarda
bu maya tiiriiniin bulunmadig1 gozlemlenmistir. Ayrica tiitsii uygulamasinin maya
yukiini 1,0 log (CFU/g) diizeyine kadar indirdigi goriilmiistiir. Tiitsii uygulamasinin
maya gelisimini inhibe ettigi belirtilmistir. Kurutma asamasinin da maya gelisimi
lizerine biiyiik dl¢iide etkisi oldugu belirtilmistir. Ornegin ¢alismada alman kurutma
sonrasi salamlardaki %25 agirlik kaybi, maya yiikiiniin 1,0-1,3 log (CFU/g) diizeyine
diismesine sebep olmustur. Agirlik kaybinin %34 olmasi maya gelisimini tamamen
durdurmustur. Bu ¢alismada C.zeylanoides, Debaryomyces hansenii, C.alimentaria
gibi maya tiirleri izole edilmistir. Uretim asamasi boyunca alman &rneklerde
mikoflorada hakim maya tiiriiniin C.zeylanoides oldugu, fermantasyon ve kurutma

asamasi sonrasinda ise baskin maya tiiriiniin D.hansenii oldugu gézlemlenmistir.

Ayrica et lizerinde C.zeylanoides, D.hansenii, Pichia quilliermondii ve C.sake gibi
tiirlerin gelisebildigi gézlenmis ve bu tiirlerin et iizerinde organoleptik bozulmalara
sebep oldugu bulunmustur. Literatiirde taze etteki bozulma genellikle Candida,
Rhodotorula, Debaryomyces ve Trichosporon spp.ile iliskilendirilmektedir (Fleet,
1992; Osei Abunyewa ve dig., 2000).

Yapilan arastirmalarda tuzlanmig, yart ve tam kurutulmus fermente salam ve
sucuklarda genellikle tuza toleranshi tlirler olan Debaryomyces hansenii,
C.zeylanoides, Yarrowia lipolytica, Candida tiirleri, Rhodotorula, Trichosporon gibi
tiirlerle karsilasilmistir (Fleet,1992; Encinas, 2000; Lopez-Diaz, 2000; Gardini, 2001;
Nielsen, 2008).
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Gardini ve dig. (2001)’nin Lucania bolgesine ait geleneksel salami olan ‘salsiccia
sotto sugna’ adli iiriinii lizerinde yaptiklar1 bir calismada D.hansenii (anamorph
C.famata), Rhodotorula mucilaginosa ve Yarrowia lipolytica izole edilmis ve bu
mayalarin yiiksek tuz konsantrasyonunda ve diigiik sicaklikta gelisebildikleri

gozlenmistir.

Olesen ve Stahnke (2000) sarimsagin mayalar iizerinde inhibe edici etkisini
fungustatik testlerle kanitlamislardir. Bu nedenle starter olarak kullanilan mayalar

urinde kullanilan sarimsak tarafindan inhibe olabilmektedir.

Tuz konsantrasyonu maya gelisimini oldukc¢a etkilemektedir. Yapilan bir ¢calismada
tuz oran1 %4 ve daha fazla olan domuz pastirmasinda D.hansenii tiiriiniin dominant
oldugu, %4’den az olan 6rneklerde ise baskin maya tiirlerinin C.krusei, C.tropicalis

oldugu goriilmiistiir (Gardner, 1971).

Danimarka’nin Italya’min ve Ispanya’min geleneksel kurutulmus kiirlenmis et
tirlinlerinin ¢ogunda yapilan arastirmalar sonucu mikofloraya hakim olan maya
tirlerinin C.zeylanoides ve Debaryomyces hansenii (anamorph C.famata) oldugu
gbzlenmistir (Nunez ve dig., 1996; Gardini ve dig., 2001; Nielsen ve dig., 2008;
Asefa ve dig., 2009). Genel olarak et flriinlerinde C.zeylanoides iiretimin ilk
asamasinda, D.hansenii ise olgunlasma sonrast son lriinde mikrofloraya hakim
olmaktadir (Nunez ve dig., 1996; Simonicini ve dig., 2007; Nielsen ve dig., 2008;
Asefa ve dig., 2009).

Yapilan diger bir arastirmaya gore C.famata, C.catenulata, C.guilliermondii,
Yarrowia spp., Rhodotorula spp. kontaminasyon sonucu kuru kiirlenmis et

tiriinlerinde gelismektedir (Simoncini ve dig., 2007).

Asefa ve dig. (2009)’nin tiitsiilenmis ve tiitsii uygulanmamis Norve¢ et iirlinleri
lizerine yaptiklari bir ¢calismada, maya ¢esitliliginin ve ylikiiniin proses agamalarinda
farklilik gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Calismada ette, liretim araglarindan, iiretim
atmosferinden olmak iizere 642 6rnek alinmistir. Toplam 401 maya izolatindan 10
maya tiri identifiye edilmistir:  Debaryomyces, Candida, Rhodotorula,
Rhodosporidium, Crytococcus and Sporidiobolus. Izolatlarin %63 ve %26.4’i
sirastyla Debaryomyces hansenii ve C.zeylanoides’e aittir. Bu ¢alismada 6n tuzlama
tiretim prosesinde C.zeylanoides’in dominant maya tiirii oldugu goriilmiistiir. Yapilan

laboratuar ¢alismalar1 D.hansenii’in C.zeylanoides’den tuza ve nitrite daha toleransh
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oldugunu gostermistir. Kurutma asamasinda uygulanan tiitsiiniin mayalar {izerinde
inhibe edici etkisi oldugu gozlemlenmistir. Bu g¢alismada, isletme ekipman ve
atmosferinden izole edilen mayalar arasinda kontaminasyon sonucu varlig1 saptanan
C.zeylanoides’in patojenik risk tasidigi diigiiniilmektedir. Asagida identifikasyon

sonrasi elde edilen verilerden olusan ¢izelgeler yer almaktadir.

Et yiizeyinden alinan izolatlarin ¢ogu D.hansenii ve C.zeylanoides olarak
tanimlanmistir. Nielsen (2008) ve Nunez (1996)’inde calismalarinda belirtildigi gibi
bu calismalarda da iiretimin ilk asamalarinda hakim olan maya C.zeylanoides; son
asamada ise D.hansenii olmustur. Bunun sebebinin tuz konsantrasyonu ve sicaklik
oldugu diisiiniilmektedir. Uretim asamalari ilerledik¢e tuz konsantrasyonu artmakta,
sicakligin artmasiyla birlikte ay, degeri diismektedir. Literatiirde D.hansenii tiiriiniin
yiiksek tuz konsantrasyonuna ve diisiik a,, degerlerine toleransli oldugu
belirtilmektedir. Ortam kosullarindan alinan 6rneklerde ise yine D.hansenii’in hakim

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 2.1 :Maya tiirlerinin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki gelisimi (Asefa, 2009).
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Sekil 2.2 : Domuz pastirmasinin iiretim agsamalarinda izole edilen maya tiirlerinin
karsilastirilmasi (Asefa, 2009).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Calismada materyal olarak kullanilan kiiflii sucuklar, istanbul’da iiretim yapan 7
biiylik 6lgekli et tiretim tesisinden temin edilmistir. 7 firmadan temin edilen toplam
25 adet ornek iizerinde calisma yapilmistir. Sucuk 6rneklerine ait 6zellikler Cizelge

3.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : Numunelere ait 6zellikler.

.. Alinan
Ornek .. Kihf .
Kodu Karisim ornek cinsi Sekil | Starter
sayis1
cl Dana eti 5 yapay | kangal LAB
0.1 Dana eti 3 yapay | kangal LAB
NI Dana eti 3 dogal | kangal LAB
B.IV Dana eti

3 dogal | kangal LAB

] . . + g .
0.V | Dana eti + Pili¢ eti 5 yapay | kangal LAB

0.VI | Dana eti + Pili¢ eti 3 yapay | kangal LAB

B.VII | Dana eti + Pilig eti

3 yapay | kangal LAB

Cizelge 3.1’ de goriildiigii gibi 4 firma sadece dana etini kullanarak sucuk
tiretmektedir. Bu firmlardan ikisi (C.I ve O.II) yapay kolajen kilif; diger ikisi ise
(N.III ve B.IV) dogal bagirsak kullanmaktadir. 3 firma ise dana ve pili¢ etini birlikte

kullanarak sucuk tiretmekte ve yapay kilif kullanmaktadir.

Asilamada kullanilan yapay kolajen sucuk kiliflar ithalat¢i bir firmadan (Yildiz Gida
A.S.) temin edilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Fizikokimyasal analizler
Fizikokimyasal analizlerden nem tayini, su aktivitesi ve pH tayinlerine ait bilgiler
asagida verilmistir.

3.2.1.1 Nem tayini

Nem tayini igin klasik ydéntem kullamlmistir. Orneklerin alinacagi cam plakalarin
daras1 alinmistir. Hassas terazide darasi alinmis kaplara, kiyma haline getirilmis
orneklerden 45 g tartim alimmustir. Tartimi alinan kaplar desikatdrde bekledikten
sonra 125°C’ de 6 saat etiivde kurutulmustur. Etiivden alinan 6rnekler desikatore
alinmis ve yaklagik 1 saat sonra tekrar tarttimlar1 alinmistir. Hesaplamalar asagidaki

formiile gére yapilmustir.
W=[(m;-m;) / (m;-mg)] x 100

W: Nem

my: Cam kabin kiitlesi, g

m;: Kurutmadan 6nceki agirlik, g

my: Kurutmadan sonraki agirlik, g

3.2.1.2 Su aktivitesi

Kiiflii sucuklara ait a, degerleri PAWKIT water activity meter (Decagon) ile
Olclilmiistiir. Sucuktan alinan yaklastk 2mm kalinhigindaki dilimler cihaza

yerlestirilerek degerler okunmustur.

3.2.1.3 pH

Sucuklarda pH 6l¢timii TS ISO 2917 (2002) standardina uygun olarak yapilmistir.
0,1 mol/L potasyum kloriir ¢ozeltisi hazirlanmistir. 5g numene bu ¢ozelti igerisinde
stomacher cihazinda homojen hale getirildikten sonra pH metre ile ol¢iimii

yapilmistir. pH 6lgtimleri HANNA HI 9321 marka pH 6l¢er cihazi ile yapilmustir.

3.2.2 Tiirk Gida Kodeksi’ ne gore sucuk icin gerekli mikrobiyolojik analizler

Kiflii o6rnekler Ttzerinde Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, koliform bakteri varligi test edilmistir.
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C.perfringens tayini icin TSC Agar’a (Merck) ile yayma plak yontemi uygulanmis ve
10~ e kadar seyreltilmistir. TSC Agar igin énce Egg Yolk Emulsiyon hazirlanmistir,
Egg Yolk Emulsiyon iceren TSC agar iizerine yayma plak yontemi ile 0,1ml ekim
yapilmistir. Yayilan seyreltim absorbe olduktan sonra yiizey tabakasi olusturmak
tizere Egg Yolk Emulsiyon igermeyen TSC agardan yaklagik 10 ml kadar ilave
edilip, petriler anaerobik kavanozda (ters olarak) Anaerogen kullanilarak 35°C’de 18-

24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Literatiir bilgilerine gore, C. perfringens egg yolk emulsiyon igeren TSC agarda
etrafinda opak zon bulunan, 2-4 mm ¢apinda siyah koloniler olusturur (Hayes ve

Frostyhe, 1998).

E.coli ve koliform bakteriler i¢in Rapid E.coli (BIO-RAD) besiyeri ile dokme plak
yontemi kullanilmistir. 35°C°de 18-24 saat inkiibasyon sonucunda mor renkteki
koloniler E.coli suglari,  yesil renkteki koloniler koliform bakteri olarak

degerlendirilmistir.

S.aureus tayini i¢in Baird Parker (Merck) besiyerinde yayma plak yontemi
uygulanmistir. Bu yontem i¢in Egg Yolk Tellurite Emulsiyon hazirlanmigstir. Baird
Parker agar hazirlandiktan sonra, Egg Yolk Tellurite Emulsion’dan 50ml eklenmis ve
homojen bir karisim saglanmistir. Sucuklardan alinan Ornekler 1:10 oraninda
seyreltilerek homojenize edildikten sonra, 10™*¢ kadar seyreltimleri yapilmstir. Her
seyreltimden besi ortami iceren steril petri kutularina 0,3, 0,3 ve 0,4 ml alinarak
ylizeye yayma metoduyla ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilere koagiilaz testi

uygulanmistir.

S.aureus 48 saat inkiibasyon sonrasinda yuvarlak, 2-3mm capinda, diizgiin kenarl
konveks gri/siyah renkli opak bir halka i¢inde ve etrafinda seffaf bir zon bulunan
tipik koloniler olusturur. S.aureus sayist koagiilaz pozitif kolonilerin seyreltim

faktoriiyle ¢arpilmasiyla elde edilmistir.

3.2.3 Kiif ve maya izolasyonu

25 gram kiiflii sucuk 6rnegi steril stomacher torbalarina tartildiktan sonra iizerine 225
ml steril peptonlu su ¢ozeltisi aseptik kosullar altinda ilave edilip, stomacher
cithazinda 120 saniye orta hizda homojen hale getirilmistir. Bu karigimdan alinan

stispansiyonlar belirli oranlarda seyreltildikten sonra MEA ve DRBC besiyerlerine
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inokiile edilmistir. Petri kutular1 25°C°de 7 giin inkiibasyona birakildiktan sonra kiif
ve maya sayimi yapilmis farkli koloni 6zelliklerine sahip kiif ve maya kolonileri

secilerek saflagtirma islemine gegilmistir.

3.2.4 Kiif identifikasyonu

Kiiflerin tiir diizeyinde identifikasyonu Pitt ve Hocking (1997)’e gore yapilmustir.
Kiiflerin identifikasyonunda Malt Ekstrakt Agar (MEA), Czapek Yeast Ekstrakt
Agar (CYA) ve % 25 Glycerol Nitrate Agar (G25N) kullanilmigtir. Kif kiiltiirleri
analizler sirasinda kullanilincaya kadar saf kiiltiir halinde yatik agarda (MEA)
+4°C’de saklanmustir.

Inkiibasyon siiresi dolan petriler incelenerek farkli 6zellikteki kiif kolonileri steril bir
0ze yardimiyla almarak MEA’da ii¢ nokta ekimleri yapilmistir. Petriler 25°C°de 7
giin inkiibe edilmistir. U¢ nokta ekimi yapilan petrilerden saflastirma icin Czapek
Yeast Ekstrakt agar (CYA), MEA ve G25N besiyerlerine Sekil 3.1’de goriildiigii
sekilde ekim yapilmis ve farkli sicaklik (5°C, 25°C, 37°C) kosullarinda inkiibe

edilmistir.

E

J/\\//x
//\\/

>/ L/

Sekil 3.1 : Kiiflere ait identifikasyon semasi (Pitt ve Hocking, 1997).

Sekilde 3.3 de goriildiigii gibi kiiflerin identifikasyonu sirasinda 3 farkli inkiibasyon
sicakligr kullanilmistir. Kiif 6rnegi iic farkli petrideki CYA besiyerine ii¢ nokta
halinde ekilerek 7 giin siire ile 25°C, 37°C ve 5°C’de inkiibe edilmistir. Kiif 6rnegi
ayrica MEA besiyerine ekilerek 25°C’de ve G25N besiyerine ekilerek 25°C’de 7 giin

siire ile inkiibe edilmistir.
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Kiifler bu farkli besiyeri ve sicaklik kosullarindaki boyut, renk, doku ve mikroskop
altindaki goriiniimlerine gore morfolojik ve mikroskobik 6zellikleri dikkate alinarak
Samson ve dig. (2002) ve Pitt ve Hocking (1997) tarafindan belirtilen 6zellikler ile
karsilastirilmistir. Boylece kiiflii sucuklardan 6 farkli Penicillium cinsi kiif izole

edilmis ve asilama calismalarinda bu suslar kullanilmustir.

Kiifler identifikasyon islemi tamamlandiktan sonra saf kiiltlir halinde yatik MEA’a

alinmis ve analizlerde kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5 Maya identifikasyonu

Sucuklardan izole edilen saf maya kiiltiirleri ©6nce Sabouraud Medium’a
(BioMérieux) almmustir. Maya identifikasyonu i¢in API®20 C AUX test kiti
kullanilmis ve bu kit ithalat¢i bir firmadan (BioMérieux Diagnostik A.S.) temin

edilmistir.

Sucuklardaki maya tiirlerinin tespiti i¢in ekim yapilan MEA ve DRBC agarda gelisen
maya kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla aseptik kosullar altinda alinmis ve
MEA ve DRBC besiyerlerine tek kolon halinde diismesi i¢in Sekil 3.2°de gosterildigi
sekilde ekimleri yapilmistir. Petriler 25°C’de 3 giin siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tek koloni halinde diisen mayalar mikroskopta

incelenerek farkli mikroskopik goriintislere sahip mayalar se¢ilmistir.

Sekil 3.2 : DRBC ve MEA agarda maya identifikasyonu.
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Daha sonraki asamada ise, saflasan maya kolonileri yine steril bir 6ze yardimiyla
saflagtirmada maya izolasyonu i¢in segici bir besiyeri olan Sabouraud besiyerine
asilanmugtir. Inkiibasyon sonras: gelisen maya kolonileri API test kiti uygulanarak tiir

diizeyinde tanimlanmustir.

API 20C AUX stribi, 19 asimilasyon testinin performansini gosterebilen ve dehidrate
substratlar igeren 20 kuyucuktan olusmaktadir. Kiipiiller yar1 katt bir minimal madde
ile inokiile edilir ve mayalar karbon kaynagi olarak her bir substrati kullanma
kapasitesine sahip olduklarinda ¢ogalabilirler. Reaksiyonlar, kontrollerdeki ¢ogalma
ile karsilagtirilarak okunur ve bilgisayar tanimlama programi kullanilarak hangi tiire

ait oldugu belirlenir.

API 20C AUX stripinin bilesimi asagida Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 : API 20C AUX strip bilesimi.

‘ MIKTAR
TESTLER AKTIF MADDELER (mg/Kiipiil)
0 Bos -

GLU D-GLUcose 1,2
GLY GLYcerol 1,2
2KG calcium 2-Keto-Gluconate 1,2
ARA L-ARAbinose 1,2
XYL D-XYLose 1,2
ADO ADOnitol 1,2
XLT XyLiTol 1,2
GAL D-GALactose 1,9
INO INOsitol 2,36
SOR D-SORbitol 1,2
MDG Methyl-aD-Glucopyranoside 1,2
NAG N-Acetyl-Glucosamnine 1,2
CEL D-CELlobiose 1,2
LAC D-LACtose (bovine origin) 1,2
MAL D-MALtose 1,2
SAC D-SACcharose (sucrose) 1,2
TRE D-TREhalose 1,2
MLZ D-MeLeZitose 1,2
RAF D-RAFfinose 1,9

Test striplerine inokiilasyon yapmak i¢in API suspension medium kullanilmistir. Bu

amagla steril bir pipet yardimiyla taze maya kiiltiirlerinden bir koloni alinmig ve API
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suspension mediuma ilave edilmistir. Soliisyonun tlirbiditesinin 2 McFarland’a
esdeger olmasi icin seyreltme veya maya ilavesi yapilmistir. Bu siispansiyon
hazirlandiktan hemen sonra API C Medium ampuliine 100ul bosaltilmistir.
Homojenize edildikten sonra bu siispansiyondan alinarak striplerdeki kuyucuklar
pipet yardimiyla doldurulmustur. Her maya i¢in yapilan striplerin kapag1 kapatilarak

48-72 saat siireyle 30°C’ de inkiibe edilmistir.

API test kiti ile identifikasyon agsamalar1 Sekil 3.3°de gosterilmistir.

METODOLOJi

API Suspension Medium 2 ml/
API NaCl 0.85 % Medium 2 ml

!

100 pl

:

API C Medium

|

[elelelelelole olele] OOOOOOOOOO‘

API 20 C AUX

L
l 19

-
»a
|

48:00-72:00 |sé 4
29°C £ 2°C
(+ 6:00) A

|

000008000 0000080000

API 20 C AUX
//
i
f///’ + -+ -+ -
RAT

Sekil 3.3 : API test kiti kullanilarak yapilan maya identifikasyonunun asamalari.
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Inokiilasyonu yapilan test kitlerinin 48 ve 72 saat sonrasinda okumalar1 yapilmistir.

Inokiilasyondan sonraki bir test kitinin goriintiisii Sekil 3.4°de verilmistir.

Sekil 3.4 : Inkiibasyon sonras: test kiipiillerinin goriiniimii.

Test kitinin prosediirine gore, sonu¢ degerlendirmesi kiipiilleri 0 kiipiilii ile
karsilastirarak yapilir. 0 kiipiili negatif kontrol olarak kullanilmistir. Kontrolden
daha bulanik olan kiipiiller pozitif olarak kabul edilmistir.

iy
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Sekil 3.5 : Test kiipiillerinin degerlendirilmesi.

Elde edilen veriler bilgisayar programina islenmis ve mayalarin tiir diizeyinde

tanimlama islemi tamamlanmustir.

3.2.6 Asillamada kullanilacak maya ve Kkiif siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Izole edilen ve tanimlanan Penicillium izolatlar1 kiifleri kullanilincaya kadar yatik
MEA’da 7 giin 25°C’de gelistirildikten sonra +4°C’de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Deneylerde kullanilmak iizere buzdolabindan ¢ikarilan kiif izolatlari,
asilama isleminden bir hafta once, aktive edilmek i¢in 6nceden hazirlanmis tiiplerde
bulunan yatik agarlara (MEA) alinmis 25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda her bir tiip lizerine %0,05’lik steril Tween 80 c¢ozeltisinden 5 ml ilave
edilmistir. Steril 6ze yardimiyla agar zedelenmeden kiif sporlar1 siviya alinmistir. Bu
tiipler tiip karistiricisinda karistirildiktan sonra ayni iiriinden izole edilen kiiflerin
spor siispansiyonlar1 ayni steril tiipler i¢inde toplanmistir. Spor siispansiyonlarindan
Thoma lamma 0.Iml alinarak mikroskobun 40°lik objektifinde spor sayimlari
yapilmistir. Sayimlara gore 10° spor/ml konsantrasyonuna sahip 2 ml’lik spor
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Thoma lamindaki sayim ve hesaplamalar Temiz

(2000)’e gore yapildi.
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Asilamada kullanilacak maya izolatlarinin soliisyonlar1 da ayni1 uygulama ile

hazirlanmustir.

3.2.7 Sucuk kiliflarma Kkiif asilamasi

Bu asamada sucuk dolumunda kullanilan yapay kolajen kiliflarda kiif gelisimi
incelenmigstir. Kiifli sucuklardan izole edilen 6 c¢esit kiifiin spor siispansiyonu
hazirlanmistir. Her bir ¢esidin kilifta gelisimini gozlemek i¢in, 1ml steril su ile
nemlendirilmis 10cm” lik kiliflar MEA besiyeri igeren petrilere konulmustur. Nemli
kiliflar iizerine spor sollisyonlarindan 1pl alinarak aseptik kosullarda asilama
yapilmistir. Bunun yaninda kontrol i¢in ayrica besiyerine ve nemli kiliflar {izerine
asilama yapilmistir. Asilamasi yapilan petriler 7 giin 20°C ve 25°C olmak iizere iki
farkli sicaklik derecesinde inkiibasyona birakilmistir. Kiif sporlari ile asilanmis

kiliflarin goriintiisii Sekil 3.6°da verilmistir.

Sekil 3.6 : Kiif agilanmig kiliflarin inkiibasyon sonrasi goriiniimleri.
3.2.8 Sucuklara kiif ve maya asilamasi

Sucuklarda kiif ve maya gelisimini incelemek amaciyla marketten alinan sucuk
aseptik olarak dilimlenmis ve dilimler steril petrilere yerlestirilmistir. Sucuk
dilimlerinin iizerine her kiif c¢esidinden hazirlanan spor siispansiyonlarindan 1pl
asilama yapilmistir. Petriler 20°C ve 25°C’ de 7 giin siire ile inkiibe edilmistir. Ayrica

kontrol olarak her spor soliisyonundan MEA’ a ekim yapilmuistir.
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3.2.9 Maya izolatlarinin kiif gelisimini inhibe edici etkisinin incelenmesi

Maya izolatlarinin izole edilen kiif tiirlerini inhibe edip etmedigini arastirmak igin,
sucuktan izole ettigimiz maya suslarindan 10°hiicre/ml maya olacak sekilde soliisyon
hazirlanmistir. Daha sonra bu soliisyondan her petriye 1 ml ilave edilmis ve {izerine
MEA agar ilave edilerek petrilerde karigsmasi saglanmistir. Yaklasik 3 saat sonra
(agar donduktan sonra) sucuktan izole ettigimiz taze kiif suslarindan spor
siispansiyonu hazirlanmig ve bu silispansiyonlardan mayalt MEA agara 3 nokta ekim
yapilmustir. Petriler daha sonra 25°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmis ve kif

gelismesi incelenmistir.

3.2.10 istatistiksel Analizler

MEA ve DRBC sayim sonuglari arasinda farklilik degerlendirilmesi i¢in Tukey testi
kullanilmistir. Analiz boyunca SPSS (Windows Release 16.0) kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Kiiflii Sucuklarda Fizikokimyasal Analizlere Ait Bulgular

Kiifli sucuklara ait bilgiler ve nem (%), su aktivitesi (ay) ve pH degerleri ¢izelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Kiiflii sucuklara ait pH, a,, ve nem degerleri.

Ornek Nem
Firma | sayisi Bilesim ay % | pH Goriiniim Kilif tiirii

1 Dana eti 0,77 23 | 6,2 beyaz yiizey yapay

2 Dana eti 0,80 25 | 6,2 beyaz yiizey yapay

¢l 3 Dana eti 0,80 | 26 | 6,4 beyaz yiizey yapay
4 Dana eti 0,78 28 | 6,3 beyaz yiizey yapay

5 Dana eti 0,76 | 23 | 6,2 beyaz yiizey yapay

6 Dana eti 0,76 | 22 | 6,6 yesil ylizey yapay

0.1 7 Dana eti 0,78 | 22 | 64 yesil yiizey yapay
8 Dana eti 0,70 19 | 6,2 yesil yiizey yapay

9 Dana eti 0,85] 30 | 6,1 beyaz ylizey dogal

N.III 10 Dana eti 0,84 30 | 6,1 beyaz yiizey dogal
11 Dana eti 0,81 28 | 6,0 beyaz yiizey dogal

12 Dana eti 0,84 35 | 5,1 beyaz ylizey dogal

B.IV 13 Dana eti 0,83 ] 33 | 5,6 beyaz ylizey dogal
14 Dana eti 0,86 | 33 | 5,5 beyaz yiizey dogal

15 | Danaeti + Piligeti | 0,85 | 36 | 7,5 yesil ylizey yapay

16 | Danaeti+Piligeti | 0,85| 36 | 7,5 yesil yiizey yapay

0o.v 17 | Danaeti+ Piligeti | 0,86 | 37 | 7,2 yesil ylizey yapay
18 | Danaeti+ Piligeti | 0,87 | 39 | 7,1 yesil yiizey yapay

19 | Danaeti + Piligeti | 0,87 | 36 | 7,5 yesil ylizey yapay

OVI 20 | Danaeti+ Piliceti | 0,87 | 39 | 7.8 | yapiskan ylizey yapay
21 | Danaeti + Piliceti | 0,88 | 40 | 7,7 | yapiskan ylizey yapay

22 | Danaeti + Piliceti | 0,86 | 37 | 7,5 | yapiskan yiizey yapay

23 | Danaeti+ Piliceti | 0,85 | 45 | 5,8 beyaz tek kiif yapay

B.VII | 24 | Danaeti+Piligeti | 0,87 | 46 | 5,8 beyaz tek kiif yapay
25 Dana eti + Pili¢ eti | 0,85 | 45 5,8 beyaz tek kiif yapay
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Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi nem degeri %100 dana etinden elde edilmis
sucuklarda %19-35 arasindayken, dana eti ve pili¢ eti karisimi sucuklarda bu deger
%36-46 arasindadir. Dana eti ve pili¢ eti karisimi sucuklarda nem oraninin daha
yiiksek oldugu go6zlenmistir. Dana ve pili¢ etinin birlikte kullanildigi sucuk
orneklerinde 1 firmanin trettigi tiin sucuklar ve bir diger firmaya ait 1 sucuk 6rnegi
TS’ye uygun degildir. TS 1070 (2002)’ de verilen degerlere gore sucuklarda olmasi
gereken nem oram1 en ¢ok %40’dir. Buna gore sadece dana etinden iiretilen

sucuklarin timi TS’ye uygundur.

TS 1070 (2002)’ de sucuklarin sahip olmasi gereken pH degeri 4,7-5,4 arasindadir.
Temin edilen kiiflii sucuklara ait pH degerlerinin standarda gore istenilen degerden
fazla oldugu acikca goriilmektedir. Bulgularimiz sadece 1 6rnegin pH degerinin
standarda uygun oldugunu ve sadece dana etinden yapilan sucuklarda pH degerinin

5,1-6,6; karisim sucuklarda ise bu araligin 5,8-7,8 oldugunu gostermistir.

Numunelerdeki fizikokimyasal degerler incelendiginde, oldukca genis pH araliginda
(pH 2-9) ve su aktivitesinde (0,80 ve iizeri) gelisme gosteren kiif ve mayalar icin

elverisli bir ortam olustugu gézlenmistir.

4.2 Sucukta Mikrobiyolojik Analizlere Ait Bulgular

Kiiflii sucuklarda belirlenen mikroorganizmalar ve sayilar1 Cizelge 4.2’°de verilmistir.
Cizelge 4.2°de de goriildiigti gibi kiiflii sucuk 6rneklerinde Staphylacoccus aureus,
E.coli, koliform ve Cl.perfringens gibi et iriinlerinde gelisme goOsteren ve risk
olusturan bakteriler aranmistir, fakat 25 numunenin c¢ogunda risk tasiyan bu
mikroorganizmalara rastlanilmamistir. Cl.perfringens sadece 1 ornekte, E.coli ise 3

ornekte pozitif bulunmustur.

Sucuk numuneleri paralelli olarak MEA ve DRBC besiyerlerine pararlel olarak
ekilmigtir. Sonuclar iki besiyerinden elde edilen sayimlarin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. Iki besiyerinden elde edilen sayim sonuglarmin farkliligini test etmek
icin SPSS istatistiksel analizi kullanilmis ve sonuglar arasi fark belirlenmemistir
(0<0,05). SPSS veri analizinin sonucu ekte verilmistir. Maya ve kiif yiiklerine ait
veriler ve dagilimlar ¢izelge 4.2°de verilmistir. Kiiflii sucuk 6rneklerinde maya sayisi
5,51-8,68 log cfu/g arasinda degismektedir. Sucuk 6rneklerindeki kiif sayisi ise 2,00-
6,78 log cfu/g’dur.
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I nolu firmadan temin edilen 5 sucuk 6rneginde sucuk yiizeyi tamamen beyaz renkte

bir tabaka ile kapli olmasina ragmen hig kiif izole edilmemistir.

%100 dana etinden firetilmis sucuklarda maya yiiki 6,12-8,68 log cfu/g arasinda
degisirken, dana eti ve pili¢ eti karisimi sucuklarda bu deger 5,51-7,28 log cfu/g
arasinda degisiklik gostermektedir. Buna gore dana etinden iiretilen sucuklarda maya

sayist, dana ve pili¢ eti karisimindan {iretilenlere gore daha yiiksektir.

III ve IV nolu firmalardan temin edilen dogal bagirsakli sucuklarda maya yiikiiniin

7,68-8,68 log cfu/g arasinda degistigi ve yapay kilifli sucuklardan daha fazla maya

yiikiine sahip oldugu goriilmektedir.

Sucuklardaki kiif sayis1 %100 dana etinden iiretilen sucuklarda 2,00-5,81 log cfu/g,
dana eti be pilic eti karisimi sucuklarda bu deger 4,59-6,78 log cfu/g arasinda
degismektedir. Kiif sayis1 bakimindan ise maya sayisinin tam tersine dana ve pili¢ eti

karisiminda say1 daha yiiksektir.

41



Cizelge 4.2 : Kiifli sucuk numunelerine ait mikrobiyolojik degerler.

=
7 |2
O |5
0 £ = -
) ) 2 |E2|.-2| 52 |MAYAKUF
Ornek Ornek| S D | oD |ED]|log log
T QL | oL |
Kodu | Karisim | sayisi w OO0 |lwol| ¥ o |CFUg |CFU/g
1 0 0 0 0 |6,48 0,00
Cl 2 0 0 30 0 ]6,48 0,00
) Dana eti 3 0 0 0 0 |6,48 0,00
4 0 0 0 0 ]6,48 0,00
5 0 0 140 0 (648 0,00
6 0 0 0 0 |6,12 2,70
Ol | Danaeti | 7 0 0 0 0 |646 [2,00
8 0 0 0 0 |7,03 2,30
9 0 0 0 0 8,38 0,00
N.III | Dana eti 10 0 0 0 0 8,29 5,70
11 0 0 0 0 |7,68 5,67
12 0 0 140 0 8,68 423
B.IV | Dana eti 13 0 0 0 0 |8,47 4,83
14 0 0 40 0 |[8,67 5,81
15 0 0 0 0 (7,11 6,53
b . 16 0 0 0 0 16,92 6,78
P ana eti+
0.V Pilic eti 17 0 0 0 0 |7,06 6,64
18 0 0 0 0 |7,10 6,75
19 0 0 0 0 ]6,94 6,78
VI 20 0 100 0 0 16,59 6,32
. Dana etit+
Pilic cti 21 0 0 0 0 7,27 6,60
22 0 0 0 0 |7,28 5,97
D i 23 0 0 0 0 5,51 4,70
ana eti
B.VII Pilic eti 24 0 0 0 0 7,03 4,59
25 0 0 0 0 6,57 5,36

4.3 Kiiflii Sucuk Orneklerinde Maya ve Kiif Florasi

Bu caligsma i¢in 7 farkli et firmasindan toplam 25 6rnek alinmistir ve mikofloralari
lizerine arastirma yapilmistir. Cizelge 4.3’de kiiflii sucuklardan alinan 6rneklerden

izole edilen kiif ve maya tiirleri verilmistir.
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Cizelge 4.3 : Kiifli sucuk 6rneklerinden izole edilen maya ve kiif tiirleri.

Pozitif Ornek Sayisi
Maya florasi Kiif florasi
g| 5
s| 2 3¢
2| g gla|l2| 3 c| 8
LIS | o|l.-|E|lS5| 25| c
|S1Z3|2|E|22l2|2/5 2|2lc
28T =|2|5|S|&|2lE|E| a2
Sl 2|zl e 2|8 5/£|58|2|% 3
oo |2 2|8 R|S|E|T|B|G|8|5|c]3
Bilesim|Firma | g | | o |l o |laldlolalalalalalad
C.l
(n':5) 5
= 0.1
- (n:3) 1| 1]3]2 2 3
=
& | NI
(n:3) 3 2 1 2
B.IV
(n:3) 3 2 1
T | ov
= | (m:5) 5 51211
A~ ..
+ 0.Vl
b5 (n:3) 2 2 |1 113
]
= B.VII
_ m:3) | 1 1 3 3
TOPLAM
1 (1[4 (3 (23|12 |5]2]|1][12|2]4

L. n=toplam ornek sayisi

Cizelge 4.3’de de goriildiigii gibi 7 firmaya ait toplam 25 kiiflii sucuk 6rneginden 6

farkli maya tiirti ve 7 farkl kiif tiirti izole edilmistir.

Kiiflii sucuk 6rneklerinde en ¢ok karsilasilan maya 25 6rnegin 23’linden izole edilen
Debaryomyces hansenii (C.famata) maya tiiriidiir. Dana etinden iiretilen 14 6rnegin
13’linde ve dana eti ve pili¢ eti karisimi 11 sucuk numunesinin 10’unda D.hansenii
maya tirii izole edilmistir. Elde edilen bulgular literatiirde et ve et iirlinlerinde
yapilan calismalarda alinan sonuglarla benzerdir (Encinas, 2000; Nielsen, 2008;

Gardini, 2001; Olesen ve Stahnke, 2000; Lopez-Diaz, 2000; Asefa, 2009).

Glinlimiiz et ve et iiriinleri lizerine yapilan c¢aligmalarda mayalar bozulma etmeni
goriilmeselerde, istenilen hijyenik kosullar ve 6nerilen prosediirler uygulanilmadikca

bozulmaya sebep olabilmektedirler (Nielsen, 2008).
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Orneklerimizden izole edilen maya tiirleri arasinda biiyiik bir paya sahip D.hansenii
laktik asit ve stafilokoklarla birlikte starter kiiltiir olarak kullanildiginda, fermente et
tirtinlerinin tat ve aroma olugumuna olumlu etkisinin oldugu gézenmistir (Dura ve
dig., 2004). Ayrica bu maya tiirii yliksek tuz konsantrasyonlarina dayanikli olmasina
karsin, sarimsak tozu ile kolayca inhibe olabilmektedir (Olesen, 2000). Bu nedenle

sarimsak kullanilan sucuklarda starter olarak kullanilmasi dnerilmemektedir.

Ercinas ve dig. (2000) Ispanyol sucuklarinda yaptiklar1 arastirmada 3 sucuk
orneginden izole ettigimiz C.parapsilosis’in ylizeyde yapigkan bir doku

olusturdugunu saptamislardir.

R.mucilaginosa maya tiirii sadece bir drnekten (O.VI) izole edilmis olup, dana ve
pili¢ eti karisimi sucukta gelisme gostermistir. Yapilan arastirmalar sonucu bu maya
tiriiniin tavuklarda iltithapli deri hastalifina sebep oldugu saptanmistir (Beemer,

1970). Bu durum uygunsuz hammadde kullanimindan ileri gelebilmektedir.

Mayalarin identifiye edilmesinde API 20C AUX hizli test yontemi kullanilmustir.
Asagidaki sekilde API test kiti ile izole edilen maya tiirlerinin dogruluk yiizdeleri

cizelge 4.4’de verilmistir. Orneklerin API test sonuglar ekte ayrica verilmistir.

Cizelge 4.4 : API test kiti ile identifiye edilen maya tiirleri ve dogruluk yiizdeleri.

ORNEK ~ DOGRULUK
NO MAYA TURU %
1 C.famata 99,9
2 C.famata 99,9
3 C.famata 83,1
4 C.famata 78,4
5 C.parapsilosis 92,9
6 C.famata 99,5
7 C.zeylanoides 99,9
8 C.lusitaniae 82,8
9 C.famata 99,9
10 C.parapsilosis 96,1
o Moo
12 C.krusei 98,9
13 C.krusei 98,9
14 C.zeylanoides 99,9
15 C.famata 99.9
16 C.famata 99,9
17 C.famata 99,9
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Sucuklarda kiif florasina hakim olan kiif Penicillium cinsi kiiflerdir. Sadece 2
ornegimizde Cladosporium cladosporioides tiirii bulunmustur. Gilinlimiize kadar
sucuk lizerine yapilan ¢alismalarda Penicillium cinsi kiiflerin kiif mikoflorasina
hakim oldugu goriilmiistiir (Lopez-Diaz ve dig., 2001; Samson ve dig., 2002;
Papagiani ve dig., 2007; Sorensen ve dig., 2008; Asefa ve dig., 2009). Sucuk
orneklerimizden izole ettigimiz kiif arasinda P.crustosum en cok rastlanilan kiif

tiiriidiir. 25 6rnegin 12’sinden P.crustosum izole edilmistir.

Kiif gelismesini etkileyen faktorlerin basinda sicaklik gelmektedir. Kiif izolatlar
besiyerine asilanarak 3 farkli sicaklik derecesinde inkiibe edilmis, bulgular ¢izelge

4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.5 : 1zole edilen kiif tiirlerin belirli sicakliktaki gelisimleri.

GELiISME

5°C 25°C 37°C
KUF CYA | CYA | MEA G25N CYA
C.cladosporioides +! + + + 2
P.aurantiogriseum mk.? + + + -
P.chrysogenum m.k. + + + -
P.commune m.k. + + + -
P.crustosum m.k. + + + -
P.nalgiovense m.k. + + + -
P.solitum m.k. + + + -

': +=gelisme var, *:-=gelisme yok, *:m.k.=mikro koloni

Cizelge 4.4°de goriildiigi gibi kiif izolatlarinin higbirisi 37°C’de gelismemis, 5°C’de
mikrokoloni olusumu ile zayif gelisme gdzlenmistir. Izole edilen bu kiif tiirlerinin
optimum gelisme sicakliklarinin 25°C oldugu ve 5°C’de az da olsa gelisme
gosterebildikleri sonucuna varilmistir. Bulgularimiz literatiir verileri (Samson ve

dig., 2002) ile karsilastirilmis ve uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Penicillium cinsi bazi kiiflerin mikotoksin liretme Ozellikleri nedeniyle gidalarda
gelismesi istenmez. Asagidaki tabloda literatiirde yer alan izole ettigimiz kiif

tiirlerine ait potansiyel mikotoksinler yer almaktadir.
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Cizelge 4.6 : 1zole edilen kiiflerin iirettikleri mikotoksinler.

Penicillium tiirii Mikotoksin Gida Referans
Penicillium
aurantiogriseum Penicilllic acid meyve Aziz ve Moussa, 2002
Kakao
Penicillium chrysogenum | Roquefortin C cekirdegi Pitt ve Hocking, 1997
Penicillium commune Cyclopiazonic acid | sucuk Sorensen ve dig., 2008
Cyclopiazonic acid | sucuk Andersen, 1995
Cyclopiazonic acid | sucuk Lopez-Diaz ve dig., 2001
Taniwaki ve dig., 2001; Lund
Cyclopiazonic acid | peynir ve dig., 2003
Penicillium crustosum Penitrem A findik Overy ve dig., 2003
Penitrem A ceviz Richard ve dig., 1981
krem
Penitrem A peynir Richard ve Arp, 1979
Penitrem A piring Rundberget ve dig., 2004
Penitrem A, Lund ve dig., 1995;
roquefortin C peynir Kokkonen ve dig., 2005
Yunan
Penicillium nalgiovense | Penicillin sucugu Papagianni, 2007

Penicillium solitum

': -=gériilmemistir

Cizelge 4.6’ da goriildigii gibi sucuklardan izole ettigimiz kiif tlirlerinden P.solitum

haricindeki biitiin tiirler mikotoksin tiretme Ozellikleri nedeniyle risk tagimaktadir.

Ozellikle yapilan arastirmalar sonucu sucukta cyclopiazonic asit iirettigi belirlenen

P.commune sucukta risk olusturan kiifler arasinda birinci sirada yer almaktadir.

Ayrica P.nalgiovense penicillin {irettigi i¢in penicilline duyarh tiiketiciler i¢in risk

teskil etmektedir.

4.4 Sucuk ve Sucuk Kiliflarinda Kiif ve Maya Gelisimi

Kiif ve maya izolatlar1 yapay kolajen kilif, sucuk ve MEA iizerine yerlestirilen sucuk

Oornegine asilanarak 3 farkli sicaklik derecesinde 7 giin inkiibe edilmis ve

gelisimlerine ait bulgular ¢izelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.7 : izole edilen kiif ve maya suslarmin kilif ve sucuk iizerinde gelisimi.

L s e |

5°C [20°C|25°C| 5°C [20°C |25°C| 5°C |20°C|25°C

C.krusei - - - - - + - + T

. C.lusitaniae - - - - + + } n n
“; C.parapsilosis - - - - + + - + n
§ C.zeylanoides - - - - + + - + 4
D.hansenii - - - - + + - + T
R.mucilaginosa - - - - + + . + n
C.cladosporioides - - - - + T . 4 N
P.aurantiogriseum | - - - - + + ; + n

5 P.chrysogenum - - - - + + . + N
E | P.commune - - - - + + } n N
< P.crustosum - - - - + + } + N
P.nalgiovense - - - - + + } + N
P.solitum - - - - + + i} N N

': - =gelisme yok, *:+ =gelisme var

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi kiif ve maya izolatlarinin higbirisi yapay kolajen
kilifta gelismemistir. Sucuk ve MEA iizerine yerlestirilen sucuklarda izolatlarin ayni
sicaklik derecelerinde gelismesi benzerlik gostermistir. Kiif ve maya izolatlar

5°C’de gelismemis, 20°C ve 25°C’lerde ise gelisme gostermistir.

4.5 Sucuktan izole Edilen Mayalarin Kiif Gelismesi Uzerine Etkisi

Sucuktan izole edilen maya izolatlarinin, sucuktan izole edilen kiif tiirlerinin gelisimi
tizerine etkisi 25°C sicaklikta 7 giin sonunda incelenmis ve bulgular ¢izelge 4.8’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.8 : Mayalarin kiif gelismesine etkisi.

KUFLER

C.cladosporioides
P.aurantiogriseum
P.chrysogenum
P.commune
P.nalgiovense
P_solitum

MAYALAR

"o
+_
1

C.krusei (n:1)

+
+
+
+
+

C.lusitaniae (n:1)

C.parapsilosis (n:4) -

+ + + + P crustosum

+ o+ 4+
1
J’_

C.zeylanoides (n:3) - - +

J’_
J’_
_|_

D.hansenii (n:23) + + + 0+

R. mucilaginosa (n:1) | - + - + 4+ - -

!: +=gelisme var, *:-=gelisme yok, *: n=izolat sayis
Cizelge 4.8’de mayalarin kiiflerin gelisimi iizerine etkileri verilmistir. Cizelgede de
goriildiigii gibi bazi tiirdeki mayalarin kiiflerin gelisimi iizerine inhibe edici etkisi

olabilmektedir.

C.krusei; P.crustosum ve P.aurantiogriseum gelismesi Ulzerine etkili olmayip
P.commune, P.solitum, P.chrysogenum, P.nalgiovense ve C.cladosporioides
gelisimini Onlemistir.

C.parapsilosis ve R.mucilaginosa maya tiirlerinin kiif izolatlar1 {lizerine etkisi

benzerlik gostermektedir. Bu maya tiirleri P.solitum, P.chrysogenum, P.nalgiovense,

C.cladosporioides gelismesini onlemistir.

C.zeylanoides ise P.chrysogenum, P.nalgiovense ve C.cladosporioides gelismesini

inhibe edici etki gdstermistir.

P.crustosum ve P.aurantiogriseum gelismesine hicbir maya izolatinin etkisi
olmamistir. Benzer sekilde C.lusitaniae, D.hansenii maya tiirleri kiif gelismesini

inhibe edici etki gdstermemistir.

Ortamdaki kiif ve maya ylikiiniin etkisi goz ardi edilmemelidir. Kiifii inhibe edicek
maya konsantrasyonu da dnem tagimaktadir. Calismamizda maya ve kiif sayilar esit
olup, 10 cfu/ml maya hiicresinin 10 cfu/ml kiif sporu iizerine etkisi incelenmistir.

Literatiirde mayalarin kiifler iizerindeki inhibe edici etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar
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yer almaktadir. Eklund ve Skirdal (1993) kiifler iizerine yaptiklar1 bir ¢aligmada,
bakteriler iizerinde inhibe edici etkisi olan Candida albicans maya tiiriiniin belirli

konsantrasyonlarinin, kiifler lizerinde inhibe edici etki gosterdigini tespit etmiglerdir.
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5. SONUC

Bu caligsmada kiiflii sucuklarda mikroflora incelenmis, sucuklardan izole edilen maya

ve kiifler identifiye edilerek, maya izolatlarinin kiif gelisimine etkisi incelenmistir.

Kiifli sucuk oOrneklerinde S.aureus, E.coli, Koliform ve C.perfringens gibi et
iriinlerinde gelisme gosteren ve risk olusturan bakteriler aranmis, fakat 25
numunenin ¢ogunda risk tasiyan bu mikroorganizmalara rastlanilmamistir. Sucukta
kullanilan koruyucu maddelerin ve uygulanan sicaklik degerlerinin bu duruma etken
olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica ekim yapilan petrilerde ¢cok fazla miktarda maya
ve kif gelisimi gozlenmistir. Maya ve kiif gelisiminin ¢ok fazla olmasinin,
bakterilerin  gelisimi iizerinde inhibe edici etki goOstermis olabilecegi

diistiniilmektedir.

Firmalardan temin edilen ornekler arasinda yiizeyi tamamen beyaz bir tabaka ile
kapli sucuklarda hicbir kif tiirii izole edilmemis, bu bozulmanin sucuktan izole

edilen D.hansenii (anamorf C.famata)’den ileri geldigi belirlenmistir.

Analiz edilen yapay kolajen kilifli sucuklar ve dogal bagirsakli sucuklardaki maya
yiikleri arasinda farkliliklar gozlenmistir. Dana etinden iiretilmis dogal bagirsakli
sucuklarda maya sayisi, yapay kolajen kilifli hem dana etli hem de dana eti ve pilig
eti karisimi sucuklara gore daha yiiksektir; kiif sayisi i¢in ise belirleyici bir fark

gbzlenmemistir.

Dana etinden iiretilmis kiiflii sucuklardaki kiif yiikii, pili¢ eti ve dana eti karisimi
sucuklardaki kiif yiikiine oranla daha azdir, maya sayis1 i¢in ise belirleyici bir fark

gozlenmemistir.

Identifiye edilen maya tiirlerinin ¢ogu Candida cinsine aittir. Kiiflerde ise floraya

hakim kuif tiri Penicillium’dur.

Kiif gelisimini Onlemek acisindan en etkili maya tiri C.krusei’dir. Bunu
C.parapsilosis ve R.mucilaginosa izlemektedir. D.hansenii ve C.lusitaniae hi¢bir kiif

tirli lizerinde Onleyici etki gdstermemistir. P.crustosum ve P.aurantiogriseum Kiif
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tiirleri gelisimi lizerinde test edilen higbir maya gelismeyi Onleyici etki

gostermemistir.

Orneklerimiz arasindan dana ve pili¢ eti karigtmi bir sucuk &rneginde, tavuklarda
iltihapli deri hastaligina sebep olan R.mucilaginosa izole edilmistir. Bu durum

uygunsuz hammadde kullanimin1 agikca géstermektedir.

Bu c¢alismada sucukta bozulmaya sebep olabilecek maya ve kiif tiirlerinin yapay
kolajen kiliflardan ileri gelebilecegi diisiiniilmiis, fakat kiliflar iizerinde yapilan
astlama caligmalar1 sonucunda herhangi bir maya veya kiif tiiriiniin gelistigi
gbozlenmemistir. Bozulmaya sebep olan maya ve kiif tiirlerinin kontaminasyon
sonucu hijyenik olmayan iiretim kosullarindan, uygunsuz hammadde
kullanilmasindan ve elverissiz depolama kosullarindan ileri gelebilecegi

distiniilmektedir.
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EK A.1 : DRBC ve MEA ekimi yapilan maya ve kiif sayilar1 arasinda fark
olmadigini gdsteren veri analizi sonucu

UNIANOVA maya BY besiyeri
/METHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=besiyeri (TUKEY)
/CRITERIA=ALPHA(0.05)

/DESIGN=besiyeri.

Univariate Analysis of Variance

Warnings

Post hoc tests are not performed for besiyeri because there are fewer than three groups.

Between-Subjects Factors

N

besiyeri DRBC

MEA

25

25

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:maya

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model  [,002% 1/,002 ,003 ,955
Intercept 2520,697 1 2520,697 3,607E3(,000
besiyeri ,002 11,002 ,003 ,955
Error 33,547 481,699
Total 2554,247 50
Corrected Total 33,549 49

a. R Squared = ,000 (Adjusted R Squared = -,021)

UNIANOVA kuUf BY besiyeri
/METHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/POSTHOC=besiyeri (TUKEY)
/CRITERIA=ALPHA(0.05)

/DESIGN=besiyeri.

61




Univariate Analysis of Variance

[DataSet0]

Warnings

Post hoc tests are not performed for besiyeri because there are fewer than three groups.

Between-Subjects Factors

N

besiyeri DRBC

MEA

25

25

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:kif

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,016% 1{,016 ,002 ,962
Intercept 797,058 1 797,058 113,469(,000
besiyeri ,016 1],016 ,002 ,962
Error 337,174 48 7,024
Total 1134,249 50
Corrected Total 337,190 49

a. R Squared =,000 (Adjusted R Squared = -,021)
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EK B.1: API 20C AUX identifikayon sonuglari

7 API1 20 C AUX V4.0

0D GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL

E g "3

REFERENCE DATE
b2-1-1m 3ME09
COMMENT

7 EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip
Profile
HNote

Significant taxa
Candida famata

Next taxon
Candida lusitaniae

Complementary test(s)

Candida famata
Candida tropicalis

77 API 20 C AUX V4.0

O GLU GLY IKG ARA XYL

t & 1 o

REFERENCE DATE
b1-3-2Zm 31809
COMMENT

¢~ GOOD IDENTIFICATION

Strip
Profile
Note

Significant taxa
Candida krusei/inconspicua

Next taxon
Geotrichum capitatum

Complementary test(s)
Candida krusei
Candida inconspicua
Candida lambica
Candida lipolytica

API 20 C AUX V4.0
E1T6ETT1

POSSIBILITY OF Candida tropicalis

2 ID T
99.9 0.86
2% ID T
0.4 0.22
ESC {HYD.)
65%
0%

| N
1 2 4 1 2 4

ADOD XLT GAL INO SOR MDG MNAG CEL

r s L

API20 C AUX V40D
6000100

¢ XL

Tests against
RAF 75%

Tests against
LAC

HLT  20%
+ - -

|
1 2 4

1

POSSIBILITY OF Clambica OR Clipolytica

% ID T
98.9 0.91
% 1D T
T 0.52
GLUCOSEac

+

+

63

Tests against

HYPH 79%

Tests against
HYPH 95%

NAG %Yo

ERYTHRITa
0%

0%

0%

100%

0%

yapiweb

;1

HYPH 75%

INO SOR MDG MNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

5 4 @ X

b

yapiweb

0

THIAMIN
+

LAC MAL SAC TRE MLZ RAF H/FPH"

o 1

ACTIDION.R
3%

0%

0%

100%



7 API 20 C AUX V4.0

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL

t 1 1 1

6 T 5
REFERENCE DATE
02-2-d3 AMans
COMMENT

¢~ GOOD IDENTIFICATION

Strip APIL 20 C AL V4.0
Profile BFTS5B171
HNote
Significant taxa % ID
Candida parapsilosis 92.9
Next taxon % 1D
Candida famata 5.7
7 API20 C AUX V4.0
- + &+ - - - - - - =
1 a 4 1 2 4 1 2 4 1

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL

iy i Il it

G

64

IND SOR MDG MNAG CEL

gapiweb

LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

1 1 1 1

1 T 1

Tests against
HYPH 99%

Tests against

XLT 75% CEL 8%% RAF 75%

yopiweb

INO SOR MDG MAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

K il 1 b

6 0 0 0 1 0 0
REFERENCE DATE
b1-3-1m 3Mang
COMMENT
e GOOD IDENTIFICATION
Strip API 20 C AUX V4.0
Profile 6000100
Note POSSIBILITY OF C.lambica OR C_lipolytica
Significant taxa % 1D T Tests against
Candida kruseiinconspicua 98.9 0.91 HYPH79%
Next taxon % ID T Tests against
Geotrichum capitatum 0.7 0.52 HNAG 2% HYPH 95%
Complementary test{s) GLUCOSEac ERYTHRITa THIAMIN ACTIDION.R
Candida krusei + 0% + 3%
Candida inconspicua - 0% - 0%
Candida lambica * 0% - 0%
Candida lipolytica - 100% - 100%



7 API 20 C AUX V4.0

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL

L s 1

REFERENCE DATE
b1-3-3d 3MEM09
COMMENT

458 h e gare

L

" EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip
Profile
Note

Significant taxa
Candida zeylanoides

Next taxon
Candida kruseifinconspicua

£ API 20 C AUX V4.0

yopiweb

INOD SOR MDG WNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF H/FPH"

1 2 1 1 1 0 1 0 1

API20C AUX V4.0

6102100

% 1D T Tests against
99.9 0.85 HYPHT75%

% ID T Tests against
0.1 043 2KG 0% SOR 2% HYPH 79%

yapiweb

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO SOR MDG NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

t s 1 4

REFEREMCE DATE

r .

809

COMMENT

¢~ VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip
Profile
Hote

Significant taxa
Candida famata

Mext taxon
Candida lusitaniae

Complementary test(s)
Candida famata
Candida tropicalis

1 6 1 T 1 7 i 1 1

API 20 C AUX 4.0

B14677T1

POSSIBILITY OF Candida tropicalis

%o ID T Tests against
99.5 0.53 ADOD 98% XLT 75% RAF 75%

% ID T Tests against

0.3 012 ADO 95% LAC 0% HYPH 75%
ESC [(HYD.)

B5%

0%

65



— yapiweb

7 API20 C AUX V4.0

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO SOR MDG NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HFPH"

T_ 6 l 1 l 1 l 2 i 1 l 0 l 0 —T

REFERENCE DATE
02-3-3d ANE0g
COMMENT

¢~ VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip API 20 C ALY V4.0

Profile 6112100

HNote

Significant taxa % 1D T Tests against

Candida zeylanoides 99.9 052 ADO 1% HYPH 75%

Hext taxon % 1D T Tests against

Candida boidinii 01 0.05 2KG 1% XYL 89% XLT 89% HYPH100%

- yapiweb

7 API20 C AUX V4.0

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO 30R MDG NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HFPH"

T_ & l 1 l 4 l [ i 1 l T l 1 —T

REFERENCE DATE
o2-1-d1 3ME09
COMMENT

¢~ ACCEPTABLE IDENTIFICATION

Strip AP 20 C AUX V4.0

Profile B146171

HNote

Significant taxa % 1D T Tests against

Candida lusitaniae B82.8 0.52 ADOD 95% CEL 80% HYPHT75%

HNext taxon % 1D T Tests against

Candida parapsilosis 9.1 0.25 ARA 89% XYL 8%% ADO 93% HYPH 99%
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- yapiweb

77 API 20 C AUX V4.0

QO GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO SOR MDG NAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

T_ 6 l 1 l 7 l 2 i 5 i 7 l 3 —T

REFEREMNCE DATE
canet c2 3M2/09
COMMENT

¢~ VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip AP 20 C AUX V4.0
Profile 61725732
HNote POSSIBILITY OF Candida tropicalis
Significant taxa % 1D T Tests against
Candida famata 29.9 0.51 MDG 99% CEL 89%%
Next taxon % 1D T Tests against
Candida guilliermondii 0.1 0.0 ARA T9% XYL 85% MDG 88% CEL 95%
LAC 0%
Complementary test(s) ESC (HYD.)
Candida famata 65%
Candida tropicalis 0%
— gapiweb
<7 API120 C AUX V4.0
-+ * - o+ o+ + + o+ - - - - - - + + + + o+ -
1 2 4 1 2 £ 1 2 - 1 2 £ 1 2 4 1 2 = 1 2 4"

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XILT GAL INO SOR MDG MNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLEZ RAF HPH®

T_ 6 l 6 l 7 l 0 i 0 i T l 3 —T

REFERENCE DATE
03-2-2 3709
COMMENT

¢ EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip API 20 C AU V4.0

Profile BEFTOOT3

MHote Rhodo:PIGMENTATION/POSSIBILITY OF R_glutinis

Significant taxa %% 1D T Tests against

Rhodotorula mucilaginosa 2 99.9 .97

MNext taxon %% 1D T Testis against

Candida guilliermondii 0.1 0.0 2KG 97% SOR 9T% MDG 88% MNAG 99%
CEL 95%

Complementary test|s) MHITRATEa

Rhodotorula glutinis +

Rhodotorula mucilaginosa 0%
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- yapiweb

77 API 20 C AUX V4.0

B T e T T T o .
| (SO0 (SO0 () () (L ) L Y e

1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

0O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO X¥LT GAL INO SOR MDG HNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

T_ 6 l 3 l 7 _T_ G l 6 i T l 1 —T

REFERENCE DATE
namet1 3MT09
COMMENT

¢~ VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip API 20 C AUX V4.0
Profile B3ITEBET
Note POSSIBILITY OF Candida tropicalis

Significant taxa % ID T Tests against

Candida famata 99.9 0.61 MAG 99% RAF T75%

Hext taxon e ID T Tests against

Candida guilliermondii 0.1 0.0 XYL 85% MNAG 99% LAC 0% RAF 95%

Complementary test(s) ESC (HYD.)

Candida famata 65%

Candida tropicalis 0%

- yapiweb

7 API 20 C AUX V4.0
-+ o+ + + - + + + -+ o+ + + - + + 0+ + -
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 i 2

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL

t ¢ L 5 1 4

i 6 l 3 l 7 l 1

INO SOR MDG MNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPRH®

REFERENCE DATE
o1-1x2 3709
COMMENT

¢~ VERY GOOD IDENTIFICATION TO THE GENUS

Strip
Profile
MNote

Significant taxa
Candida famata
Candida guilliermondii

MHext taxon
Candida lusitaniae

Complementary test(s)
Candida famata
Candida guilliermondii
Candida tropicalis

API 20 C AUX V4.0
B37TB3ITA
POSSIBILITY OF Candida tropicalis

%% 1D T Tests against

T8.4 0.83 RAF 75%

21.3 0.68 XYL 85% RAF 95%
% 1D T Tests against

0.2 0.39 ARA 1% XLT 20%
ESC (HYD.) dMELa

65% 19%

932% 89%

0% 0%
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<7 AP 20 C AUX V4.0

o GLU GLY  2KG ARA XYL

ADD XLT GAL

T_ 6 l 1 l 1 i (i3 i T i

REFERENCE DATE
o1-3-d1 3IM709
COMMENT

¢~ ACCEPTABLE IDENTIFICATION

Strip
Profile
MHote

Significant taxa
Candida famata

Hext taxon
Candida lusitaniaes

Complementary test(s)
Candida famata
Candida tropicalis

7 API 20 C AUX V4.0

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL

t ¢ 1L 5 1

REFERENCE DATE
893-1-3 3M709
COMMENT

AP 20 C AUK W40
BE1168771
POSSIBILITY OF Candida tropicalis

%o 1D T Tests against
83.1 0.5
% ID T Tests against
16.8 0.38 LAC
ESC (HYD.)
65%
0%
+ - + - + + + + + +
| N e .
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1

s L 0+ 1 ;1

¢~ EXCELLENT IDENTIFICATION

Strip
Profile
HNote

Significant taxa
Candida famata

Hext taxon
Candida guilliermondii

Complementary test{s)
Candida famata
Candida tropicalis

API20 C AUX V4.0
BE3567T1
POSSIBILITY OF Candida tropicalis

XLT 75% GAL 99% RAF

gapiweb

INC SOR MDG MNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPHY

;1 1

T5%

0% HYPH T5%

yapiweb

INO S0R MDG HNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

r . 1

0% RAF 95%

% ID T Tests against

99.9 0.81 XLT 75% RAF T75%

% 1D T Tests against

0.1 0.01 XYL 85% XLT 92% LAC
ESC (HYD.)

65%

0%
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- yopiweb

<7 AP1 20 C AUX V4.0

O GLU GLY 2KG ARA XYL ADO XLT GAL INO S0R MDG MNAG CEL LAC MAL SAC TRE MLZ RAF HPH"

‘L 6 l 7 l 5 l [ i 1 i 3 l 1 -T

REFERENCE DATE
63-1-2 31709
COMMENT

" GOOD IDENTIFICATION

Strip API 20 C AUX V4.0

Profile BT56131

Mote

Significant taxa % 1D T Tests against

Candida parapsilosis 96.1 0.54 TRE 93% HYPH 9%%

Mext taxon % 1D T Tests against

Candida famata 3.6 042 XLT 75% CEL 8%% TRE 96% RAF T5%
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