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01. Genel Bilgiler

Maya — kiif sayis1 acikta pazarlanan, iiretim teknolojisi geregi paketleme isleminden 6nce agik
havaya maruz kalan, {irlin pastorize olsa dahi ambalaj materyalinden bulagma olabilen, yikama
ve sogutma/dondurma disinda teknolojik islem goérmeyen gidalar i¢in 6nemli bir kalite
gostergesidir. Baharat gibi toprakla temasi fazla olan ve yikama dahi yapilmadan sadece
ogiitiiliip ambalajlanan tiriinlerde kiif sayis1 oldukca yiiksek iken, sekerli iirlinlerde daha ziyade
maya hakimdir.

Gida mikrobiyolojisi ile ilgili standartlarda genel olarak toplam maya ve kiif sayis1 beraberce
ele alimir. Bu deyim, toplam bakteri sayiminda oldugu gibi uygun bir besiyerinde uygun
inkiibasyon kosullart sonunda koloni olusturabilen maya ve kiif hiicrelerinin toplam sayisini
verir. Genel olarak maya ve kiifler i¢in yaygin kullanilan besiyerleri ile yapilan analizlerde bu
iki grup mikroorganizma kolaylikla gelisebilirken, bakterilerin geliserek koloni olusturmalari
basta yiiksek asitlik veya antibiyotik kullanimi ile engellenir.

Maya — kiif hakkinda daha fazla genel bilgi i¢cin burayi tiklayin.

02. Standart Analiz Yontemi

Cogu standartta toplam maya ve kiif sayisi1 dikkate alinirken, oOzellikle ticari iligkilerde
azimsanmayacak boyutta olmak {izere maya ve kiif sayilarinin ayr1 ayri ele alinmasi da
miimkiindiir. Bu kosulda ya bu iki grup mikroorganizmanin adi gegen besiyerlerinde koloni
morfolojileri dikkate aliarak ayr1 sayimlari yapilir ya da amaca uygun olarak farkli besiyerleri
kullanilabilir. Ornegin, sadece mayalarin gelismesi isteniyor ise besiyeri bilesimine %0,25
konsantrasyonda sodyum propionat katilarak kiif gelismesi baskilanabilir.

Toplam maya-kiif sayimi igin genel olarak 25-28 °C (baz1 kaynaklara gore 20-22 °C) ve 5 giin
stiren aerobik inkiibasyon yapilir. Asirt kiif miseli gelismesi neticesinde sayim gii¢ligi
olacagindan, sayim sonuglar1 3. giiniin sonundan itibaren alinabilmektedir. Prensip olarak bu
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stirenin sonunda maya ve Ozellikle kiif gelisimi gozlenmemigse inkiibasyona 48 saat daha
devam edilmektedir. Kiiflerin, mayalara gore daha ge¢ koloni olusturmasi, kiif kolonilerinin
yayilarak daha once gelismis maya kolonilerini 6rtmesi gibi nedenlerle maya kolonilerinin
onceden sayilmasi ve/veya petri kutusunda isaretlenmesi yararli bir uygulamadir.

Maya-kiif saymm icin kullanilan besiyerlerinde bakterilerin gelismesi ortamin asitlendirilmesi
veya antibiyotik kullanimu ile 6nlenebilir. Asit olarak filitre ile sterilize edilmis %10' luk tartarik
asit veya laktik asit kullamlir. Asit, sterilize edilmis ve 45 °C' a kadar sogutulmus ve siv1 halde
tutulan besiyerine ilave edilir. Ilave edilecek miktar 6n denemelerle saptanabilir ve ayni besiyeri
icin her zaman ayni asit ayn1 miktarda katilabilir. Asit ilavesinden sonra dondurulan besiyeri
higbir sekilde yeniden eritilmez. Antibiyotik olarak klortetrasiklin hidrokloriir kullanimi
onerilir. Bu antibiyotik %1 konsantrasyonda hazirlanip filitre ile sterilize edilir. Karanlikta ve
+4 °C' da olmak lizere en uzun 1 ay depolanabilir. Antibiyotik son konsantrasyonu 40 ppm
olacak sekilde, sterilize edilip 45 °C' da sivi halde tutulan besiyerine ilave edilir. Maya-kiif
saymmi i¢in kullanilacak tiim besiyerlerine asit veya antibiyotik katilacak diye bir kural yoktur.
Baz1 besiyerlerinde zaten antibiyotik vardir ve/veya besiyerinin kendisi zaten yeterince asitlidir.

Gidalarda maya ve kiiflerin sayimi i¢in Oxytetracyclin Glucose Yeast Agar (Merck 1.10877)
Potato Dextrose Agar (Merck 1.10130), Malt Extract Agar (Merck 1.05398), Wort Agar (Merck
1.05448), Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Merck 1.00467), Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol (DRBC) Agar (Merck 1.00466), siit ve iiriinlerinin analizi i¢in Yeast extract
Glucose Chloramphenicol Agar (Merck 1.16000), diisiik su aktiviteli gidalardaki kserofil
kiiflerin saymu i¢in Dichloran Glycerol (DG 18) Agar (Merck 1.00465) en yaygin kullanilan
besiyerleridir.

Sayim standart yayma veya dokme kiiltiirel sayim yontemi ile yapilir. Dokme yontemi ile
calisildiginda termal soklardan sakinmak igin besiyeri sicakligmim 45 °C 1 gegmemesine
dikkat edilmelidir. Yayma kiiltiirel sayim yontemi kullanilmasinin, besiyeri yiizeyinde maya
ve kiiflerin daha hizli liremesi, diizglin ve standart koloni olusumu, sayim sonrasi izolasyon
identifikasyon kolaylig1 nedeniyle daha avantajli oldugu belirtilmektedir.

Kiiflerin sayiminda EMS yontemi pratik olarak kullanilmamakla beraber, maya sayiminda bu
yontem kullanilmaktadir ve asagida ozmofilik maya sayimi boliimiinde bu konuda &rnek
verilmistir.

Maya — kiif hakkinda daha fazla analiz bilgisi i¢in buray tiklayin.

03. Ozel Gruplarin Sayimi

Ozmofilik — ozmotolerant maya sayimi 6zellikle ve basta elma suyu konsantresi olmak iizere
meyve suyu konsantrelerinde hemen hemen en Onemli hatta tek mikrobiyolojik kalite
kriteridir. Bu grup mayalar meyve suyu konsantrelerinde geliserek iirlinde bozulmalara neden
olmaktadir. Ozmofilik — ozmotolerant mayalarin beraberce sayiminda %50 Glikoz Broth
besiyeri kullanilarak EMS yontemi ile sayim siklikla kullanilmakla beraber, Uluslararasi
Meyve Suyu Federasyonu (IFU) her iki grubun ayr1 sayimini 6nermektedir.

Bugday ve diger tahillar, findik vb. {irlinlerde kiiflii dane sayimi ¢ogu kere bagvurulan bir kalite
gostergesidir. Temel olarak kif gelisimine uygun bir besiyerine analizi yapilacak ornekten
yeteri sayida dane dogrudan Onceden Petri kutusuna dokiilmiis ve katilasmis besiyerine
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yerlestirilir. Bu islemde danenin tiimiiniin besiyeri ile temas etmesine Ozen gosterilir.
Inkiibasyon sonrasinda Petri kutusuna ekilmis daneler icinde kiif gelisimi olanlarin sayisi
toplam ekilen dane sayisina boliinerek yiizde kiiflii dane sayisi hesaplanir. Bu uygulamada kiif
kolonilerinin birbirine karismasinin ve buna bagli olarak sayim giicliigii ile karsilasiimasinin
Onlenmesi amaci ile inkiibasyonun genellikle {i¢iincii gliniinde steromikroskop ile Petri kutusu
incelenir ve mikrokoloni olusturan daneler sayilir.

Howard Lamu ile kiiflii saha saymm ozellikle salca ve ketcap gibi domates iiriinlerinde
kullanilan hammaddenin kalitesi hakkinda bilgi veren bir sayim yontemidir. Bu yontem meyve
sularinda da uygulanmaktadir. Howard lami1 sayim yontemi i¢in burayi tiklayin.

Thoma lam1 ise mayalarin fermantasyon amaci ile kullanildig1 liretimlerde (bira, sarap, vs.)
maya sayisinin hizli bir sekilde belirlendigi mikroskobik bir sayim yontemidir. Diger
mikroskobik sayim yontemlerinden farkli olarak canli hiicre sayis1 belirlenebilir. Thoma lam1
sayim yontemi i¢in buray tiklayin.

04. Kullanilan Besiyerleri

04.01. Yeast extract Glucose Chloramphenicol Agar (Merck 1.16000)

Dehidre besiyeri 40 g/1 olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121 °C' da
15 dakika sterilize edilir ve steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri
berrak sar1 renklidir ve buzdolabinda 4 ay, oda sicakliginda 2 hafta depolanabilir. Besiyeri
bilesimindeki kloramfenikol refakatci floranin gelisimini baskilar. Besiyerinin diger maya-
kiif besiyerlerine gore ¢ok biiylik bir hazirlama kolaylig1 antibiyotigin bilesimde olmas1 ve
otoklav sonrasi baska bir katkiya gerek duyulmamasidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile
1000 petri kutusu hazirlanir.

04.02. Malt Extract Agar (Merck 1.05398)

Dehidre besiyeri 48 g/l olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121 °C' da
10 dakika sterilize edilir ve steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri
berrak sarimsi renklidir ve buzdolabinda 2 ay depolanabilir. Otoklavda sterilizasyon sirasinda
asirt 1sitmadan kagmilmalidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 833 petri kutusu
hazirlanir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢in burayr tiklayin.

04.03. Potato Dextrose Agar (Merck 1.10130)

Dehidre besiyeri 39 g/l olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak eritilir, 121 °C' da otoklavda
15 dakika sterilize edilir ve steril petri kutulara 12,5' er ml dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri
berrak acik sar1 renklidir ve buzdolabinda 2 ay depolanabilir. Asitlendirme isteniyor ise (pH
yaklagik 3,5) su banyosunda tutulan besiyeri sicakhigi 45-50 °C' a distiigiinde filitre ile
sterilize edilmis %10 tartarik asitten 14 ml ilave edilir, karistirilip yine steril petri kutularina
12,5" er ml dokiiliir. Asitlendirilmis besiyeri tekrar eritilemez. Analiz edilecek Ornekte
refakat¢i flora olarak bakteri yiikii fazla degilse ve/veya onemli degil ise PDA besiyeri
asitlendirilmeden de kullanilabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1040 petri kutusu
hazirlanir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.
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04.04. %50 Glucose Broth

Meyve suyu konsantrelerinde ozmofilik/ozmotolerant maya sayimi i¢in kullanilan bu
besiyerinin hazir ticari preparati yoktur. Ancak laboratuvarda rahatlikla hazirlanabilir. Su ile 1
litreye isaretlenen bos erlene 500 g glikoz (Merck 1.08342), %0,5 olacak sekilde 5 g maya
ekstraktr (Yeast Extract ; Merck 1.03753) ve isaretlenmis yere kadar distile su ilave edilir.
Isitilarak ve karigtirilarak eritilir. Tiplere 10' ar ml dagitildiktan sonra 121 °C' da 15 dakika
sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve kahve renklidir. Buzdolabinda 2 aya kadar
depolanabilir. Bilesimdeki yiliksek glikoz konsantrasyonu nedeni ile bu besiyerinde
ozmofilik/ozmotolerant mayalar disindaki refakat¢i flora gelisemez. Ozmotik soktan
sakinmak icin %20 glikoz kullanilarak yapilan seyreltmeden sonra standart EMS yontemi ile
ekim yapilir ve tiiplerin iizeri 2 cm olacak sekilde (yaklasik 4 ml) steril kat1 parafin (Merck
1.07158) ile ortiiliir ve 30 °C' da 10 giine kadar inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda gaz
olusumuna bagl olarak parafin tabakasmin yukari itilmesi pozitif olarak degerlendirilir.
Ekimi bitirilmis tliplere kat1 parafin ilavesi zor ve zahmetli bir uygulamadir. Kullanilacak
pipetin dnceden bunzen bekinde 1sitilmasi ile kati parafinin pipet i¢inde donmas1 dnlenebilir.

04.05. Oxytetracyclin Glucose Yeast (OGY) Agar (Merck 1.10877)

Basta gida olmak iizere her tiirlii materyalde maya ve kiiflerin belirlenmesi ve sayimmi igin
kullanilir. Dehidre besiyeri 30 g/l konsantrasyonda olacak sekilde destile su iginde 1sitilarak
eritilir ve otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasinda 50 °C ‘a sogutulan
besiyerine 2 sise/l OGY selektif katkist (Merck 1.09877) ya da 1 ml/l gentamicin ¢ozeltisi
(Merck 1.11977) ilave edilir, karigtiritlir ve petrilere dokiilir. OGY katkis1 oxytetracycline
bilesimindedir. Bu besiyeri 0Ozellikle tereyaginin rutin analizi i¢in Onerilmektedir. Digki
analizlerinde Enterobacteriaceae familyasi liyelerinin daha iyi baskilanmasi i¢in oxytetracycline
yerine gentamicine kullanilmalidir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri hesabi
ile 1333 petri hazirlanir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri i¢in 33 sise OGY katkisina gerek
vardir. Bu katki 15 sise/kutu olarak pazarlanmaktadir. Yine 500 ml dehidre besiyeri igin
gereken gentamicine ¢ozeltisi ise 17 ml ‘dir. Bir sise gentamicine ¢ozeltisinde 10 ml
bulunmaktadir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢cin buray: tiklayin.

04.06. Wort Agar (Merck 1.05448)

Ozellikle mayalar icin gelistirilmis bir besiyeridir. Dehidre besiyeri 55 g/l konsantrasyonda
olacak sekilde destile suda isitilarak eritilir, otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir.
Bakteri gelismesinin engellenmesi i¢in pH ‘nin 3,5 ‘e diisiiriilmesi isteniyor ise 50 °C ‘a
sogutulup filitre ile sterilize edilmis %10 laktik asit ¢ozeltisinden 12 ml/l olacak sekilde ilave
edilir, karigtirilir ve petri kutularina dokiiliir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 727 petri
kutusu hazirlanir. Laktik asit (Merck 1.00366) %90 konsantrasyonda ve 500 ml olduguna gore
1 sise laktik asit 500 g olan 41 kutu dehidre besiyeri i¢in yeterlidir. Bu besiyeri hakkinda daha
fazla bilgi i¢in burayi tiklayin.

04.07. Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck 1.00467)
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Ozellikle proteinli gidalarda maya ve kiif saymmi icindir. Dehidre besiyeri 32,2 g/litre
konsantrasyonda olacak sekilde destile su i¢inde kaynatilarak eritilip, otoklavda 121 °C ‘da
15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri pembe — kirmizi renklidir. Karanlikta ve
buzdolabinda olmak kaydi ile 1 hafta depolanabilir. Besiyeri pH ‘s1 notr olmakla beraber,
bakteri gelisimi chloramphenicol ile baskilanir. Rose — bengal ise kiiflerin yayilict koloni
olusturmasini engelleyerek sayimi kolaylastirir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 12,5
ml/petri hesabr ile 1242 petri hazirlanir.

04.08. Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar (Merck 1.00466)

Gidalarda bozulma yapan maya ve kiiflerin saymm igindir. Dehidre besiyeri 31,6 g/litre
konsantrasyonda olacak sekilde destile su i¢inde kaynatilarak eritilip, otoklavda 121 °C ‘da
15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve pembe renklidir. Karanlikta ve
buzdolabinda olmak kaydi ile 1 hafta depolanabilir. Dichloran kolonilerin yayilmasini
engelleyerek sayimi kolaylastirir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri hesabi
ile 1265 petri hazirlanir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢cin buray: tiklayin.

04.09. Dichloran Glycerol (DG 18) Agar (Merck 1.00465)

Ozellikle diisiik su aktiviteli kuru ve yar1 kuru gidalarda kserofil ve kserotolerant kiiflerin
sayimi i¢indir. Dehidre besiyeri 31,6 g/litre konsantrasyonda destile su i¢inde kaynatilarak
eritilir, tizerine 175 ml/l olacak sekilde gliserol (Merck 1.04092) ilave edilip, otoklavda 121
°C ‘da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri amber renkli ve hafif opalessenttir.
Karanlikta ve buzdolabinda olmak kayd: ile 1 hafta depolanabilir. Besiyerine %18 gliserol
ilavesi su aktivitesini 0,99 ‘dan 0,95 ‘e disiiriir. Diisiik su aktivitesi ve chloramphenicol
bakteri gelismesini engeller. Dichloran kolonilerin yayilmasini engelleyerek sayimi
kolaylastirir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri hesab1 ile 1265 petri
hazirlanir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢in burayr tiklayin.
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