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Margarinde Yiiksek Sicakhiga Dayamkh Kiiflerin izolasyonu,

Tanimlanmasi ve Isil Direnclerinin Belirlenmesi'

A. S. Demirci M. Aric1

Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii, Tekirdag

Bu ¢alismada Trakya bolgesinde faaliyet gosteren bir margarin iiretim tesisinde problem olusturan kiifler
izole edilmis ve tanimlanmigtir. Ayrica bu kiiflerin 1s1l direngleri incelenmistir. Aragtirmada margarin tiretim
tesisi kullanma suyu ve margarinlerden, 1sil dirence sahip farkli iki kiif izole edilmis, bu izolatlarin
tanimlanmasi yapildiktan sonra farkli sicakliklardaki 1sil direngleri incelenmistir. Kiif izolatlar1 makroskobik
ve mikroskobik ozellikleri dikkate alinarak yapilan analizlerin sonucunda sicakliga dayanikli, dogada gok
yaygin olarak bulunan ve insan ve hayvanlarda enfeksiyona sebep olan Aspergillus fumigatus ve
Paecilomyces variotii olarak tanimlanmistir. Isil direngle ilgili analiz sonuglarma gore; Aspergillus
Sfumigatus’un 95°C’de 15 dakika, Paecilomyces variotii’nin ise 90°C’de 10 dakikalik 1s1l isleme dayanikli
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimler: Aspergillus fumigatus, Paecilomyces variotii, 151l direng

Isolation, Identification of Heat Resistant Moulds in Margarine and
Determination of Their Heat Resistance

In this study, moulds that cause problems in a margarine production plant which is located in Trakya
region have been isolated and identified. In addition to, their heat resistance and lipolytic activity were
studied. For this purpose, margarine samples from various production lots and process water samples from
production plant were taken aseptically, transported immediately to the laboratory and analyzed. In this
research, two different heat resistant mould strains have been isolated from margarines and process water.
After identification of this moulds, their heat resistances at different temperatures have been investigated.
Mould isolates were identified as heat resistant Aspergillus fumigatus, Paecilomyces variotii based on
macroscopic and microscopic features. To this analyses results about thermal resistance, Aspergillus
fumigatus and Paecilomyces variotii were ability to survive heat treatment at 95°C 10 minutes and 90°C 10
minutes, respectively.
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' Bu makale A. Siikrii Demirci’nin Yiiksek Lisans Tezinden hazirlanmistir.

269



Tekirdag Ziraat Fakiiltesi Dergisi
Journal of Tekirdag Agricultural Faculty

Giris

Isil isleme dayamikli kiifler, kisa siireli
sicaklik uygulamalarma ve gida {iretim
proseslerindeki ¢esitli 1s11 islemlere direng
gostererek yasamlarini stirdiiren
mikroorganizmalardir. Uygulanan 1s1l
islemlerden 1s1ya dayanikl kiifler, askosporlari
sayesinde etkilenmeyerek canliliklarini
siirdiirmektedir (Aydin ve ark., 2005).

Yiiksek sicakliga dayanikli kiifler sanayide
uygulanan bazi 1s1l proseslere (pastorizasyon,
termizasyon) gostermis olduklar1 direng ile 1s1l
islemi gormiis son {irlinlerde, gOdriiniim
degisikligi, bombaj, aroma ve lezzet kaybi gibi
bozulmalara ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Beuchat ve Rice 1979, Butz ve
ark., 1996, Ku ve Hang 1994). Bozulmaya yol
acan en tanminmis 1stya direngli kiif tiirleri
Byssochlamys  fulva, Byssochlamys nivea,
Neosartorya  fischeri, Talaromyces flavus,
Talaromyces macrosporus ve Talaromyces
avellaneus’tur. Istya dayanikl kiifler gidalarda
bozulma ve ekonomik kayiplarmm yani sira
iirettikleri mikotoksinler ile de insan sagligini
dogrudan olarak ilgilendirmektedirler.

Istya dayanikli iiriinlerin en ¢ok tespit
edildigi {iriinler, meyve sulari, meyveli jel
seklindeki bebek gidalari, sarap, siit ve siit
iiriinleri (peynirler, krema vb.), domates salcasi
ile unlu mamuller olarak bildirilmektedir
(Anonymous, 2001; Samson ve ark., 2002; Pitt
ve Hocking, 1997; Anonymous, 1998).

Sicaklik uygulamalarina bagh inaktivasyon
caligmalar1 en ¢ok B. nivea, B. fulva, N. fischeri
ve Talaromyces tirlerinde (T. flavus ve T.
macrosporus) gerceklestirilmistir. Bagermann
ve Samson (1988), 1siya dayanikli kiiflerin
kendi arasinda, 1stya daha dayanikli suglarin
bulundugunu, 6zellikle Neosartorya fischeri ve
Talaromyces flavus’un diger 1stya dayanikli
kiiflere oranla daha direngli olduklarin1 ve

100°C’de 30 dakikadan fazla siirede
canliliklarini muhafaza ettiklerini
bildirmektedir.

Ugwuanyi ve Obeta (1991)’nin yapmis
olduklar1 ¢alismada, toprak ornekleri ve mango
meyvesinde 1siya dayanikli  kiif varligim
arastirmislar ve belirlenen bu kiifler N. fischeri,
N.fischeri var. spinosa, A. flavus, P. citrinium
ve Paecilomyces variotii olarak tanimlanmustir.

Jesenska ve ark. (1993) yaptiklari
aragtirmada toprak drneklerinden izole edilen A.
Sfumigatus ve diger kiifler 60-70-80-90°C’lerde

270

Demirci ve Arict, 2006 3(3)

1s11 muameleye maruz birakmiglar ve A.
fumigatus’un 80°C’de 60 dakika sonunda canli
kaldigimm  fakat 90°C’de 10  dakikalik
muamelenin  sonunda tamamen inaktive
oldugunu tespit etmislerdir.

Kotzekidou (1997) bozulmus Kkonserve
domates piiresinden izole ettigi 1siya dayanikli
kif kiltiirleri {izerinde yaptigi ¢alismada; Bu

kiiflerin 90°C’deki Olim zamanlarini
Byssochlamys  nivea igin 1,5  dakika,
Byssochlamys  fulva i¢in 8,1 dakika ve

Neosartorya fischeri icin 4,4-6,6 dakika olarak
bulmustur.

Bu aragtirmada, margarinlerde 1s1l direnci
yiiksek kiiflerin varligi, izolasyonu,
tanimlanmasi, kiiflerin insan sagligina etkileri
ve 151l direnglerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Aragtirmada materyal olarak bir margarin
tiretim tesisi kullanma suyu ve margarinlerden
izole edilmis kiif izolatlar1 kullanilmustir.

Isiya Dayamkh Kiiflerin Izolasyonu:
Istya dayanikli kiiflerin izolasyonu Beuchat ve
Pitt (2001)’in 6nerdigi metoda gore yapilmustir.
Margarin belirli oranlarda saf su ile karistirilip
homojen  hale  getirilmistir. ~ Karigtirma
isleminden sonra; kaba yayillmis haldeki
karigim sizint1 olmayacak kapali sekilde 75°C —
80°C arasinda 1,5 saat su banyosuna
birakilmistir. Homojen yapmin korunmasi
acisindan 75°C’de en azindan 30 dakika
tutulmustur. Isitma  isleminden sonra;
homojenize edilmis drnekler petri kaplarindaki
Potato Dextrose Agar (PDA) veya Malt Extract
Agar (MEA) iizerine yayma yOntemiyle
ekilmiglerdir. Petri kaplar1 kurumay1
engelleyecek sekilde inkiibatore 30°C’de 30
giine kadar birakilmis, canli kalan askosporun
cimlenmesi  saglanmistir ve 7-10 giin
inkiibasyondan sonra ¢imlenen sporlar koloni
olusturmaya baglamistir. Buna karsilik 1siya
dayaniksiz, zayif askosporlar koloni olusturmak
icin daha fazla zamana ihtiya¢ duymuslardir. 30
giinliik inkiibasyon siiresiyle kiiflerin olgunlasip
spor olusturmasina imkan saglanmis, bdylece
tanimlanmalar1 imkan dahilinde olmustur.

Kiiflerin Tammlanmasi: izolatlarin saf
kiiltiirleri  elde  edildikten sonra  petri
kutularindaki PDA, MEA ve Czapek Dox Agar
(CDA) besi yerlerine {i¢ nokta ekimleri
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yapilarak 25°C’de 3-5 giin inkiibe edilmislerdir.
Geligimlerini tamamlayan kiif kolonilerinin
tamimlanmalari, makroskobik ve mikroskobik
ozellikler g6z Oniine alinarak yapilmustir.
Makroskopik incelemede; koloni goriiniimii
(diiz, balmumu, kadife, pamuk veya yiin
manzarasi seklinde  goriiniim),  koloni
biyiikliigli, yiizeyin Dbasik, kiimelenmis,
gobekli, halkali, catlakli olup olmadigi,
Orgiistiniin tiiylii, tozlu ve taneli, deri gibi olup
olmadigy, yiizey veya besi yerinin altindan rengi
incelenmigtir. Mikroskobik goriiniimde ise,
hiflerin yapisi, septali olup olmadigi, sekli,
uclarinda tireme ile gorevli yapilarin bulunup
bulunmadigi, bulunuyorsa bunlarin ince yapisi
mikroskopta incelenmistir (Harrigan ve ark.,
1966; Erbakan, 1989).

Kiiflerin Sicakhikla Muamelesi: Tiip
icinde hazirlanan kiif sporlar1 siispansiyonu
sicaklik kontrollii su banyosunda 80, 85, 90, 95,
100°C’lik  sicakliklarda sirasiyla 5, 10, 15
dakikalik  siirelerde 1s1l  isleme maruz
birakilmigtir. Isil islemden sonra tiipler buzlu
suya almarak sogutulmus ve ekimleri
yapilmuistir.

Sekil 1 Aspergillus fumigatus’un CDA
besiyeri iizerindeki koloni gelisimi.

Paecilomyces variotii kolonileri besi yerleri
iizerinde hizli bir sekilde gelisme gostermis ve
3 gln icerisinde olgunluga erismistir.
Paecilomyces variotii’nin termofilik bir kif
oldugu ve 50-60°C’lerde iyi gelisme gosterdigi
saptanmugtir. Koloniler diiz, yassi, toz halinde
ve kadife yapida gozlemlenmistir. Koloni rengi
baslangicta beyaz, zamanla sari, sari-yesil, sari-
kahverengi-zeytin kahverengi, pembe veya mor
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Bulgular ve Tartisma

Izole edilen kiif tiirleri makroskobik ve
mikroskobik  Ozellikleri  dikkate alinarak
Aspergillus fumigatus ve Paecilomyces variotii
olarak belirlenmistir

Aspergillus fumigatus kolonilerinin yiizeyi
PDA iizerinde 25°C’de fiime gri—yesil bir renk
olusturmustur. Alt kismi solgun sar1 bir renk
olarak gorilmiistiir. Daha olgun kolonilerde gri
renge dogru bir doniislim gozlenmistir. CDA
iizerindeki gelismede ise kolonilerin yiizeyi
mavi-yesil bir goriintii almistir. Her iki besi
yerinde de ¢ok hizli bir sekilde gelisme
gostermistir. Gelisen koloniler makroskopik
olarak ipliksi, ylnlii, pamuksu, ince tiiylii ve toz
seklinde bir yapida goriilmiistiir.

Aspergillus  fumigatus'un  mikroskobik
goriinlimiinde ise hifler bolmeli ve seffaf
(renksiz) bir yapida gdozlemlenmistir. Konidial
baglar1 400x500 pm biiyiikligiinde 6l¢iilmiistiir.
Konidiosporlar diiz ve piirlizsiz yapida,
renksiz, 300 um uzunlugunda ve u¢ bolgelerde
konik sekilli (20-30 pm ¢apinda) keseciklere
sahip bir goriinti arz etmistir. Sekil 1’de
Aspergillus  fumigatus’un  CDA  besiyeri
tizerindeki koloni gelisimi, Sekil 2’de ise

mikroskobik goriiniimii verilmistir

eki Aspergillus fuigatu’un
mikroskobik goriiniimii (x200)

renge dogru doniigimler gostermistir. Olgun
kiiltiirlerde tathh bir koku hissedilmistir.
Kolonilerin alt taraflar kirli beyaz, solgun sar1
veya kahverengi renklerinde goriilmiistiir.
Paecilomyces  variotii'nin  mikroskobik
goriiniimiinde ise; bolmeli seffaf-renksiz hif,
konidiospor, kese, konidia ve klamidosporlar
gozlemlenmistir. Konidiosporlar (3-4 um
genisliginde ve 400-600 pm uzunlugunda) dall
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Sekil 3 Paecilomyces variotii’nin CDA
besiyeri lizerindeki koloni geligimi.

bir yap1 gosterdigi ve uglarinda keseler
tagidiklari saptanmustir. Sekil 3’de
Paecilomyces  variotii'nin CDA  besiyeri
tizerindeki koloni gelisimi, Sekil 4’de ise
mikroskobik goriiniimii verilmistir.

Aspergillus  fumigatus ve Paecilomyces
variotii’nin 1s1l muameleye gosterdikleri direng
degerleri Cizelge 1 ve Cizelge 2’de verilmistir.
Cizelge 1’den de goriilecegi gibi Aspergillus
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Sekil 4 Paeciloyces vartii nin
mikroskobik goriiniimii (x400).

fumigatus askosporlart 80, 85 ve 90°C’lik
sicakliklarda 30 dakika sonunda canli
kalabilmis, 95°C’de 15 dakikanin sonunda
inaktive olmuslardir. Fakat 100°C’lik sicakliga
askosporlarin higbirisi dayanamamigstir. 80 ve
85°C’lik  muamelelerde  15-20  dakikalar
arasinda askospor konsantrasyonunda ciddi bir
degisim olmamustir.

Cizelge 1. Aspergillus fumigatus MAO1’in farkli sicaklik ve siirelerde belirlenen 1s1l direnci.

Askospor (kob/ml) Sicakhik (°C)
Zaman (dak.) 80 85 90 95 100
0 3,5x10° 3,1x10° 3,7x10° 3,6x10° 3,4x10°
5 5,2x10* 3,7x10" 3,1x10° 2,1x10° -
10 8,2x10° 5,6x10° 7,3x10° 1,6x107 -
15 6,4x10° 6,2x10° 5,8x10° 6x10° -
20 2x10° 1,7x10? 1,4x10 - -
30 3x10 1,5x10 3 - -
Paecilomyces variotii de A. fumigatus’a tamaminin inaktive oldugu belirlenmistir.

uygulanan ayni sicaklik ve stirelerde 1s1l isleme
tabi tutulmustur. Paecilomyces variotii’nin 1s1l
isleme Aspergillus fumigatus’a nazaran daha
dayaniksiz oldugu ve maksimum 90°C’de 10
dakikalik muameleye dayanabildigi tespit
edilmistir. Bu silire sonunda askosporlarin

80°C’lik 1s1l islemde 5-10 ve 15-20 dakikalar
arasinda canli kalan askospor sayisinda ciddi
bir degisim olmamustir. 85°C’de baslangigtaki
konsantrasyon 5 dakika sonunda yaklasik yari
yartya azalmigtir. 90°C’de askosporlar 10
dakikaya kadar direng¢ gosterebilmistir.

Cizelge 2. Paecilomyces variotii MA 02’nin farkl sicaklik ve siirelerde belirlenen 1s1l direnci.

Askospor (kob/ml) Sicaklik (°C)

Zaman (dak.) 80 85 90 95 100
0 8x10° 10° 9x10° 1,1x10° 1,2x10°
5 9,2x10° 6,3x10° 3,4x10° - -
10 2,4x10° 3,5x10° 2x10° - -
15 4,1x10° 1,8x10° - - -
20 2,3x10° 6x10 - - -
30 5 2x10 - - -
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Sonug¢

Bir¢ok antimikrobiyel katki maddeleri ile
1s1 uygulamalarina direnglilik gosterebilen 1siya
dayanikli kiifler diger kiifler arasinda gida
sanayi acisindan 6zel bir dneme sahiptir. Bu
bakimdan; 1siya dayanikli kiiflerin, iirettikleri
metabolitler ve mikotoksinler ile halk sagligina
verdikleri zarar ve gidalarin bozulmalarindan
kaynaklanan ekonomik kayiplar bu konuyu ¢ok
onemli ve hassas bir mevzu haline getirmistir.
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