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2014 ve 2015 yillarini kapsayan bu ¢alismada, Tokat ve Nevsehir Yoresi Narince
siralarinin - spontan fermantasyonu sirasinda ortamda bulunan S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan mayalar izole edilmistir. izole edilen mayalar PZR-RFLP
analizleri ve mayalarin 26S rRNA D1/D2 gen bolgelerinin DNA dizi analizi ile
tanimlanmigtir. Tammlanan bazi mayalarin beyaz sarap dretimi igin 6nemli bazi teknolojik
Ozellikleri belirlenmis ve Narince sarabinin Uretiminde kullamlabilecek potansiyel starter
kaltir mayalar: belirlenmeye calisiimigtir. Narince Gzimlerinden ve ziim sirasinin spontan
fermantasyonu sirasinda ortamdan 124 adet Saccharomyces spp. olmayan maya ve 141 adet
S. cerevisiae olmak Uzere toplam 265 maya tammlanmigtir. 10 maya cinsine ait 12 maya
tird tammlanmis, bunlar: H’spora uvarum, H’spora guilliermondii, S. cerevisiae, T.
delbrueckii, W. anomalus, P. kluyveri, 1. terricola, 1. orientalis, P. occidentalis, L.
thermotolerans, Metschnikowia spp. ve C. zemplinina’ dir. Teknolojik 6zellikleri belirlenen
izolatlar arasindan 1281, 1088, 1044 kodlu S. cerevisiae izolatlar: ile 214 T. delbrueckii,
773 kodlu H’spora uvarum izolatlari, yiiksek etanol ve SO, toleransi, 15°C’de yogun
gelisebilme, duslik veya orta derecede H,S olusturmalari, yiksek fermantasyon hizi ve
fermantasyon verimleri, disik ucar asit olusturmalari, gliserol ve aroma maddelerini
dengeli bir bicimde dretmeleri nedeniyle Narince sarabi Uretiminde kullamlabilecek
potansiyel starter mayalari olarak segilmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Narince, Spontan fermantasyon, Starter maya, S.
cerevisiae, Non-Saccharomyces



ABSTRACT

PHD THESIS

DETERMINATION OF YEAST FLORA DURING THE VINIFICATION
OF NARINCE GRAPE VARIETY AND INVESTIGATION OF STARTER
CULTURE POTENTIAL OF SOME ISOLATED YEASTS

Zeynep Dilan CELIK
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: Prof. Dr. Filiz OZCELIK
: Prof. Dr. Huseyin ERTEN
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This study was carried out in the year of 2014 and 2015 vintages. The
dynamics of S. cerevisiae and non-Saccharomyces spp. population during the
fermentation of Narince grape variety grown in Tokat and Nevsehir regions
(Cappadocia) and also technological properties of the most pomising yeasts that
could be used in the production of Narince wines as starter culture were
investigated. Identification of yeasts was done by PCR-RFLP analysis of 5.8 ITS
rRNA region and sequence information fort he D1/D2 domains of the 26S gene.
method was used for molecular identification of isolated yeasts. During
spontaneous fermentation of Narince must and from Narince grapes, a total of 265
yeasts were identified, 124 as non-Saccharomyces, 141 as S. cerevisiae. Twelve
different species belonging to ten genera were found as: H’spora uvarum, H’spora
guilliermondii, S. cerevisiae, T. delbrueckii, W. anomalus, P. kluyveri, . terricola,
I. orientalis, P. occidentalis, L. thermotolerans, Metschnikowia sp. and C.
zemplinina, Consequently three S. cerevisiae, one T. delbrueckii and one L.
thermotolerans yeasts were selected as a potential starter culture for Narince wine
production with their ethanol and SO, tolerans, strong growth at 15°C, low-medium
H,S production, higher fermentation rate and fermentation power, low production
of acetic acid and production of moderate level of aroma compounds.

Keywords: Narince, Spontaneous fermentation, Starter yeast, S. cerevisiae, Non-
Saccharomyces
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GENISLETILMIS OZET

Sarap Uretimi sirasinda alkol fermantasyonunu gerceklestiren mayalar,
bunlarin teknolojik 6zellikleri ve fermantasyonun gergeklestigi kosullar sarabin
bilesimi (izerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Sarabin en onemli kalite
parametrelerinden biri olan aroma maddelerinin ¢ogu bu asamada mayalar
tarafindan olusturulmaktadir. Sarap Ureticileri alkol fermantasyonunda yéreye 6zg
S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan suslari kullanmay: tercih etmektedir.
Bunun sebebi, bu suslarin izole edildikleri sarap bolgelerindeki ortam sartlarina
daha kolay uyum saglamasi ve fermantasyon sirasinda ortama kolayca hakim
olmasidir. Bununla birlikte yoreye 6zgll maya suslarinin kullanilmas: sarapta
yorenin Ozelliklerini tasiyan duyusal karakterlerin ortaya ¢ikmasini saglar. Dlinya
genelinde sarap Gretiminde spontan fermantasyondan ziyade ya yoOreye 0zgu
cesitten izole edilen starter kiltirler ya da sarap tipine bagli starter kilturler
kullaniimaktadir. Ulkemizde ise biyik sarap isletmelerinde starter kiltir
kullanilmakta, kuiglk isletmelerde ise spontan fermantasyon uygulanmaktadir.
Tlrkiye’de sarap sektoéri icin starter kdltir Gretimi yapilmamakta sektorde
kullanilan starter mayalar tamamen yurtdisindan ithal edilmektedir.

Narince (Vitis vinifera L.) kalite beyaz sarap veren vyerli (zim
cesitlerimizden biridir. Narince zimu Tokat ve Amasya gevrelerinde yetistirilir.
Son yillarda ise 6zellikle Nevsehir-Urgiip yoresinde yayilmaya baglamstir.

2014 ve 2015 yillarim kapsayan bu galismada, Tokat ve Nevsehir Yoresi
Narince Uzumlerinden ve (zUm siralarinin spontan fermantasyonu sirasinda
ortamda bulunan Saccharomyces (S.) cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalar izole edilmistir. izole edilen mayalarin beyaz sarap dretimi icin 6nemli
bazi teknolojik 0Ozellikleri belirlenmis ve Narince sarabinin Uretiminde
kullanilabilecek potansiyel starter kiiltir mayalar: belirlenmeye calisilmistir. izole
edilen mayalarin molekiler yéntemle tanimlanmasinda PZR-RFLP yontemi

kullanilmistir. Mayalarin molekiiler yontemle tanimlanmas: 3 asamada yapilmustir.
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Ilk asamada 5.8 ITS rRNA bolgesi ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PZR’da
cogaltilmistir ve ITS boyutlarina gore gruplandirilmustir. ikinci asamada 5.8S ITS
PZR ile cogaltilan DNA restriksiyon enzimleriyle (Hhl, Haelll ve Hinfl)
kesilmistir ve enzim boyutlarina gore tekrar gruplandiriimistir. Ugiincii asamada
26S rRNA’nin D1/D2’ alanimin ¢ogaltilmas: NL1 ve NL 4 primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir ve elde edilen PZR drlnleri sekanslanmistir. Elde edilen sekans
sonuglar BioEdith ve MEGAG programlar: ile degerlendirilmistir. Her tlire ait en
az bir izolat teknolojik 6zellikleri belirlenmek tizere secilmistir. Secilen mayalarin,
etanol, SO,, sicaklik toleransi, H,S olusturmasi, killer aktivitesi, enzim profilleri,
kopuk olusturma, yiksek seker konsantrasyonunda gelisme, fermantasyon hizlar,
flokilasyon, kopik olusturma, gliserol ve aroma maddeleri Gretme potansiyelleri
belirlenmistir. Gliserol analizi HPLC ile, aroma maddelerinin analizi GC-MS
teknigi ile etil asetat ve asetaldehit analizleri ise GC-FID teknigi ile belirlenmistir.
izolatlarin bazi teknolojik 6zellikleri ile ilgili verilere varyans analizi uygulanmis
ve oOnemli bulunan farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile
degerlendirilmistir. Ayrica izolatlarin Grettikleri aroma maddelerine temel bilesen
analizi (Principle Compenents Analysis, PCA) uygulanmustir.

Narince Uzumi ve siranin fermantasyonundan izole edilen izolatlarin
sekans sonuglart BioEdith programinda degerlendirildikten sonra BLAST
programinda Kkarsilastirilmis ve izole edilen mayalarin tirleri belirlenmistir.
Narince Uzumlerinden ve (zim sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda
ortamdan 141 adet S. cerevisiae ve 124 adet non-Saccharomyces olmak tizere 265
adet maya tanimlanmustir.

Tokat ve Nevsehir yorelerinden izole edilen mayalara uygulanan filogenetik
kiimeleme analizine gore, 22 adet S. cerevisiae, 1 adet S. cerevisiae/paradoxus, 10
adet Hanseniaspora (H’spora) uvarum, 3 adet Issatchenkia (1.) orientalis, 2 adet
Lachancea (L.) thermotolerans, 1 adet Wickerhamomyces (W.) anomalus, 1 adet
Metschnikowia spp. 2 adet lIssatchenkia (I.) terricola, 1 adet Candida (C.)

zemplinina, 1 adet H’spora guilliermondii, 1 adet Torulaspora (T.) delbrueckii ve 3
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adet Pichia (P.) kluyveri olmak (izere toplam 48 adet izolat teknolojik dzellikleri
belirlenmek tzere segilmistir.

Secilen mayalarda dncelikle H,S olusturma, farkl sicakliklarda, SO, ve etanol
konsantrasyonlarinda gelisebilme 6zelliklerine gore bir 6n eleme yapilmastir. Farkl
sicaklik, SO, ve etanol konsantrasyonlarinda zayif gelisen, yogun (koyu kahve ve
siyah) H,S olusturan mayalar elenmistir. ikinci asamada, %12 etanol, 200 mg/L
S0,, 3.5 pH olan bir siv1 besiyeri hazirlanmis ve mayalar bu besiyerine asilanarak
15 derecede 7 gun boyunca inkibasyona birakilmigtir. Bunun sonucunda yogun
gelisme gosteren mayalarin (spektrofotometrede 620 nm de 6lcumleri yapilarak
belirlenmistir) killer aktivitesi, enzim profilleri, kdpiik olusturma ve yuksek seker
konsantrasyonunda gelisme &zellikleri, fermantasyon hizlari belirlenmistir.
Mayalar fermantasyon hizlarina gore yeniden elenmis ve yalnizca fermantasyon
hiz1 ve verimi yiiksek olan 10 adet S. cerevisiae ve 6 adet Saccharomyces spp.
olmayan izolatin diger teknolojik 6zelliklerine (fermantasyon sonunda dibe ¢okme,
ucar asit olusturma ve sekonder metabolit) devam edilmistir.

S. cerevisiae mayalar1 gliserol, izoamil alkol, 2-fenil etanol ve etil asetat
bilesiklerini Saccharomyces spp. olmayanlara gore daha yuksek miktarda
Uretmistir. Saccharomyces spp olmayan mayalar ise gama-bitirolakton ve
asetaldehit bilesiklerini S. cerevisiae mayalarina gore daha yiksek miktarda
olusturmustur.  Mayalarin olusturduklart aroma maddeleri ile yapilan PCA
analizine gore, S. cerevisiae mayalari Saccharomyces spp. olmayanlardan belirgin
bir sekilde ayrilmiglardur.

S. cerevisiae izolatlar1 arasinda 1281 kodlu izolat yiksek fermantasyon
hiz1, ortamda disik miktarda (0.8 g/L) kalinti seker birakmasi, diisik miktarda
ucar asit olusturmasi, yiksek flokilasyon ozellikleri ile 6n plana ¢ikmis ve bunu
1044 ve 1088 kodlu izolatlar takip etmis ve bu izolatlar potansiyel starter S.
cerevisiae kultlrleri olarak secilmislerdir.

Saccharomyces spp. olamayan tirler arasindan 214 kodlu T. delbrueckii

izolatr, dusiik fermantasyon hizina ve flokilasyon o6zelligine sahip olmasina
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ragmen, yuksek miktarda etanol Gretmesi, dlsik miktarda kalinti seker birakmasi
ve kopuk olusturmas: ve yiiksek miktarda yiiksek alkol olusturmas ile, 773 kodlu
H’spora uvarum izolat: ise, 15°C’de diger tirlere gore daha yogun gelismesi,
disuk miktarda kalint1 seker birakmasi, diger Saccharomyces spp. olmayan tirlere
gore daha dusUk ucar asit olusturmasi ile ©ne plana ¢ikmistir. Bu iki
Saccharomyces spp. olmayan maya ve Narince sarabinin Uretiminde S. cerevisiae
ile karisik kiltur olarak kullanilabilecek potansiyel starter Saccharomyces spp.

olmayan kilturler olarak secilmislerdir.
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1. GIRIS Zeynep Dilan CELIK

1. GIRIS

Ulkemiz, diinya bagcr tilkeler arasinda 462 bin hektar bag alani ile 5. ve 3.7
milyon ton yas Uzum Uretimi ile 6. sirada yer almaktadir. Ancak tlkemizde saraba
islenen (zlm miktar: toplam Uretimin yaklasik %2’si ( OIV, 2016) kadardir. Bunun
nedeni, Ulkemizde sarap tiiketiminin az ve ihracatin dusiik olmasidir.

Sarapta kalite, basta c¢esit olmak Uzere teruar olarak da adlandirilan
Uzumin yetistigi bolgenin iklim ve cografik yapisina, Uzim ve fermantasyon
sirasindaki mikrofloraya, uygulanan Uretim teknigine ve sarabin dinlendirme ve
olgunlasma kosullarina baghdir (Fleet ve Heard, 2002). Uretim sirasinda alkol
fermantasyonunu gerceklestiren mayalar ve fermantasyonun gergeklestigi kosullar
sarabin bilesimi Uzerinde belirgin bir etkiye sahiptir. Sarabin en énemli kalite
parametrelerinden biri olan aroma maddelerinin ¢ogu bu asamada olusmaktadir.
Sarap Uretiminde pastorizasyon islemi uygulanmadigindan tzimlerin dogal maya
florasi, kosullara bagli olarak alkol fermantasyonu Uzerinde etkili olmakta ve bu
etki sarabin bilesimine de yansimaktadir. Sarap Uretiminde mayalarin varlig: ile
ilgili ilk calismalar 125 yil 6nce Louis Pasteur’un dnculliginde baslamistir. Pasteur
saraptaki alkol fermantasyonundan mayalarin sorumlu oldugunu bulmustur.
Pasteur’den sonra sarap mikrobiyolojisi ile ilgili caligmalar artarak devam etmistir
(Mortimer ve ark, 1999; Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a).

Uzimler farkl fizyolojik 6zelliklere sahip, mantar, maya, bakteri gibi
bircok mikroorganizmay: Uzerinde barindirir. Bu mikroorganizmalar arasindaki
bazi tlrler sadece tUzumlerde bulunurlar. Sarap mikrobiyolojisi agisindan énemli
mikroorganizmalar mayalar, laktik asit bakterileri ve asetik asit bakterileridir. Bu
mikroorganizmalarin orami (zUmin olgunluk derecesine ve ortamdaki besin
maddelerine gore degisir (Ribéreau-Gayonve ark, 2006a; Barata ve ark, 2012).

Uziim sirasinin fermantasyonu, (iziimde ve saraphane ortaminda dogal
olarak bulunan bircok maya turiniin dahil oldugu kompleks bir mikrobiyal

prosestir. Fermantasyonu Candida, Hanseniaspora, Pichia, Torulaspora ve
1



2. ONCEKI CALISMALAR Zeynep Dilan CELIK

Hansenula cinslerine ait maya turleri baglatir ancak, S. cerevisiae iziimde yaygin
olarak bulunmamasina ragmen, fermantasyonun ileri asamalarinda yuksek etanol
toleransi nedeniyle ortama hakim olur. Gliniimizde kullanilan ticari maya suslar
genellikle S. cerevisiae’ ya ait suslardir (Bauer ve ark, 2000; Bisson ve ark, 2009).

Sarap Ureticileri alkol fermantasyonunda yo6reye 0zgi S. cerevisiae
suslarini kullanmay: tercih etmektedir. Bunun sebebi, bu suslarin izole edildikleri
sarap bolgelerindeki ortam sartlarina daha kolay uyum saglamasi ve fermantasyon
sirasinda ortama kolayca hakim olmasidir. Bununla birlikte yoreye 6zgli maya
suslarinin kullanilmasi sarapta yorenin 6zelliklerini tastyan duyusal karakterlerinin
ortaya cikmasint saglar (Perez-Coello ve ark, 1999). Fermantasyon prosesindeki
maya popullasyonunun sarabin kimyasal ve duyusal dzelliklerine etkisi ile ilgili
bircok ¢alisma vardir (Clemente-Jimenez ve ark, 2004; Elmaci ve ark, 2014).

Ulkemizde sarap isletmelerinde genellikle kontrollii alkol fermantasyonu
tercih edilmekte ve maya olarak yurt disinda yabanci zim cesitlerinden izole
edilmis ticari maya suslar1 kullaniimaktadir. Ancak yoreye 6zgl kaliteli saraplar
uretebilmek icgin alkol fermantasyonu sirasinda yalnizca kendi yoresinden izole
edilen mayalarin kullanilmas: gerektigi birgok arastirici tarafindan bildirilmistir
(Perez-Coello ve ark, 1999; Demuyter ve ark., 2004; Francesca ve ark, 2010).
Narince (Vitis vinifera L.) Ulkemizde yetisen iyi kalite sarap veren beyaz (iziim
cesitlerimizden biridir. Narince izimu Tokat ve Amasya ¢evrelerinde yetistirilirler.
Son yillarda ise Ozellikle Nevsehir-Urgip yoéresinde yayilmaya baslamistir
(Canbas, 2008.). Narince, taneleri orta boylu, yuvarlak ve siki salkimlardan olusur.
Narince tiziimunden yapilan saraplar ise yesilimsi sar1 renkte olup, zengin aromaya
ve genellikle dengeli asitlige sahip olurlar ve yillandirmaya uygun saraplar
uretilebilir (Selli ve ark, 2006; Canbas, 2008).

Bu calismanin amaci, 2014 ve 2015 yillarinda Tokat ve Nevsehir Yoresi
Narince Uzumlerinin saraba islenmesi sirasinda maya florasini belirlemek,
molekiler tekniklerle tanimlamak ve tanimlanan bazi mayalarin teknolojik

Ozelliklerini belirleyerek starter kiiltir potansiyellerini saptamaktir.
2
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2. ONCEKI CALISMALAR

Insanoglu tarihin ilk zamanlarindan beri fermente icki tiretmektedir. Ancak
mayalarin alkol fermantasyonundaki roll 19. yuzyil ortalarinda anlasiimaya
baslanmistir. 1680 yilinda Hollandali bir tiiccar olan Antonie van Leeuwenhoek ilk
defa kendi yaptigi mikroskop ile birada bulunan mayalar1 gézlemlemistir. 18
yuzyilda Lavoisier alkol fermantasyonu ile ilgili kimyasal ¢calismalar yapmustir. Bir
sonraki yizyilda alkol fermantasyonu ile ilgili ¢alismalar Gay-Lussac tarafindan
surdurtlmistir. 1785 yilinda, Italyan bir bilim adam: olan Fabroni, mayalama
isleminin, bitki-hayvan benzeri bir canli tarafindan gergeklestirildigi ve bu canlinin
alkol fermantasyonundan sorumlu oldugunu kamtlanmistir. 1837 yilinda Fransiz
fizikci Charles Cagnard de La Tour ilk kez mayalarin canl organizmalar oldugunu
ortaya koymustur. Alman doga bilimci Schwann sicaklik ve belirli kimyasallarin
alkol fermantasyonunun durmasina neden olacagi ile ilgili teorisini dogrulamstir.
1876 yilinda Louis Pasteur ilk kez (zimin yizeyinden gelen mayalarin spontan
alkol fermantasyonundan sorumlu oldugunu agiklamis ve bununla birlikte birgok
maya cinsi ve turini izole etmistir. Bunun yaninda Pasteaur mayalarin, sarabin
duyusal 6zellikleri Gzerine de etkili oldugunu, alkol ve karbondioksitin yan: sira
gliserol gibi ikincil metabolitleri de Urettigini kanitlamustir (Erten, 1997; Kurtzman
ve Fell, 1998b; Ribererau-Gayon ve ark, 2006a; Chambers ve Pretorius, 2010).

Mayalar, tomurcuklanma veya sporla Ureyen tek hiicreli mantarlar olarak
kabul edilirler. Yapilan son simflandirmaya gore mayalar Ascomycetes,
Basidomycetes ve Deuteromycetes olmak (izere mantarlar aleminde bulunan 3
grupta toplanmiglardir. Bu ¢ guruba ait 81 cins ve 590 tlr vardir ve sinonimler,
ayni turdeki farkli fizyolojik 6zellikler goz 6nune alindiginda 19. yy’ dan bugtne
4000 maya turd adi kullanilmigtir. Ancak bunlardan yalmzca 15 tanesi (zlim
Uizerinde dogal olarak bulunurlar ve sarap Uretim prosesine dahil olurlar (Ribérau-
Gayon ve ark, 2006a).
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Uzumler mantar, maya ve bakteriden olusan kompleks bir mikrofloraya
sahiptir. Bu canli gruplarindan parazit mantarlar gibi bazilari yalnizca Gziimin
yuzeyinde bulunurken digerleri fermantasyon ortaminda da yasamlarin: siirdiirerek
sarabin mikroflorasini olustururlar. Mayalar sarap tretimi icin sarap mikroflorasina
ait en 6énemli canh grubunu olustururlar, Cinki Saccharomyces olmadan kaliteli
bir sarap Uretmek imkéansizdir. Saccharomyces’in yan: sira birgok Saccharomyces
spp. olmayan maya tir(i de sarap Uretimine dahil olmakta ve 6zellikle son yillarda
bunlarin kiltarleri sarap sektoriinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Kurtzman ve
Robnett, 1998b; Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a; Barata ve ark, 2012).

2.1. Uziim ve Uziimiin Fermantasyonu Sirasinda Maya Florasi

Mayalar dogada yaygin bir sekilde ve genellikle toprakta, bitkilerin
yuzeyinde ve hayvanlarin sindirim sisteminde bulunurlar. Rizgarlar ve bocekler
yardimu ile dogada yayilirlar. Asma bitkisinde de duizensiz bir dagilim gosterirler.
Az miktarlarda yapraklarda, sapta ve olgunlasmamis Gzim tanesinde bulunurlar ve
Uziim olgunlasirken tane kabugunda yogunlasirlar (Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a).

Saglikli  bir 0zim tanesinde bagbozumundan hemen 0Once maya
popiilasyonu 10%-10° kob/mL’dir (Fleet ve Heard, 2002) . Uziim tanesindeki baskin
mayalar Kloeckera ve Hanseniaspora cinslerine ait turlerdir ve meyvenin toplam
maya florasinin % 50’den fazlasim olustururlar. Uzimlerde, Kloeckera ve
Hanseniaspora yaninda daha az sayida da Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hansenula, Issatchenkia, Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia ve Rhodotorula
cinsi mayalar bulunur. Kuvvetli fermentatif 6zelligi ile bilinen Saccharomyces
cinsi mayalar Gziimde bulunurlar ancak popilasyonlar: genellikle 50 kob/mL’den
dusik olur (Henschke ve Jiranek, 2002; Fugelseng ve Edwards, 2007; Bisson ve
Joseph, 2009).

Uziimdeki maya cesidini ve popiilasyonunu etkileyen bircok etken vardr.
Bunlar; bagin cografi konumu, toprak cesidi, bagin yasi, Uzim gesidi, asmanin

olgunlasmas: sirasindaki iklim kosullari, bagbozumunda kullanilan yéntemler,
4
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pestisit kullanimi, bagbozumu sirasinda tzimain olgunluk durumu, bécek, maya ve
kuslarin verdigi fiziksel zararlardir (Beltran ve ark., 2002; Ribéreau-Gayon ve ark,
2006a; Fransesca ve ark, 2010).

Fermantasyon sirasindaki maya populasyonu ile ilgili bir¢cok arastirma
yapilmistir. Sarap fermantasyonu spontan ve ticari maya susu ile baslatilan
fermantasyon olarak iki guruba ayrilabilir. Spontan fermantasyon Uzim kabugunda
ve saraphane ortaminda dogal olarak bulunan mayalar tarafindan gergeklestirilir
(Mortimer ve Polsinelli, 1999).

Uziim, sira ve saraptan mayalar: izole etmek ve saymak icin besiyeri
ortaminda yayma teknigi en ¢ok kullanilan ve en guvenilir yontemdir. Besiyeri
olarak farkl: agarlar kullanilmaktadir bunlar; sira agar, malt ekstrakt agar, maya-
malt (YM) agar ve diger besin agarlaridir. Bu besiyerleri, fermantasyon sirasinda
bulunan biitiin maya tirlerinin yetisebilecegi secici olmayan besiyerleridir (Fleet ve
Heard, 2002).

Saccharomyces ve Saccharomyces spp. olmayan mayalari birbirinden
ayirmak icin kullanilan en yaygin besiyeri lizin agar’dir. Saccharomyces cinsi
mayalar lizini azot kaynagi olarak kullanamazlar bu nedenle bu besiyerinde
gelisemezler. Ancak yapilan bazi calisamlarda ‘yabani’ Saccharomyces cinsi
mayalarin lizin agarda ¢ok yavas gelistigi bunun yaninda bazi Saccharomyces spp.
olmayan mayalarinda bu besiyerinde iyi gelismedigi gozlenmistir (Bisson ve
Joseph, 2009).

Heard ve Fleet (1986), fermantasyon sirasinda Saccharomyces spp.
olmayan (KI. apiculata,. C. stellata) mayalarin izole edilip sayilabilmesi icin en
uygun besiyerinin lizin-agar oldugunu bildirmislerdir. Yapilan arastirmalarda %12
etanol ve %0,015 metabisulfit iceren besin ortaminin fermantasyon sirasinda
bulunan Saccharomyces mayalar: igin secici besiyeri olacagi belirlenmistir. Bu
besiyerinde alkol ve kikirtdioksit tolerans: disiik olan Kloeckera ve
Hanseniaspora cinsi mayalar ¢cogalamaz bu nedenle S. cerevisiae’nin ¢cogalmasin

gozlemek icin kullanish bir besiyeridir (Fleet ve Heard, 2002).
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Mayalarin tamimlanmasi, mayalarin izolasyonundan ve saf kultdrlerinin
elde edilmesinden sonra molekiler biyolojik yontemler kullanilarak yapilir.
Polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR/PZR) kullanildigi DNA bazli metotlar gen
ekspresyonu ile olusan degisikliklerden etkilenmezler bu nedenle mayalarin hizh
bir sekilde tanimlanmasi icin kullanilan en uygun metotlardir. Bu asamada mayalar
izole edildikten ve saflastirildiktan sonra, 26S rRNA’nin sekanslanmasi, 5.8S
rRNA’nin ya da mitokondrial DNA (mtDNA)’nin ITS (internal transcribed spacer)
boélgesinin endonukleaz enzimleri kullanilarak kesilmesi ve gruplandirilmas: gibi
metotlar kullaniimaktadir (Clemente-Jimenez ve ark, 2004; Bisson ve Joseph,
2009; Manzanares ve ark, 2011).

Jemec ve ark (2001), 5 farkli Malvasia Uzim sirasinin spontan
fermantasyonu sirasindaki maya popiilasyonunu incelemislerdir. izole edilen 937
izolatin tamaminin Killer aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Saccharomyces
spp. olmayan tirler PCR-RFLP analizleri ve fizyolojik testlerle belirlenmistir.
Tortu coktiikten sonra siradaki toplam maya popilasyonunun  10° kob/mL
oldugunu ve sirada Candida, Metschnikowia, Hansenispora, Rhodotorula,
Issatchenkia ve Debaryomyces tirlerinin ortama hakim oldugu bildirilmistir.
Sirada S. cerevisiae tanimlanamamis, ancak fermantasyonun ileri asamalarinda
farkli karyotiplere sahip S. cerevisiae izolatlarinin ortama hakim oldugu
belirlenmistir.

Beltran ve ark (2002), Garnatxa ve Xarello Giziim siralarimin fermantasyonu
sirasinda ortamdaki maya florasini incelemislerdir. Bu ¢alisma 1995-2000 yillari
arasinda yapilmis ve calismada kullanilan saraphane ilk kez bu arastirma igin
kullanilmistir. Saccharomyces spp. olmayan ve S. cerevisiae suslari sirasiyla
ribozomal DNA ve mitokondrial DNA RFLP teknikleri ile tanimlanmustir.
Saccharomyces spp. olmayan suslardan 6zellikle H’spora uvarum ve C. stellata
fermantasyonun ilk asamasinda ortamda baskin tirler olmustur. Daha sonra S.
cerevisiae ortama hakim olmustur. Ancak 1999 yili sirasinda ve fermantasyon

basinda S. cerevisiae’nin baskin tir oldugu bildirilmistir. Fermantasyonda ticari
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maya kullannmina devam edilmesiyle yerli maya populasyonunun azaldig:
bildirilmistir.

Van Keulen ve ark (2003), Lake Erie ydresinde yetisen, Chardonnay,
Riesling ve Pinot Gris’in spontan fermantasyonu sirasinda maya popllasyonunu
incelemislerdir. Caligmada Saccharomyces ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalar1 biyokimyasal ve molekiler tekniklerle izole edip tanimlamslardir.
Mayalarin molekiiler karakterizasyonun RFLP ve 26 sSRNA gen bélgesinin sekansi
ile belirlenmistir. Fermantasyonun basinda Saccharomyces spp. olmayan
Hanseniaspora cinsine ait turlerin ortama hakim oldugu fermantasyonun ileri
asamalarinda ise S. cereviase tlrtnun baskin oldugu bildirilmistir.

Rementeria ve ark (2003), Bask’ da bulunan (Kuzey ispanya) ‘Txakoli de
Bizkaia’ sarap bolgesindeki maya populasyonu Uzerine calismiglardir.
Aragtirmacilar 1996 - 1997 bagbozumu yillarina ait, bélgedeki bes farkli bagdan
temin edilen farkli Gzim cesitleri ile gerceklestirilen spontan fermantasyon
sirasindaki maya populasyonlarini incelemiglerdir.  Analizler sonucunda, 1997
bagbozumu yilina ait GUzumlerdeki maya populasyonunun daha fazla oldugu
bildirilmistir. Toplamda bes cinse ait yedi tir tamimlanmis, 1996 yilina ait
Uzumlerde en baskin cins Rhodotorula iken 1997 yilina ait izlimlerde baskin cinsin
Kloeckera oldugu belirlenmistir.  Uzim ve siradan nadiren izole edilen S.
bayanus’un ise fermantasyonun sonunda ortamdaki baskin tir oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte 1997 yilina ait baz1 érneklerden Saccharomyces
cinsine ait S. kluyvery tlrtnin izole edildigi bildirilmistir.

Demuyter ve ark (2004), Alsatian saraplarinda spontan fermantasyon
sirasinda ortamda bulunan mayalar: belirlemiglerdir. Calismada, t¢ yi1l boyunca
sarap Uretim prosesinin farkli asamalarinda sira érneklemeleri yapilmustir. Yapilan
analizler sonucunda fermantasyonun basinda ve sonunda S.cerevisiae klonlar
belirlenmis ve inter-y PZR yontemi ile tanimlanmigtir. Saccharomyces spp.
olmayan klonlar ise MET-2 genlerine uygulanan PZR-RFLP yd&ntemiyle sus

diizeyinde tammlanmiglardir. Bunun yaninda bagda ve ezme isleminden sonra
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tankta Saccharomyces popilasyonunu incelemislerdir. Sonucta bagdaki
Saccharomyces popilasyonunun oldukca homojen oldugu, sarap Uretim prosesi
sirasinda yeni suslarin ortaya ¢iktigi, tanktaki maya poptlasyonunun yalnizca S.
uvarum’dan olustugu bildirilmistir.

Nurgel ve ark (2005), 1998 ve 1999 yillarinda iki yil siireyle Emir ve
Kalecik karasi (z0im siralarinin  spontan fermantasyonu sirasinda maya
popllasyounu incelemislerdir. 1998 yili Emir sirasinin fermantasyonu sirasinda
Kloeckera (KI.) apiculata, Kluyveromyces (K.) thermotolerans, S.cerevisiae ve
Candia (C.) pulcherrima turlerininde ortama hakim oldugu S. cerevisiae tlri
baskin oldugunda Saccharomyces spp. olmayan tirlerin populasyonunun azaldig:
bildirilmistir. 1999 Emir sirasinin spontan fermantasyonunda KI. apiculata, C.
dattilla, C. pulcherrima, C. krusei ve S. cerevisiae tirleri izole edilmis ve bu
tirlerin tamaminin fermantasyon sonuna kadar ortamda kaldig: bildirilmistir. 1998
Kalecik karasi sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda KI. apiculata, M.
pulcherrima, S. cerevisiae, C. holmii, C. valida, C. guillermondii ve Candida sp
tarlerinin, 1999 yih Kalecik karasi sirasinin fermantasyonu sirasinda ise Ki
apiculata, C. pulcherrima, S. cerevisiae, C. holmii, C. valida turlerinin izole
edildigi bildirilmistir.

Combina ve ark (2005), calismalarinda Arjantin’de yetisen Malbec Gzlim
siras1 ile endustriyel kosullar altinda gerceklestirilen spontan fermantasyon
sirasindaki maya populasyonunun gelisimini incelemislerdir. Calismada spontan
fermantasyon sirasinda ortamda 6nemli sayida Saccharomyces spp. olmayan maya
tirleri oldugu ve 6zellikle Kloeckera apiculata, Candida stellata ve Metschnikowia
pulcherrima turlerinin yaygin oldugu bildirilmistir.

Raspor ve ark (2006), kupaj yapilarak elde edilen ve Slovenya’nin cografi
isaretli Cvicek sarabimin dretiminde kullanilan farkli (Ozim cgesitlerinin maya
florasini incelemislerdir. Maya turlerinin cesitliligini belirlemek icin PZR-RFLP
teknigi kullamlmistir. Uziimlerin yiizeyinde S. cerevisiae tiiriiniin olmadig, toplam

13 farkli Saccharomyces spp. olmayan maya trinin tanimlandig: bildirilmistir.
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Mercado ve ark (2007), Zona Alta del Rio Mendoza (Arjantin) bélgesinde
yetisen, 2001 ve 2002 bagbozumu yillarina ait Malbec Gzimi ve sirasinda ve
saraphane ortamindaki yerli S. cerevisiae mayalarini incelemislerdir. Malbec
tizimlerinde ve fermantasyon basinda Saccharomyces cinsine ait maya tlrlerinin
konsantrasyonunun dustk oldugu belirlenmistir. Fermantasyonun sonunda ortamda
bulunan mayalarin %30-60’1nin saraphane ortaminda varolan mayalar oldugu ve
saraphanenin mikroflorasina ait Saccharomyces cinsine ait maya tlrleri
belirlenmistir. Fermantasyon sirasinda ortamda farkli oranlarda ticari maya suslar
oldugu belirlenmis fakat saraphane ortamindaki populasyonlarinin disik oldugu
bildirilmistir.

Gonzales ve ark (2007), Tenerife adasinin 5 farkl: sarap bélgesine ait, 11
sarap isletmesinden 2002 bagbozumu yilina ait fermantasyon sirasinda ortamdaki
maya florasi incelenmistir. Mayalar tir dizeyinde PZR-RFLP teknigi ile
tanimlanmig, sus dizeyindeki tamimlama igin ise  mMtDNA-RFLP teknigi
kullanilmistir.  Fermantasyonun basinda 26 maya tdriinin tamimlandigr ve
S.cerevisiae suslarinin yalnizca bir sarap bolgesinden izole edildigi bildirilmistir.

Di Maro ve ark (2007), Champania (italya) bolgesine 6zgii Catalanesca
beyaz Uzim sirasiyla yapilan spontan fermantasyon sirasinda maya florasin
incelemislerdir. Mayalarin tanimlanmasinda PZR-DGGE ve 26s RNA gen
bolgelerinin  sekans analizleri yontemleri kullanilmistir. Molekdiler analizler
sonucunda onbir farkli cinse ait onyedi farkli maya tird tammlanmustir.
Fermantasyonun basinda Hanseniaspora spp., Issatchenkia spp, ve Candida spp.
cinslerinin, ileri asamalarinda ise S. cerevisiae tdrinin ortama hakim oldugu
bildirilmistir.

Romancino ve ark (2008), Sicilya’” nin iki farkli bélgesinde yetisen
Catarratto, Nero d’Avola, Muscat ve Frappato Uziim siralarinda Saccharomyces
spp. olmayan maya popilasyonunu incelemislerdir. Mayalarin molekuler
yoéntemlerle tanimlanmasinda PZR-RFLP yontemi kullanilmis ve molekdler analiz

sonucunda her iki yoreye ait zim siralarinda C. stellata, H’spora guilliermondii,
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H’spora osmophila, H’spora uvarum, |. terricola, KI. thermotolerans, M.
pulcherrima, S. cerevisiae, T. delbrueckii, Zygoascus hellenicus,
Zygosaccharomyces bailii ve tanimlanamayan bir ttrin izole edildigi bildirilmistir.

Blanco ver ark (2008), Galica (ispanya)’nin yerli beyaz cesidi olan Lado
(Vitis vinifera) Uzim sirasinin  spontan ve ticari maya susu asilanarak
gerceklestirilen fermantasyonlar sonunda ortamda bulunan maya populasyonunun
sarabin kimyasal 6zellikleri Gzerine etkisini incelemislerdir. Calismada mayalarin
sayimt i¢in WL besin ve YPD agar, Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayimi
icin Lizin agar kullamlmistir. izole edilen S. cerevisiae mayalarinin
karakterizasyonu mtDNA-RFLP teknigi ile belirlenmis ve restriksiyon enzimi
olarak Hinfl kullanilmistir. Spontan fermantasyon sirasinda izole edilen S.
cerevisiae turtine ait suslarin genetik gesitliliginin disuk oldugu bildirilmistir.
Fermantasyonlar sonunda elde edilen saraplarin genel olarak alkol derecelerinin ve
toplam asit degerlerinin yiksek oldugu belirlenmis ve spontan fermantasyon
yapilan sarabin alkol derecesinin ticari maya susu kullanilan saraba gére daha
dusik oldugu, toplam asit degerinin ise daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Chavan ve ark (2009), yaptiklar: ¢calismada Hindistan’da sarap tretiminde
kullanilan Bangalore blue, Zinfandel, Cabarnet, Cahenin Blanc, Sauvignon Blanc
ve Shiraz olmak (zere alti Gzim cesidine ait maya florasini arastirmiglardir.
Mayalarin morfolojik, koloni, fizyolojik karakteristigi belirlenmis, ve mayalar
rDNA’larindaki 5.8 S-ITS bolgelerinin sekanslanmasi ile tammlanmigladir. Sekans
sonuglarina gore 7 farkli cinse ait 11 farkl tir tanimlanmis ve bunlarin, C.azyma,
Candida quercitrusa, Debaryomyces hansenii, H’spora guilliermondii, H.viniae,
H’spora uvarum, l.orientalis, I. terricola, P. membranifaciens, S. cerevisiae ve
Zygoascus steatolyticus oldugu bildirilmistir.

Francesca ve ark (2010), Champania bolgesinde bulunan Taurasi
yoresindeki (italya) 4 bagdan (Coste, Fontana luto, Case d’alto ve Corridero)
toplanan Gzum (Rovello bianco), yaprak, toprak, ¢cimen, bocek ve kus drneklerinde

bulunan maya popiilasyonunu incelemisler ve izole ettikleri yabani mayalar1 sus
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diizeyinde tammlamiglardir. Mayalarin tammlanmasinda RAPD-PZR teknigi
kullanilmistir. izole edilen S. cerevisiae susu ve ticari maya susu ile fermantasyon
yapilmis ve elde edilen saraplarin kimyasal ve duyusal 6zellikleri karsilastirilmastir.
Caligmada yorenin (teroir) maya populasyonu ve cesitliligi Uzerinde etkisinin
oldugu ve teroir’in sarabin karakteristigi tzerine etkisi oldugu bildirilmistir. Ayrica
kuslarin beslenme faaliyetleri sirasinda mayalarin yayilmasini sagladiklar
bildirilmistir.

Zhang ve ark (2010), Yeni Zelanda da bulunan ticari saraphanelerdeki ve
baglardaki maya florasimi incelemiglerdir. 2003 ve 2009 yillari arasinda
gerceklestirilen calismada, molekiler analizler ile 17 farkh Uzim sirasindan 1279
maya kolonisi izole edilmis ve 9 cinse ait 25 maya turl tanimlanmastir. Ayrica
mikrosatellit yontemi ile izole edilen S. cerevisiae mayalari sus dizeyinde
tanimlanmis ve izole edilen bazi suslarin belirli ticari maya suslar ile ayni oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte izole edilen bazi S. cerevisiae suslarinin ise izole
edildikleri yoreye 06zgl oldugu belirlenmistir. Molekiiler analiz sonuglarina
uygulanan kiimeleme analizi ile Yeni Zelanda’da bulunan Central Ortego’dan izole
edilmis 5 genotipin, Silide bulunan bazi genotiplerle ¢ok yakin akrabalik gosterdigi
bildirilmistir.

Shi-Li ve ark (2010) Cin’de yetistirilen t¢ farkli Gzim cesidindeki maya
populasyonunu incelemislerdir. Mayalarin tanimlanmasinda PZR-RFLP teknigi
kullanilmistir.  Uzimlerden H’spora uvarum, Cryptococcus flavescens, P.
fermnetans, C. zemplinina, Cryptococcus carnescens, C. inconpicua,
Zygosaccharomyces fermentati, |. terricola, C. quercitrusa, H’spora
guilliermondii, C. bombi, Zygosaccharomyces bailii, Sporidiobolus pararoseus,
Cryptococcus magnus, M. pulcherrima, P. guilliermondii, I. orientalis olmak
tizere 8 farkli cinse ait 17 tir tanimlanmstir. izole edilen P. guilliermondii,
H’spora uvarum ve Cryptococcus flavescens tirlerinin (izimde baskin tirler
oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada zimin mikroflorasinda ilk defa Sporidiobolus

pararoseus tiirii kesfedilmistir. Uziimiin cesidi, kimyasal bileseni ve yetistigi
11



2. ONCEKI CALISMALAR Zeynep Dilan CELIK

bdlgenin, Gzim tanesinin yizeyinde bulunan maya cesitliligini etkileyen faktorler
oldugu bildirilmistir.

Clavijo ve ark (2010), ispanya’da Serrania de Ronda bélgesinde bulunan
iki bagin maya florasini incelemislerdir. iki yil yapilan calismalar sonucunda 1586
izolat elde edilmis ve bunlardan 1281’i molekiiler metotlar ile tanimlanmustir. izole
edilen mayalarin %84’(inii  Saccharomyces spp. olmayan maya tirlerinden
(Kluyveromyces thermotolerans, H’spora gulliermondii, H’spora uvarum ve |I.
orientalis en fazla tammlanan tirler olmustur) olustugu ve S. cerevisiae
mayalarinin genetik cesitliliginin dustk oldugu bildirilmistir.

Csoma ve ark (2010), Macaristanda dort farkli sarap bolgesine ait
(Mecsekalja, Badacsony, Kunsag ve Szekszard), bes farkli Gizim cesidinin spontan
fermantasyonu sirasinda maya cesitliligini arastirmiglardir. Yapilan molekiler
(karyotiping, MET2 , ITS1-ITS2 bolgeleri ve NTS bolgelerinde PZR-RFLP) ve
fizyolojik analizler (melibioz ve mannitol kullanimi seker-alkol-bakir toleranst,
killer aktivite, fermantasyon hizi, Uretilen metabolitler) sonucunda spontan
fermantasyon sirasinda S. cerevisiae populasyonundaki cesitliligin oldukga yuksek
oldugu bildirilmistir. Alkol fermantasyonu sirasinda ortama hakim maya suslarinin
cok cesitli oldugu belirlenmistir ve S. uvarum suslarinda dusiik oranda karyotip
cesitliligine sahip oldugu bildirilmistir.

Baffi ve ark (2011), Brezilya’nmin glneydogusunda yetistirilen Vitis
labrusca’ ya ait iki Gzim (Bordeaux ve Isabel) cesidine ait maya florasinin
incelemislerdir. Mayalar PZR-RFLP yontemi ile birlikte rDNA’nin ITS ve D1/D2
gen bolgelerinin sekanslanmas: yontemleri kullanilarak tanimlanmstir.  Analiz
souclarina gore, tzum ve siralarda en yaygin tarlerin sirasiyla H’spora uvarum, I.
occidentalis ve I. orientalis oldugu belirlenmis, bu turlerin yaninda daha az sayida
I. terricola S. cerevisiae, Aureobasidium pullulans ve Sporidiobolus pararoseus

tdrlerinin de ortamda bulundugu bildirilmistir.
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Suranska ve ark (2012), Giney Moravian yoresinin (Cek Cumhuriyeti)
beyaz cesidi olan Ventolin Gziminde ve Gzim sirasimin spontan fermantasyonu
sirasinda ortamdaki maya florasin1 incelemislerdir. izole edilen mayalarin
molekiiler karakterizasyonunda PZR-RFLP yontemi  kullanilmistir.  Uziim
tanesinde ve fermantasyon sirasinda izole edilen maya tirlerinin H’spora uvarum,
Aurebasidium pullulans, M. pulcherrima, T. delbrueckii, P. fermentans, P.
membranifaciens, P. kluyveri, Sporidiobolus salmonicolor, Rhodosporidium
toruloides, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula glutinis, S. cerevisiae ve S.
bayanus oldugu bildirilmistir.

Blanco ve ark (2012), Galicia’ya 6zgu farkl: Gzlm siralarinin spontan
fermantasyonu sirasinda maya florasini incelemislerdir. Fermantasyonun basinda,
ortasinda ve sonunda ortamdaki mayalar izole edilmis ve izole edilen
Saccharomyces cinsine ait mayalar mtDNA-RFLP yontemi ile sus dizeyinde
tanimlanmigtir.  Analiz  sonuglarina gore S. cerevisiae suslarinin  genetik
cesitliliginin disuk dizeyde oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte siradaki asitlik
ile maya susu arasinda bir korelasyon oldugu ve yuksek asitlige sahip siralarda
belirli suslarin baskin oldugu bildirilmistir.

Capece ve ark (2012), italya’min Cinque Terre bolgesinden daha 6nce
spontan fermantasyon sirasinda izole edilmis 132 S. cerevisiae mayasinin genotipik
karakterizasyonlarint belirlemislerdir. Mayalar bazi teknolojik Ozelliklerine gore
stniflandirilmis ve glcli Ozellikler gosteren maya suslarinin hiicre duvari gen
cesitliligi, mMtDNA-RFLP, inter-delta amplifikasyon analizleri ile genetik
cesitlilikleri belirlenmistir. Analizler sonucunda suslar arasinda énemli derecede
genetik cesitlilik oldugu ve secilen bazi S. cerevisiae suslarinin bolgede Uretilecek
Premium saraplarin tretiminde starter kiltir olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Lederer ve ark (2013), Danimarka’da yetistirilen ve (¢ farkli bagdan
saglanan Rondo, Zalas Perle ve Leon Millot Uziim cesitlerinin maya florasinin
incelemislerdir. Toplamda 200 izolat rep-PZR profillerine gére gruplandirilmis ve

her gurubu temsil eden izolatlarin 26S rDNA gen bolgeleri sekanslanarak mayalar
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molekiler olarak tanimlanmistir. Molekiler analiz sonuclarina goére Gzlimlerde
Saccharomyces spp. olmayan tirlerin baskin oldugu belirlenmis ve Rhototorula
fujisanensi, Rhototorula  glutinis, Rhototorula nothofagi, Cryptococcus
carnnescens, Cryptococcus festucosus, Cryptococcus victoriae, Cryptococcus
wieringae, H’spora uvarum, M. fructicola, Kazachstania servazzii ve
Sporobolomyces reseus ve maya benzeri mantar olan Aureobasidium pullulans
olmak Uzere alt1 cinse ait on iki tiriin tanimlandig: bildirilmistir.

Sun ve ark (2014), Cin’in Xiangning ve Shanxi bolgelerinde yetistirilen
Chardonnay, Cabarnet Franc, Cabarnet Sauvignon, Marselan ve Merlot
tizimlerinin spontan fermantasyonu sirasinda maya populasyonunu incelemislerdir.
Mayalarin molekiiler yéntemle tanimlanmasinda 26S rDNA gen bdlgelerinin
sekans analizi yontemi kullanilmistir. Fermantasyon ortamindan, Aureobasidium
pullulans, C. zemplinina, H’spora uvarum, H’spora occidentalis, 1. terricola, M.
pulcherrima, P.kluyveri ve S. cerevisiae olmak (izere yedi cinse ait sekiz tir izole
edilmigtir. Fermantasyon denemelerinin tamaminda H’spora uvarum ve S.
cerevisiae tirlerinin baskin turler oldugu bildirilmistir. izole edilen Saccharomyces
spp olmayan tdrlerin ¢ogunun fermantasyonun bitiin asamalarinda ortamda
oldugu, ancak sayilarinin ziim cesidine gore farklhihik gosterdigi bildirilmistir.
izole edilen 102 adet S. cerevisiae mayas: ayrica interdelta sekans analizi ile sus
dizeyinde tanmimlanmis ve ortamda toplamda sekiz farkli genotip oldugu
bildirilmistir.

Teixeria ve ark (2014), Portekiz’in énemli saraplik (zimlerinden olan
Touriga Nacional (TN) (zlm sirasinin  spontan fermantasyonu sirasinda
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin poputlasyonunu incelemislerdir. Molekuler
analizler sonunda 11 maya tirline ait 279 izolat belirlenmis ve sirasiyla Starmerella
bacillaris (C. zemplinia), H’spora guilliermondii ve H’spora uvarum tirlerinin en
yaygin turler oldugu bildirilmistir.

Vigentini ve ark (2016), Gurcistanin 5 farkl: bélgesinde bulunan 22 farkl:

Uzum gesidinin maya florasint incelemiglerdir. Molekdler analizler sonucunda
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tzimlerde M. puclherima, H’spora guilliermondii, Crytptococcus flavescens
tarlerinin en yaygin tdrler oldugu, T. delbrueckii, Aureobasidum pullulans,
Candida intermedia, S. cerevisiae, P. kluyveri, Meyerozma gulliermondii,
Kluyveromyces marxianus, Candida gotoi, H’spora vinea, P. terricola tirlerinin
ise daha az bulundugunu bildirmislerdir.

Garofalo ve ark (2016), italya’min iki farkl sarap bolgesinden saglanan
‘Nevo di Troia’ UzUm sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda maya florasini
incelemislerdir. Molekdiler yontem olarak PCR-RFLP yontemi kullanilmis ve
rDNA’nin 5.8 S ITS gen bolgesi sekanslanmistir. Molekiler analiz sonuglarina
gore alkol fermantasyonu sirasinda S. cerevisiae, M. pulcherrima, H’spora uvarum,
I. orientalis, C. zemplinina, I. terricola, KI. thermotolerans, T. delbrueckii, M.
chrysoperlae, P. fermentans, H’spora opuntiae ve H’spora guilliermondii tirleri
izole etmisler, maya tirl ve populasyonu acisindan bélgeler arasinda fark
oldugunu bildirmiglerdir.

Ergil ve Ozbas (2016), Kalecik Karas: ve Emir’den izole edilmis 20 S.
cerevisiae izolatinin teknolojik Ozelliklerini belirlemiglerdir.  Bdtlin izolatlarin
uygulanan sicaklik derecelerinde, pH ve seker konsantrasyonlarinda gelistigi,
yalnizca 3 izolatin % 14 h/h etanole dayanikli oldugu, 11 izolatin 200 mg/L SO;’
ortaminda gelistigi belirlenmistir. Dort izolatin énemli bazi enzimatik 6zellikleri ve
diger teknolojik 6zellikleri ile digerlerinden ayrildig: bildirilmistir.

Raymond Eder ve ark (2017), Isabella (Vitis labrusca L.) Gziiminde ve
lzim sirasinin - spontan  fermantasyonu sirasindaki maya populasyonunu
incelemislerdir. izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalari
tanimlayabilmek icin, segici besiyerleri kullanilmig ve mayalarin 5.8S ITS rRNA
bolgeleri sekanslanmistir. Isabella (ziminden ve (zUm sirasimin  spontan
fermantasyonu sirasinda ortamdan S. cerevisiae, C. californica, C. hellenica,
S.bacillaris (C. zemplinina), H’spora uvarum, H’spora vineae, I. hanoiensis, C.

azymoides, P. cecembensis tirlerinin izole edildigi bildirilmistir.
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2.2. Mayalarin Teknolojik Ozellikleri

Sarap dretimi icin maya suslari segilirken mayalarin belirli teknolojik
Ozellikleri gz onunde bulundurulur (Cizelge 2.1). Bunlar; segilen susun dustk
miktarda ucar asit olusturmasi, alkol toleransinin yiiksek olmasi, ortamdaki sekerin
tamamini fermente edebilmesi, fermantasyon hizinin istenen diizeyde olmasi,
yiksek ya da distik sicakliklarda ¢ogalabilmesi, kiikirt dioksit toleransinin yiiksek
olmasi, disuk H,S lretimi, fermantasyon bittikten sonra kolayca ¢okmesi, disik
miktarda kdpuk olusturmasi, Killer 6zelliginin olmasi, disuk asetaldehit, etil asetat
ve asetik asit Uretmesi, gliserol Uretme glictl, yuksek alkol Gretiminin kontrolll
olmasi ve fermantasyon sirasinda kullanilacak mayanin aroma bilesiklerini dengeli
bir sekilde Uretmesi beklenir (Regodon, 1997; Swiegers ve ark. 2005; Fleet, 2008;
Elmaci ve ark. 2014).

Cizelge 2.1. Beyaz sarap mayasinin teknolojik dzellikleri

Istenen 6zellikler Istenmeyen 6zellikler
- Fermantasyon hizi - Ugar asit olusturmasi
- Alkole kars1 dayaniklilik - H,S uretimi
- Yuksek alkol verimi - Kopik olusturma
- Duslk pH, yiksek SO,’ye - Asetaldehit olusturma
tolerans - Polifenol oksidaz enzimi
- Duslk ve yiksek sicaklikla Uretmesi
fermantasyon yapabilmesi - Etil karbamat ve biyojen
- Killer 6zellik amin retmesi
- Sekerin tamamin1 fermente - Karbonil bilesik olusturmasi
edebilmesi - Ure ekstraksiyonu

- Aroma bilesiklerini yeterli ve
dengeli Uretebilmesi

- Gliserol olusturmasi

- Duslk azot ihtiyaci

- Fermantasyon sonunda dibe
¢cOkme yetenegi

- Malik asiti indirgeyebilmesi

- PB-glikozidaz aktivitesi

- Resveratrol ve antioksidan
Uretimini arttirmasi
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Mayalarin teknolojik o6zelliklerinin yaninda maya uUreten firmalar igin
uretilecek, gelistirilecek mayalar icin belirli kriterler vardir. Bunlarin en basinda
uretim maliyetinin dusiik, ekonomik olmas: gelir. Mayalar, bilytik miktarlarda ve
ucuz substratlar kullanilarak dretilebilmelidir. Bunlarin yaninda, mayalarin
kurutma, paketleme, depolama, yeniden aktive olma gibi stres kosullarina dayanikl
olmasi gerekir (Fleet, 2008).

2.2.1. Etanol Toleransi

Alkol fermantasyonu sirasinda yiiksek miktarda etanol olusmas: mayalar
icin bir stres faktortdir. Etanol, alkol fermantasyonunun ana Grlini olmasina
ragmen hlcre membrani igin toksik etkiye sahiptir. Yapilan bazi1 ¢alismalarda
etanoliin mitokondrial DNA’ya zarar vererek hekzokinaz, alkol dehidrogenaz gibi
enzimleri inaktive ettigi, amino asitleri inhibe ettigi ve mayanin hiicre
membraninin  akiskanhgini engelledigi bildirilmistir (Degre, 2002; Labagnara,
2016).

Sarap mayasi, siradaki sekeri anaerobik kosullarda alkol ve CO,’e cevirir.
Alkol, mayanin 0zgil fermantasyon hizint azaltan, fermantasyon aktivitesini ve
gelisimini inhibe eden en onemli bilesik oldugundan, alkole karsi tolerans
sarapcihikta starter olarak kullanilacak mayanin segiminde onemli bir kriterdir.
Fermantasyon ortaminda disuk miktarda oksijen bulunmasi, mayanin canliligin,
etanol toleransi ve verimini olumlu yonde etkiler. Ortamdaki bu oksijen mayanin
hiicre membraninin akiskanhgini saglayan sterol ve doymamis yag asitlerinin
sentezlenmesini saglar. S. cerevisiae anaerobik kosullar altinda sterol tretemez bu
kosullar altinda kusurlu hiicre membranlarina sahip olur ve disiik metabolik
aktivite gosterir. Fermantasyon sirasinda mayalarin bu bilesikleri Uretebilmesi igin
belirli araliklara havalandirma islemi yapilarak ortama az miktarda oksijen girmesi
saglanmahdir (Bauer ve Pretorius, 2000; Degre, 2002). Saccharomyces spp.
olmayan mayalarin etanol tolerans: S. cerevisiae’e gére daha dusiktir. Bu nedenle

alkol fermantasyonu sirasinda ortamda etanol miktar: arttikca S. cerevisiae suslar
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ortama hakim olurlar. Ancak alkol fermantasyonunun dusik sicakliklarda (10-15
°C) gerceklestirilmesiyle Saccharomyces spp. olmayan mayalarin etanole olan

toleransinin arttig: bildirilmistir (Fleet ve Heard, 2002).

2.2.2. Kuikurt Dioksit Toleransi

Sarapcilikta kikdrt dioksit (SO,) oksidasyonu Onleyici, antimikrobiyal ve
durultucu 6zelliklerinden dolayr kullanilir  (Nurgel, 2000; Degre, 2002).
Fermantasyon sirasinda sarabin mikroflorast SO, kullanilarak kontrol edilebilir.
Gunku SO, Saccharomyces spp. olmayan birgok maya icin oldukca toksiktir ancak
Saccharomyces’ e ait tlrler oldukca direnclidir. SO, bu 6zelliginden dolay:
mayalar1 ayirt etmek icin kullanilan bir parametredir. Sarapta apikulat mayalar
(Kloeckera ve Hanseniaspora) ortama ilk hakim olan mayalardir. Ortama ilave
edilen SO, bu mayalarin gelismesini baskilarken, SO,’ye karsi dayanikli olan S.
cerevisiae’nmin ortama hakim olmasini destekler. Bu nedenle ortama ilave edilen
mayanin SO,’ye karsi dayanikli olmast istenir. (Fleet ve Heard, 2002; Fugelsang
ve Edwards, 2007).

Alkol fermantasyonu sirasinda SO, kullanimi ortamdaki maya florasim
etkiler, fermantasyonun ilk birka¢ giininde Koleckera, Hanseniaspora, Candida
ve Hansenula cinsi mayalar 10°-10" kob/mL’ye kadar cogalir, daha sonra ortama S.
cerevisiae tiri  hakim olur. Ancak fermantasyonun bu asamasinda
Zygosaccharomyces, Torulaspora, Schizosaccharomyces ve Brettanomyces cinsi
mayalar da ortamda bulunabilir. Bu sonuca gére SO,’nin her zaman baslangi¢
asamasinda ortamda bulunan yerli mayalar: inhibe etmez bununla birlikte ayn
cinse ait farkli maya tirlerinin SO, toleranslar: farkli olabilir (Heard ve Fleet,
1988). Parish ve Caroll (1987), mayalar icin en 6nemli 6zelliklerinden birinin
siradaki kikirde (25-200 mg/L) dayanabilme yetenegi oldugunu bildirmislerdir.

SO, nin maya metabolizmasina etkisi ortamdaki pH’ya gére degisir ve bu

nedenle belirlemek zordur. Ough ve ark (1988) tarafindan 50 mg/L serbest SO, nin
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3.0 pH da ortamda bulunan S. cerevisiae mayalarini inhibe ederken 3.2 pH ‘da
inhibe etmedigi belirlenmistir.

Sarap mayalari, dogal olarak veya alistinlmalari sonucu fazla miktarda
SO,’ye dayanabilme 0Ozelligine sahip olurlar. Mayanin  SO,’ye Kkarsi
dayanikliliginin biyokimyasal yoni hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bununla
birlikte, maya hiicresindeki glutatyon miktari, SO,’nin plazma zarindaki taginimi
ve diflizyon hizi, mayanin asetaldehit ve SO,’i baglayan bilesikler Uretmesi ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivasyon derecesinin, mayanin
SO,’ye karsi dayanmklihginda onemli rol oynadigi dustnulmektedir. Ayrica
mayalarin SO,’ye Kkars1 dayanikliliklarinda hiicre zarinda bulunan lipitlerin
doygunluk derecelerinin etkili olabilecegi bildirilmistir. Yapilan bazi ¢calismalarda,
SO,’nin hicre icindeki pH’y1 dustrerek mayalar: etkiledigi ve ATPaz enzimin
aktivitesi yiiksek olan mayalarin, daha fazla proton uretip hiucre icgi pH’yi
koruyarak SO,’e kars1 daha dayanikli olduklar: bildirilmistir (Degree, 2002; Fleet
ve ark, 2002; Fugelsang ve ark, 2007).

Siraya SO, eklenmesi ortamdaki maya florasini etkilemenin yaninda
fermantasyon sirasinda ortamda bulunan mayanin karakteristik ozelliklerini de
etkiler. Yapilan calismalarda ortama ilave edilen SO, nin mayanin daha fazla
asetaldehit Gretmesine neden oldugu ve daha fazla képiik olusturdugu bildirilmistir
(Romano ve Suzzi, 2002).

2.2.3. Sicakhga Kars1 Duyarhlhik

Fermantasyon sirasindaki ortam sicakhg maya florasint ve gelisen
mayalarin fermantasyon Kinetigini etkiler. Optimum fermantasyon sicaklhigi maya
tirline gore degisir. S. cerevisiae turl mayalarin ¢ogalmas: icin gerekli olan
optimum sicaklik 30°C’dir ancak bu mayalar genis bir sicaklik araligina (40 °C’ye
kadar) kadar adapte olabilirler. Ancak bazi Saccharomyces spp. olmayan mayalarin
disuk sicakliklarda (8-15 °C) daha iyi gelistigi bildirilmistir (Aranda ve ark, 2011).

19



2. ONCEKI CALISMALAR Zeynep Dilan CELIK

10 ile 32 °C araliginda mayalarin fermantayson hizinda lineer bir artis oldugu
belirlenmistir. 40°C’ ye kadar her 10°C’lik sicaklik artisgindan fermantasyon
yogunlugunun iki katina ¢iktigi ancak 40°C’de bu degerin dustiigl bildirilmistir.
Sicakhigin artmas: ile birlikte etanolin toksik etkisi artar ve ylksek sicaklik,
fermantasyon sonucunda olusan ve sarabin organoleptik ozellikleri icin gerekli
olan ugucu bilesiklerin buharlagsmasina neden olur. Cok disuk sicaklik ise maya
hiicre membraninin akiskanligin etkiledigi i¢in fermantaysonun durmasina neden
olabilir. Sarap Uretiminde beyaz saraplar genellikle 10-18°C arahiginda fermente
edilirken kirmizi saraplar 18-29°C arahiginda fermente edilir. Fermantasyonun
baslangic asamasinda distk sicakligin Saccharomyces spp. olmayan mayalarin
gelismesi istenen durumlarda uygulanabilecegi bildirilmistir (Aranda ve ark, 2011).

Beyaz sarap Uretimi duslk sicakliklarda gergeklestirildiginden, soguga
dayanikli suslarin fermantasyonda kullanilmas: bir yandan fermantasyonun
gecikmesini onler bir yandan da fermantasyon sonunda aroma maddeleri agisindan
ortaya Gikabilecek bazi sorunlart ortadan kaldirir. Dustk sicakliklarda
gerceklestirilen fermantasyon sonucunda etanol verimi daha dusik olurken, yag
asitleri, ylksek alkoller ve bunlarin esterlerinin tretimi artar. Bu nedenle 6zellikle
aromatik, yar1 aromatik beyaz sarap Uretimi sirasinda distik sicaklik uygulamasi
yapilir.  Bununla birlikte soguga dayanikli mayalar ¢ok miktarda gliserol ve
stiksinik asit ve az miktarda asetik asit olusturmakta ve bazilari malik asidi
sentezleyebilmektedir (Ribéreau-Gayonve ark, 2006b; Nurgel, 2000).

Domizio ve ark (2007), farkl: fermantasyon kosullarinda Uretilen Vinsanto
saraplarinin  Gretim  sirasinda  mikrobiyal gelisimini  gozlemisler ve farkl
fermantasyon kosullarinin maya popiilasyonuna ve sarabinin duyusal ézelliklerine
etkisi incelemislerdir. Fermantasyon geleneksel yontemlerle 50 L’lik ficilarda
gerceklestirilmistir. Geleneksel mahzen kosullarinda, fermantasyon basinda dusik
sicaklik uygulamasinin Saccharomyces spp. olamayan tiirlerin canli kalma siresini
uzattigi, fermantasyon sicakhginin surekli olarak 16-18°C derecelerinde

korundugunda Saccharomyces tirlere ait mayalarin ortamda baskin oldugu
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belirtilmistir. Saraplarin ticari maya susu ile asilanmasi ve fermantasyon
sicakliginin Vinsanto saraplarinin kalitesini énemli dl¢iide etkiledigi bildirilmistir.
Csomo ve ark (2010), Macaristan’nin Tokay Bolgesi’ndeki yerli Gzim
cesitlerinden izole ettikleri S. cerevisiae ve S. uvarum suslarinin farkh
sicakliklardaki (14° ve 26° C) teknolojik 6zelliklerini incelemislerdir.
Arastirmacilar S. uvarum suslarinin 14 °C’de birgok S. cerevisiae susuna kiyasla
fermantasyon 6zelliklerinin daha iyi oldugunu belirlemistir. Ayni zim gesidinin
spontan fermantasyonunun maya populasyonu ile ilgili daha ©nceki yapilan
calismada fermantasyon sirasinda izole edilen S. cerevisiae suslarinin S. uvarum’ a

gore dusik sicaklikta daha iyi fermantasyon 6zelligi gosterdigi bildirilmistir.

2.2.4. Hidrojen Silfur (H,S) Uretimi

Ugucu silfir bilesikleri (USB), fermente gida ve iceceklerde bulunan ve
rdiniin kalitesi Gzerinde 6nemli etkisi olan bilesiklerdir. Sarapta bulunan USB ise
fermantasyon sirasinda olusurlar, bircogu disik algilanma esik degerine sahiptir
ve saraba 6zgu kompleks aromalar kazandirirlar. Sarapta bulunan stlfir bilesikleri,
tioller (merkaptanlar), siilfitler, tioesterler ve heterosiklik bilesikler olmak Uzere 4
grupta toplanabilir. Saraptaki bazi sulfur bilesikleri kendine 6zgi meyvemsi
aromalar verirken bazilar1 da istenmeyen, ¢iriik yumurta benzeri (hidrojen stlfir)
kokular verirler (Rauhut, 2009). Hidrojen sulfur (H,S), alkol fermantasyonu
sirasinda ve sonrasinda ortaya ¢ikabilir ve maya metabolizmasi sonucunda Uretilen
bu bilesik, dusik algilanma esik degerine sahip (50-80 pg/L) ugucu tiol dir.
Hidrojen slftr ayrica diger indirgen stlfir bilegiklerinin (merkaptanlar) éncilidur
(Swiegers ve ark, 2005; Kinzurik ve ark, 2016).

Mayalarin sarapta H,S olusturmasini etkileyen bircok biyolojik ve
fizyolojik faktér vardir. Mayalarin H,S olusturmalari sus dizeyinde farklilik
gosterebilir ve bu farklihga mayamn genetik 0Ozelligi, siranin bilesimi ve
fermantasyon kosullar: neden olabilir. Ancak bazi maya suslarinin H,S Uretme

Ozelliklerinin farkli ortamlarda degisiklik gosterdigi buna karsin bazi suslarin bu
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Ozelliginin de ortam kosullarindan etkilenmedigi bildirilmistir (Rauhut, 2009;
Labagnara, 2016).

H,S” in S- iceren amino asitlerin biyosentezi sirasinda ara (riin olarak
meydana geldigi bilinmektedir. Alkol fermantasyonu sirasinda, siradaki azot
konsantrasyonu ve mayalarin proteolitik aktiviteleri H,S olusmasina neden olan iki
onemli etkendir. Eger sirada yetersiz asimile edilebilir azot varsa, mayalarin
proteolitik akviteleri sonucunda ortamdaki protein ve peptitler indirgenir. Bunun
sonucunda kikurt iceren proteinlerin yan triint olarak H,S olusur (Rauhut, 2009).
Alkol fermantasyon sirasinda yiiksek sicaklik ve pH, ortamda tortu bulunmasi,
indirgenebilir bakir iyonlarimin varligi, H,S olusumunun artmasina neden olur.
Uziim sirasinin tortusu protein igerir bu da maya metabolizmas: sonucunda
ortamda bulunan S-icerikli amino asitlerin serbest kalmasina ve H,S olusumuna
neden olur. Bu nedenle beyaz sarap Uretiminde fermantasyondan dénce tortu alma
islemi uygulanir (Fugelsang ve Edwards 2007; Rauhut, 2009).

Romano ve ark (1997), 98 K. apiculata, H’spora guilliermondii suslarinin
H,S olusturma 06zelliklerini incelemislerdir. K. apiculata suslarinin % 60’ nin
dusiik % 20’sinin ise yuksek miktarda H,S drettikleri belirlenmistir. H’spora
guilliermondii suslarinin ise K. apiculata suslarina gore daha diisuk miktarlarda

H,S Urettikleri ve 2 susun hi¢ H,S tretmedigi bildirilmistir.

2.2.5. Mayalann Killer Ozelligi

Mayalarin killer 6zelligi ilk defa Bevan ve Makower (1963) tarafindan
bildirilmistir. Killer 6zellik, bazi mayalar tarafindan uretilen, protein veya
glikoprotein yapida olan toksik maddelerin bir sonucudur. Killer 6zellik
bakimindan mayalar 4 grup altinda toplanabilir: Killer (K), duyarl: (S), nétur (N) ve
Killer-duyarli. Killer mayalar duyarl: mayalar: toksin Ureterek oldirdrler. Duyarh
mayalar (S) bu toksinler tarafindan oldirilurler. N6tur mayalar toksin retmezler
ancak toksinlere karsi bagisikhik gosterirler. Killer-duyarli mayalar, kendi

urettikleri toksine karsi bagisiklhiklart vardir ancak baska mayalar tarafindan
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uretilen toksinlere karst duyarli olabilirler. Killer mayalarin duyarli mayalar
Uzerindeki etkisi laboratuvar ortaminda, 4.2-4.7 PH, 20 °C’de kolaylikla
belirlenebilir. Duyarli maya agar katilasmadan Once inokile edilir, daha sonra
katilagan agara killer 6zelligi oldugu dusiinilen maya inokule edilir. Ortamda
toksin olursa duyarl: maya zon olusturamaz (Nurgel, 2000; Ribéreau-Gayon ve ark,
2006a).

Mayalarda bulunan killer 6zellik ilk defa S. cerevisiae de kesfedilmistir
ancak Pichia, Kluyveromyces, Hansenula, Candida, Kloeckera, Debarymoces,
Rhototorula, Trichosporon ve Cryptococcus gibi cinslere ait turlerin de killer
oOzellik gozterdigi belirlenmistir. S. cerevisiae maya suslarinin K1, K2, K3 ve KT28
olmak tzere 4 farkli killer 6zelligi vardir. K2 ve K3 toksini birbirine ¢ok benzerdir
ve K3 toksini K2’ nin mutasyonu sonucunda olustugu, sarapta bulunan S.
cerevisiae mayalarinda K2 suslarinin yaygin oldugu bildirilmistir (Riberau-Gayon
ve ark, 2006a).

K1 toksini 2 alt birimden olusan kiglk bir proteindir ve yalmzca 4.2-4.4
PH araliginda aktive oldugu bu nedenle (izim sirasinda inaktif halde oldugu
belirlenmistir. K2 toksini glikoprotein yapidadir ve 2.8 — 4.8 pH araliginda aktive
olur. Bu nedenle K2 toksini salgilayan mayalarin sira ve sarapta aktif hale gectigi
ve etkisini gosterdigi bildirilmistir (Riberau-Gayon ve ark, 2006a).

Starter kiltir olarak kullanilacak bir mayada aranan 6zelliklerden biri de
killer Ozelliktir. Killer Ozellige sahip starter maya istenemeyen mayalarin
gelismesini onleyebilir. Killer mayanin, toksine karsi bagisikhig: oldugundan,
fermantasyona hakim olma olasiligi yiksektir. Bdylelikle fermantasyonun
gecikmesi veya durmasi Onlenebildigi gibi, istenemeyen mayalarin aroma

maddeleri Uretmeleri de engellenmis olur (Nurgel, 2000; Shimuzu, 2002).

2.2.6. Mayalarin Enzimatik Aktivite Ozellikleri
Sarap Uretiminde, mayalarin Urettigi enzimler sarabin duyusal ve fiziksel

Ozelliklerini olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilir ve etkili olan baslica enzim
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gruplar esterazlar, lipazlar, proteazlar ve glukozidazlar’ dir (Villena ve ark., 2007).
S. cerevisiae tlrt mayalarin enzim Gretme Ozellikleri zayifken, Saccharomcyes spp.
olmayan mayalarin (Candida, Debaromyces, Hansenispora, Hansenula,
Kloeckera, Metschinikowia, Pichia, Schizosaccharomyces, Torulaspora ve
Zygosaccharomyces) daha kuvvetli enzim Uretme Ozelligine sahip oldugu
belirlenmistir (Charonchai ve ark, 1997).

Siradaki bagli aroma bilesiklerinin maya tarafindan biyokimyasal
reaksiyonlarla serbest aroma bilesiklerine doniismesi istenen bir 6zelliktir. Bu
reaksiyonlardan Gzerinde en ¢ok galisilan bilesik terpenlerdir. Misket ve Riesling
gibi aromatik Gzlimlerde sitronellol, jeraniol, linalol, nerol gibi monoterpenler
bulunur. Ancak bu terpenler liziim ve sirada glikoza ya da disakkaritlere glikozit
baglar1 ile bagl halde bulunurlar. Fermanatasyon sirasinda glikozit baglar
mayalarin reaksiyonlari sonucu kirilir ve sarap aromast icin énemli terpenler agiga
cikar. Mayalarin glikozidaz aktivitesinin tirlere ve suslara gore degistigi
belirlenmistir. Hanseniaspora, Debaryomyces ve Dekkara gibi Saccharomyces spp.
olmayan cinslere ait turlerin glikozidaz aktivitesinin Saccharomyces’lara gore daha
yuksek oldugu bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Fia ve ark, 2005; Maicas ve Mateo,
2005; Swiegers ve ark, 2005; Villena ve ark, 2007). Glikozidazlar arasinda f-
glikozidazlar sarapgilik icin en énemli ezimlerden biridir. Sarap Gretimi sirasindaki
bagli aroma bilesiklerinin serbest hale ge¢mesi igin genellikle Aspergillus spp.’
mantarindan izole edilen ticari enzimler kullanilmaktadir. Ticari enzimlerin icerigi
saf degildir bu nedenle spesifik olarak istenen bagl aroma bilesikleri disinda baska
bilesiklerle de reaksiyona girebildigi ve sarabin duyusal ¢zelliklerini ve kalitesini
etkileyebildigi belirlenmistir. Sarap Uretimi sirasinda ticari enzimleri kullanmak
yerine, yalnizca bagh aroma bilesiklerini serbest hale getirecek istenilen enzim
aktivitesine sahip maya suslarinin kullanimi tercih edilmelidir (Villena ve ark,
2007).

Sarap (retiminde 6nemli bir diger enzim gurubu da proteazlardir. Uziim

strasinin yapisinda peptitler ve proteinler bulunur ve siradaki bu bilesikler stabil
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olmadigindan, siselemeden sonra ya da depolamas: siresince beyaz saraplarda
protein bulanikhg: olusabilmektedir. Bu nedenle bulaniklik olusturan bu
proteinlerin enzimatik yolla hidrolizi sarabin stabilizasyonu ve durultulmas:
acisindan 6nem tasimaktadir. S. cerevisiae mayalarinda proteaz aktivitesine
rastlanmamustir ancak bazi Saccharomyces spp. olmayan mayalarin asidik proteaz
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Moreno-Arribas ve Polo, 2005).

Mayalarin enzim metabolizmlar1 sonucunda (Uretilen ucucu bilesikler
sarabin duyusal 6zelliklerine 6nemli katki saglarlar. Bu ugucu bilesikler arasinda
esterler sarabin meyvemsi karakterini veren en énemli ugucu bilesiklerdir. Mayalar
tarafindan yuksek alkollerin ve yag asitlerinin etil esterler olmak Utzere iki 6nemli
ester gurubu dretilir. Bu bilesiklerin hidrolizini saglayan enzim grubu ise
esterazlardir. Yag asitlerinin etil esterlerinin, mayalarin yag metabolizmasi
sonucunda kisa ve orta zincirli yag asitlerinin esterifikasyonu sonucunda olustugu
bildirilmistir (Ugliano, 2009). Mayalarin ester aktiviteleri sonucunda (Uretilen

esterlerin basinda isoamil astetat ve 2-feniletil asetat gelir.

2.2.7. Yuksek Seker Konsantrasyonunda Gelisme

Alkol fermantasyonunun basinda, siranin seker konsantrasyonunun yuksek
olmas1 mayalarin gelisimini inhibe ederek fermantasyonun yavaslamasina neden
oldugu belirlenmistir (Fugelsang ve Edwards, 2007). Mayalarin yiiksek seker
konsantrasyonunda gelisme 0zelligi, Ozellikle sicak bdélgelerde yetistirilen ve
yiksek seker konsantrasyonuna sahip Uzum siralarinin  fermantasyonu igin
Onemlidir. Siramin yiiksek seker konsantrasyonuna sahip olmasi, mayanin lag
(adaptasyon fazi) fazinin uzamasina, fermantasyon hizinin diismesine, mayanin
biyokitlesinin ve fermantasyon sonunda etanol toleransinin azalmasina neden
oldugu ayrica osmotik basing nedeniyle mayalarin gelisiminin inhibe oldugu
bildirilmistir (EImac: ve ark. 2014).

25



2. ONCEKI CALISMALAR Zeynep Dilan CELIK

2.2.8. Kopuk Olusturma Ozelligi

Fermantasyon sirasinda kopiik olusumu, fermantasyonun gergeklestigi
tankin hacmini azaltigindan ve kontaminasyona elverigli ortam yarattigindan
istenemeyen bir &zelliktir.  Alkol fermantasyonu sirasinda, kopik olusumunu
etkileyen baglica faktorler kullanilan maya susu, siranin azot bilesimi ve
fermantasyon sicakliginmin oldugu bildirilmistir (Riberau-Gayon ve ark. 2006a;
Elmaci ve ark. 2014).

2.2.9. Fermantasyon Hizi

Mayanin fermantasyon hizi, fermantasyon basladiktan sonraki 48 saatte
olusan karbondioksit (CO,) kayb: ya da asimile edilen seker miktar: ile 6lgulir ve
fermantasyon gucii, fermantasyon sonucunda olusan alkol ile belirlenir.
Fermantasyonun uzun sirmesi mayalarin fermantasyon hizinin disiik olmasindan
kaynaklanir ve distik fermantasyon hizina sahip mayalarin cogu ortamdaki sekerin
tamamini asimile edemez. Sarap Uretimi icin kullanilacak mayanin fermantasyon
hizimin 0.2 g/L’den fazla olmas: beklenir (Perez-Coello ve ark, 1999; Esteve-
Zarzoso Ve ark, 2000; Labagnara, 2016).

Sarap mayalarinin istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesine firsat
vermeden ortama hakim olmasi, fermantasyonu baslatmas: ve belli bir zaman
icerisinde fermantasyonu tamamlanmasi istenir. Fermantasyon hizinin istenen
stirede olmasi, maya secimine baghdir. Fermantasyon sirasinda CO; ile birlikte
aroma kaybi da oldugundan bazi aromatik saraplarin tretiminde, fermantasyon hizi
diistik olan mayalar tercih edilir (Ozgelik ve Denli, 1999).

Mayanmin fermantasyon ortamina hakim olabilmesi ic¢in fermantasyon
hizinin ve ortamdaki seker miktarina gore alkol veriminin yiksek olmas: gerekir.
Yapilan c¢ahsmalarda, iyi fermantasyon Ozelliklerine sahip bir mayanin,
fermantasyonu hizli bir sekilde baslatmas: ve dizgln bir sekilde strdirmesi

gerektigi, ayn sekilde mayanin ortamda fermente olabilen sekerin tamamina yakin
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bir kismini tliketebilme yetenegine sahip olmas: gerektigi belirtilmistir (Degre,
2002; Fleet, 2008).

Ciani ve Maccarelli (1998), S. cerevisiae (50 sus) , T. delbrueckii (90 sus),
C. stellata (12 sus), Saccharomycodes ludwigii (27 sus), H’spora uvarum (14 sus) ,
K. apiculata (23 sus) maya suslarinin fermantasyon hizlari ve fermantasyon
verimlerini belirlemislerdir. Kullanilan 90 T. delbrueckii susunun fermantasyon
gliciinin genis bir aralikta oldugu (4-14 % h/h), C. stellata suslarinin fermantasyon
glicii ve fermantasyon hizlarimin distik oldugu, K. apiculata ve H’spora uvarum
suslarinin gok dustk fermantasyon glicl ve hizina sahip oldugu, Saccharomycodes
ludwigii suslarinin ise fermantasyon hizi ve veriminin diger Saccharomyces spp.
olmayan maya suslarina gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Csomo ve ark (2010), Macaristanin saraplik Gzim cesitlerinin spontan
fermantasyonu sirasinda izole edilen ve tanimlanan 32 S. cerevisiae ve 8 S. uvarum
suslarimin  farkli sicaklilarda (14 °C ve 26°C)’daki fermantasyon hizlarin
incelemislerdir. S. uvarum suslarinin 14 °C’deki fermantasyon hizlarinin 26°C’ye
gore daha yuksek oldugu ve S. cerevisiae suslarinin ise cesitlilik gosterdigi
bildirilmistir. izole edilen S cerevisiae suslarinin bazilari 26 °C’de yiiksek
fermantasyon hizi gosterirken bazilari ise 14°C’de gOstermistir. Ayrica bitun S.
uvarum ve S. cerevisiae suslarimn 18°C’de 14°C’ye gore daha yuksek

fermantasyon hizi gésterdigi de bildirilmistir.

2.2.10. Mayanmin Ucar Asit Olusturma Gucu

Sarapta ucar asit, bozulma gostergesidir ve genellikle asetik asit cinsinden
ifade edilir. Asetik asit, sarap Uretimi sirasinda olusan en temel ugucu asittir ve
asetik asit bakterileri tarafindan dretildigi gibi fermantasyon sirasinda mayalar
tarafindan da olusturulurlar. Asetik asit miktari sarap cesidine gore degiskenlik
gostermekle birlikte belli bir konsantrasyonun Ustlinde sarabin duyusal 6zelliklerini

olumsuz etkiler. S. cerevisiae turtnin asetik asit Uretimi susa gore farklilik gésterir
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ve genellikle 100 mg/L ile 2 g/L degerleri arasinda degisir (Swiegers ve ark, 2005;
Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a).

Breda ve ark, (2013), 47 adet farkl: T. delbrueckii susunun Grettigi ucar asit
miktarlarini incelemisler ve referans olarak 4 ticari T. delbrueckii ve Llticari S.
cerevisiae susunu kullanmiglardir. Denemede kullanilan ticari ve yerli suslarinin
cogunun Qrettigi ucar asit miktarlarinin birbirine yakin oldugu (0.3-0.6 g/L
araliginda) yalmzca bir T. delbruckii susunun digerlerine gore daha yuksek
miktarda (0.7 — 1.0 g/L) ugar asit olusturdugunu bildirmislerdir.

Teixeria ve ark, (2014), Touriga Nacional siralarinin spontan
fermantasyonu sirasinda izole ettikleri Saccharomyces spp. olmayan mayalarin
ucar asit olusturma 6zelliklerini incelemisler ve kontrol olarak ticari S. cerevisiae
susu kullanmigladir. Arastirmacilar, izole ettikleri P. terricola (0.42 g/L),
Zygoascus heleniscus (0.27 g/L) suslart disindaki Saccharomyces spp. olmayan
suslarin ve kontrol olarak kullanilan maya susunun yiiksek miktarlarda (0.78 mg/L-

1.33 mg/L) ugar asit olusturduklarini bildirmislerdir.

2.2.11. Fermantasyon Sonunda Dibe Cokme

Mayanmin fermantasyon tamamlandiktan sonra hizli bir sekilde dibe
cOkmesi sarabin kisa slrede ve fazla islem uygulanmadan berraklasmasin
sagladigi ve tortu alma islemini kolaylastirdigi igin ©Onemlidir. Mayanin
flokilasyon 6zelligini etkileyen birden gok gen (FLO1, FLO2, flo3, FLO4, FLO5,
flo6, flo7, FLO9, FLO10 eva MUC1) vardir ve bu 6zellik mayalar arasinda sus
dizeyinde farklihk gosterebilir. Flokllasyonu etkileyen diger faktorlerin, pH,
ortamdaki seker miktari, havalandirma ve ortamdaki Ca" iyonlar: gibi cevresel
faktorler oldugu bildirilmistir (Ozcelik ve Denli, 1999). Romano ve ark (1985),
calismalarinda otuz S. cerevisiae susundan yalnizca 6’sinin flokilasyon 6zelligi
gosterdigini bildirmislerdi. Suzzi ve ark (1992), Zygosaccharomyces bailii susunun
flokilasyon 0zelliginin ortamda glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve mannoz

varliginda tamamen inhibe oldugunu bildirmislerdir.
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2.2.12. Mayalarin Urettigi Sekonder Metabolitler

Alkol fermantasyonunu gergeklestiren mayalar sarapta bulunan sekonder
metabolitlerin olusumundan sorumludurlar. Mayalarin siradaki sekerleri fermente
etmesi sonucunda etanol, karbondioksit ana driinler olarak ortaya ¢ikar. Bu siirecte
ayrica, gliserol yiksek alkoller, esterler, ucucu yag asitleri ve karbonil bilesikler
(Sekil 2.1) de bu asamada olusurlar ve bu bilesikler mayalarin sekonder

metabolitleri olarak bilinirler (Manzanares ve ark, 2011).
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Sekil 2.1. Maya metabolizmasi sonucunda Uretilen aroma aktif bilesikler (Swiegers
ve ark., 2005)

Gliserol alkol fermantasyonu sirasinda maya metabolizmas: sonucu

uretilen ve sarabin vizkositesini, gdvdesini etkileyen metabolitlerden biridir.
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Algilanma esik degerinin (5.2 g/L) lzerinde saraba tatlilik verir. Sek saraplarda
gliserol miktar1 4.2 g/L ile 10.4 g/L degerleri arasinda bulunur. Termofil olan S.
cerevisiae suslarinin mezofil olanlara gore daha fazla gliserol urettigi bildirilmistir.
Saccharomyces spp. olmayan, 6zellikle Candida stellata ve Saccharomycodes
ludwigii tlrlerinin yiksek miktarda gliserol Urettigi ve mayalarin stres kosullarinda
daha yuksek miktarda gliserol Urettigi bildirilmistir. Mayalarin gliserol Uretimini
arttiran basghca faktorlerin yiksek seker konsantrasyonu, ortamdaki SO,
konsantrasyonunun fazla olmasi, ylksek fermantasyon sicakhgi ve yiksek pH
degeri oldugunu bildirilmistir (Ugliano ve Henscke, 2009).

Regododn ve ark (1997), farkl: saraphanelerden temin edilen sira ve
saraplardan izole edilmis 21 S. cerevisiae izolatinin, farkl giralarda urettigi gliserol
miktarlarinin 4.6 g/L ile 8 g/L degeleri arasinda oldugu bildirmislerdir.

Clemente-Jimenez ve ark (2004), Macabeo sirasindan izole edilmis S.
cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan maya tlrlerinin teknolojik
oOzelliklerinin belirlendigi calismada, gliserol miktarinin H’spora uvarum susu ile
fermantasyon yapilmis sarapta 2.31 g/L, I|. orientalis susu ile fermantasyon
yapilmis sarapta 0.11 g/L, S. cerevisiae susu ile fermantasyon yapilmis sarapta 0.57
o/L oldugunu bildirmislerdir.

Breda ve ark (2013), Afrika’mn sarap bdlgelerinden daha 6nce izole
edilmis 43 T. delbrueckii izolatinin Grettigi gliserol miktarinin 5.1 g/L ile 7.9 g/L
degerleri arasinda degistigini bildirmislerdir.

Aponte ve Blaiotto (2016), italya’nin Moscato di Sracena {izim gesidinden
izola edilmis 26 S. cerevisiae izolatinin Urettigi gliserol miktarlarimin 5.84 g/L ile
8.12 g/L degerleri arasinda degistigini bildirmislerdir.

Yuksek alkoller iki ya da daha fazla karbon atomu iceren, kaynama
noktasi ve molekil agirhg: etanolden daha yuksek olan alkollerdir. Aromatik
bilesikler arasindaki en buylk gurubu olustururlar ve 300 mg/L’nin altinda saraba
kompleks bir yap1 kazandirirlar. Daha yiuksek konsantrasyonlarda (400 mg/L ve

lizeri) ise saraba keskin, sert alkol aromas: vererek olumsuz yénde etkilerler.
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Mayalar tarafindan dretilen yiksek alkoller alifatik (propanol, izoamil alkol,
izobutanol, amil alkol) ve aromatik (2-fenil etanol, tirosol) alkoller olmak uzere iki
grupta toplanirlar. Yuksek alkoller ayrica sarabin duyusal 6zelliklerine énemli
etkisi olan bazi esterlerin dnculleridir. (Swiegers ve ark, 2005; Ribérau-Gayon ve
ark, 2006a; Manzanares ve ark, 2011).

Yiksek alkoller, amino asitlerin katabolizmas: sirasinda (Ehrlich
Reaksiyonu) ara Urlin olarak ortaya ¢ikan o-keto asitlerin dekarboksilasyonu
sonucunda olusurlar. Bu reaksiyonun ilk asamasinda dallanmis zincirli ve aromatik
yapidaki aminoasit transferaz enzimi ile aminoasitlerden bir molekil amonyum
(NH3) ayrilarak (deaminasyon) o-keto asit olusur. o-Keto asitten pirtvat
dekarboksilaz enzimi ile CO, uzaklasmas: (dekarboksilasyon) sonucunda aldehitler
olusur ve son olarak aldehitlerin alkol dehidrogenaz ile indirgenmesiyle yiiksek
alkoller olusurlar. Yiksek alkoller, ortamda amino asit eksikliginde glikoliz
sirasinda olusan pirivatin o-keto asite indirgenmesi yolu ile de uretilebilirler
(Ribérau-Gayon ve ark, 2006a)

Mayalarin yuksek alkol olusturma 6zelligi tir ve sus dizeyinde farklilik
gosterir ve sarap Uretimi sirasinda kullanilacak maya segilirken yiiksek alkol
olusturma 6zelligi de g6z 6niinde bulundurulur. Saccharomyces tlrleri arasinda S.
cerevisiae’nmin olusturdugu yiksek alkol miktar1 S. bayanus’a gore daha distktir.
Ancak S. cerevisiae’nin olusturdugu ylksek alkol miktar1 suslara goére blyiik
cesitlilik gosterir. Genellikle, bircok Saccharomyces olmayan maya tlrinun
olusturdugu ylksek alkol miktar: ise S. cerevisiae” den daha dusiktur. Kullanilan
maya tirli ve susu disinda alkol fermantasyonu sirasinda olusan her bir yiiksek
alkol bilesigi miktarint etkileyen diger faktorler ise siranin seker miktari, asimile
azot miktari, fermantasyon sicakligi, pH, havalandirma islemi, ortamdaki tortu
miktari, Gzlm gesidi ve kabuk maserasyonu suresidir (Ugliano ve Henschke, 2009;
Jolly ve ark, 2013).

Esterlerin blylk bir kismu maya metabolizmas: sonucunda alkol

fermantasyonu sirasinda olusurlar ve dzellikle geng saraplarin meyvemsi dzelligine
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blyuk katk:i saglarlar (Bartowsk ve Pretorius, 2009). Sarapta en yaygin olarak
bulunan esterler Cizelge 2.2° de gosterilen asetik asit ve yiiksek alkollerin asetatlar:
(etil asetat, hekzil asetat , izoamil asetat, izobitil asetat ve 2-fenil etil asetat) ile diiz
zincirli yag asitlerinin etil esterleri (etil bitanoat, etil hekzanoat, etil oktanoat, etil
dekanoat, etil propionat, etil laktat)’ dir (Fugelsang ve Edwards, 2007; Manzanares
ve ark, 2011).

Cizelge 2.2. Bazi esterlerin aroma tanimlayicilari, saraptaki konsantrasyonlar: ve
algilanma esik degerleri (Swiegers ve ark., 2005)

Esterler Aroma tammlayicilart ~ Saraptaki miktarn  Algilanma esik degeri
(mg/L) (mg/L)

Yiiksek alkollerin

asetatlar:

Etil asetat oje, meyvemsi 22.5-63.5 7.5*

Hekzil asetat tath, parfum, meyvemsi 0-4.8 0.7**

Izoamil asetat muz, armut 0.1-34 0.03*

Izobiitil asetat Muz, meyvemsi 0.01-1.6 1.6%**

2-fenil etil asetat ciceksi, gul, bal, meyve 0-18.5 0.25*

Yag asitlerinin esterleri

Etil bltanoat ciceksi, meyvemsi 0.02-1.8 0.02*
Etil hekzanoat yesil elma, meyvemsi 0.03-34 0.05*
Etil oktanoat tatl,sabunumsu 0.05-3.8 0.02*
Etil dekanoat tatly, elma, solvent 0-2.1 0.2%***
Etil propionat meyvemsi - 1.8*
Etil laktat ¢ilek, ahududu - 150*

*,9010 etanol; **, sarap; ***, kirmizi sarap; ****, sentetik sarap

S. cerevisiae suslar: hekzil asetat, etil oktanoat, etil hekzaonoat gibi sarap
aromasina Onemli etkisi olan esterleri farkli miktarlarda Uretebilirler. Bunun
yaninda birgok Saccharomyces olmayan mayanin da ester Ureterek sarap aromasina
katki sagladigi bilinmektedir. Candia, Hansenula ve Pichia cinslerine ait birgok

tirin, S. cerevisiae suslarindan daha fazla etil asetat Grettikleri belirlenmistir
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(Nykanen, 1986; Manzanares ve ark, 2011). Ayrica Rhodotorula’mn izoamil
asetat, H’spora uvarum tirinin de genel olarak yliksek miktarlarda ester Urettigi
bildirilmistir (Mateo ve ark, 1991; Romano ve ark, 1997; Manzanares ve ark,
2011).

Mayalar alkol dehidrogenaz enzimleri tarafindan katalizlenen ve yiiksek
alkoller ve asetil CoA’nin substrat olarak kullanildig: reaksiyonlar sonucunda etil
esterleri dretilirler. Mayalarin bu enzim aktiviteleri de genler tarafindan kontrol
edilir ve maya tir ve susu arasinda farklilik gosterir. Mayalarin yag asitlerinin
esterlerini  genetik ve enzimatik olusturma mekanizmalari tam olarak
anlasilamamustir. Alkol fermantasyonu sirasinda olusan esterlerin  miktarlar:
kullanilan maya tlriine ve susuna gore énemli farklilik gosterir. Bunun yaninda
Uzum cesidi, fermantasyon sicakhgi, siranin igerdigi tortu miktari, asimile azot
miktar1 baslangigtaki seker, oksijen ve lipit miktarlari olusan ester miktarini ve
cesitliligini etkileyen diger faktorlerdir (Swiegers ve ark, 2005).

Ugucu asitler, diiz zincirli ya da dallanmis zincirli olarak ikiye ayrilirlar.
Maya metabolizmas: sonucunda aciga ¢ikan baslica ugusu asitler, asetik propanoik,
bltanoik, oktanoik, dekanoik, hekzanoik asitlerdir. Sarabin duyusal 6zellikleri ile
ilgili yapilan bazi calismalarda hekzanoik, oktanoik ve dekanoik asitin beyaz
sarabin aromasina katki sagladigi, 2-metilpropionik asit gibi dallanmis zincirli
ucucu asitlerin de sarabin bukesine katki sagladig: bildirilmistir (Ugliano ve
Henschke, 2009).

Genellikle S. cerevisiae suslari, orta zincirli yag asitlerini (C8 ve C10),
Saccharomyces olmayan mayalara goére daha yuksek miktarlarda Gretirler. Bunun
yaninda Saccharomyces olmayan mayalarin rettigi hekzanoik, oktanoik, dekanoik
asit gibi kisa ve orta zincirli yag asitleri belli bir seviyenin (zerine ulastiginda
ortamdaki S. cerevisiae mayalarinin gelisimini inhibe ederek fermantasyonun
durmasina neden olabilirler (Fleet, 2003).

Karbonil bilesikler iginde bulunan ugucu aldehitler distk algilanma esik

degerleri ve saraba verdikleri karakteristik aromalar (findigimsi, elma, limon)
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nedeniyle en 6nemli karbonil bilesiklerdir. Bunlar arasinda asetaldehit sarapta en
fazla miktarda bulunan karbonil bilesigidir. Algilanma esik degeri 100 mg/L “dir ve
sarapta 10-75 mg/L degerleri arasinda bulunur. Asetaldehit ¢irik elma, findik
benzeri aroma verir ve beyaz sarapta oksidasyon gostergesidir. Sarapta, etanoliin
zamanla oksidasyonu, film olusturan mayalarin metabolizmasi, fazla miktarda O,
ile temas ve fermantasyon sirasinda yuksek miktarda SO, kullanilmasi, mayalarin
fazla miktarda asetaldehit Uretmesine neden olabilir. Yapilan c¢aligmalarda SO,
tolerans: yiksek olan mayalarin diistik olan mayalara gére daha fazla asetaldehit
urettikleri bildirilmistir. Alkol fermantasyonu sirasinda Saccharomyces spp.
olmayan K. apiculata, C. krusei, C. stellata, H. anomala, M. pulcherima tirleri 40
mg/L ye kadar asetaldehit Uretirken S. cerevisiae 6-190 mg/L degerleri arasinda
Uretebilir. Karbonil aroma bilesikleri icindeki diger bir dnemli grup laktonlardir.
Gama bitirolakton sarapta miktar1 en ylksek bulunan laktondur ve laktonlarin
duyusal Ozellikleri tam olarak anlasilamamistir (Swiegers ve ark, 2005;
Manzanares ve ark, 2011).

Romano ve ark (1997), 96 apikulat mayasinin asetaldehit ve etil asetat
olusturma profillerini incelemislerdir. K. apiculata maya suslarinin 15.5-65.8
mg/L araliginda, H’spora guilliermondii suslarinin ise 10.5-27.7 mg/L arahiginda
asetaldehit Urettikleri bildirilmistir. Her iki ture ait suslarin Grettikleri etil asetat
miktarlarinin 8-40 mg/L araliginda degistigi, ancak bazi K. apiculata suslarinin 60
mg/L’nin Uzerinde etil asetat Grettigi bildirilmistir.

Ciani ve Maccarelli (1998) sarapcilik icin énemli olan bes Saccharomyces
spp olmayan tire ait bircok maya susunun teknolojik 6zelliklerini incelemislerdir.
Sonuclara gore C. stellata ve T. delbrueckii’nin saraplarin aroma ve lezzetlerine
olumlu etkileri oldugu, K. apiculata mayasinin ylksek miktarda asetik asit, etil
asetat ve etanol Urettigi belirlenmistir.

Zohre ve ark (2002), Gzlm sirasinda, K. apiculata, C. pulcherrima ve S.
cerevisiae mayalarinin saf ve karisik kiltrlerinin 6zelliklerini incelemislerdir.

Karisik kiltiirde Saccharomyces spp. olmayan mayalarin ¢ogaldigi ve ortamda
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daha uzun sire kaldigi, Sachharomyces mayalarinin ise fermantasyona hakim
oldugunu belirlemislerdir. Karigik ve saf kiltlrlerde en fazla etanolll S. cerevisiae
mayalar1 Uretmistir. Saf kiltirler ile yapilan fermantasyonda, K. apiculata ve C.
pulcherrima mayalar1, disiik etanol, yiksek indirgen seker ve yiuksek miktarda etil
asetat Oretmistir. Karnisik  kilturle yapilan fermantasyonda etil asetat
konsantrasyonu, S. cerevisiae saf kultlri ile yapilana gore daha fazla bulunmustur.

Clemente-Jimenez ve ark, (2004), Ispanya’nin Valle del Andrax
bolgesinde, farkli Gzum cesitleri ile yaptiklari denemelerde spontan fermantasyon
sirasinda Candida, Hanseniaspora, Issatchenkia, Metschnikowia, Pichia ve
Saccharomyces tirlerine ait mayalart tanimlamiglardir. Yapilan analizler
sonucunda en iyi yuksek alkol profili S. cerevisiae mayas: vermistir. Bunu H’spora
uvarum, I. orientalis ve C. stellata mayalar: takip etmistir. M. pulcherrima ve P.
fermentans mayalar1 sarapta istenen aromalar olan, yuksek miktarlarda etil
oktanoat ve 2-fenil etanol Gretmislerdir.

Cordero-Bueso ve ark (2013), ispanya da yetistirilen Malvar beyaz
Uziminln spontan fermantasyonu sirasinda Saccharomyces spp. olmayan maya
populasyonunu belirlemis ve izole edilen bazi mayalarin sarap kalitesi Uzerine
etkisini incelemislerdir. izole edilen 504 Saccharomyces spp. olmayan maya B-
glukozidaz ve pektinaz aktivitelerine gore secgilmis ve secilen Saccharomyces spp.
olmayan mayalarin sarabin duyusal 0©zelligi Uzerine olumlu etkisi oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte T. delbrueckii mayasinin sarabin ciceksi ve
meyvemsi 6zelligini arttirdigini ve S. cerevisiae ile birlikte karigik kiltur olarak
kullanilabilecegi onerilmistir. Ancak H’spora guilliermondii maysinin yliksek
miktarda ucar asit ve etil asetat Urettigi, fakat bu turle birlikte Pichia ve Candida
cinsine ait tlrlerin sarap Uretimi igcin dnemli olan bazi enzimleri yiksek miktarda
urettikleri bildirilmistir.

Liu ve ark (2015), Cin’in Shanshan Bolgesindeki yerli S. cerevisiae maya
cesitliligini belirlemis ve elde ettikleri 21 farkli genotipin teknolojik 6zelliklerini

incelemislerdir. Fermantasyon 6zelligi daha iyi olan 8 sus segilerek olusturduklar
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aroma bilesikleri belirlenmistir. Toplam aroma bilesigi miktar1 218.47-267.82
mg/L arasinda degismis, LFE1225 kodlu susun Urettigi toplam ester miktarinin
diger suslara gore daha fazla oldugu ve LFN524 susunun ise ylksek miktarda 2
fenil etil asetat Ureterek 6n plana ¢iktig: bildirilmistir.

Vigentini ve ark (2016), Gurcistanin 5 farkl: bélgesinde bulunan 22 farkl:
Uzim cesidinden izole ettikleri T. delbrueckii, S. cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus, maya suslari ile iki farkli Gzim siraninda (Saperavi ve Goruli Mtsvane)
fermantasyon denemeleri kurmuslar ve elde ettikleri saraplarin aroma profillerini
incelemislerdir. Saraplarda bulunan, ylksek alkollerin miktarlar: sira ve kullanilan
susa gore farklilik gostermis ve her iki sirada da yiksek alkol miktar: (izoamil
alkol, ,izobditil alkol, 2-fenil etanol) S. cerevisiae susu inokille edilen saraplarda
yuksek, T. delbrueckii susu (191.5 mg/L) inokile edilen saraplarda disiik
miktarlarda bulunmustur. Saperavi saraplarinin yiksek alkol miktarinin Goruli
Mtsvane saraplarina gére daha fazla oldugu bildirilmistir. Saperavi ve Goruli
Mtsvane Uziumleri dusiik aromatik potansiyele sahip Uzim cesitleridir. Bu
calismada elde edilen saraplarda yag asitleri etil esterleri ve yiksek alkollerin

asetatlarinin miktarlar: algilanma esik degerlerinin altinda bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu cahismada 2014 ve 2015 yillarinda Tokat (Dimes/Diren sarap
isletmesinin baglari) ve Nevsehir/Gulsehir (Kavaklidere sarap isletmesinin baglar)
olmak Uzere 2 farkli yoreden saglanan Narince tzimleri kullanilmigtir (Sekil 3.1).
Bagbozumu ve mikrobiyolojik analizler icin 6rnek alma islemi 2014 yilinda 14
Eylil’de Nevsehir/Gllsehir yoresinden 16 Eylil’de ise Tokat yoresinden
saglanmustir. Ornek alma islemi 2015 yilinda ise 17 Eylul’de Tokat yoresinden 21

Eylul’de Nevsehir/Gilsehir yéresinden saglanmstir.

Tokat Yoresi Narince Uzim Nevsehlr YoreS| Narince Uzimi

Sekil 3. 1. Tokat ve Nevsehlr Yérelerinden elde edilen Narlnce tizamleri

Mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal analizler icin Uzim &rneklemesi
segcmemeye Ozen gostererek, farkli yon ve yuksekliklerden rastgele yapilmustir.
Mikrobiyolojik analizler ve fermantasyon denemelerinin kurulmasi igin steril

numune posetlerine aseptik kosullarda makas kullanilarak 12’ser kg ornek
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alinmistir (Sekil 3.2). Tokat yoresinden alinan Gzimler TH olarak, Nevsehir
Yoresinden alinan Gzimler ise NH olarak kodlanmistir. Alkol fermantasyonunda
kontrol olarak ticari Zymaflore X5 mayas1 (Laffort, Bordeaux, Fransa)

kullanilmasgtr.

Sekil 3.2. Mikrobiyolojik analizler i¢in toplanan Narince tziim érnekleri

3.2. Metot
3.2.1. Denemelerin Kurulmasi

Steril posetlerle laboratuvara getirilen Gzimler, steril kabin igerisinde sikilmig
ve siralar elde edilmistir. Elde edilen siralar iki gruba ayrilmastir;

- Birinci grup siraya hicbir islem uygulanmayarak fermantasyona
birakilmis ve Tokat yoresi icin TA ve Nevsehir icin NA olarak
kodlanmustir.

- Ikinci grup siralar endustriyel beyaz sarap (retiminde uygulandig gibi
10 °C’de 8 saat tortu alma islemi uygulandiktan sonra fermantasyona
birakilmis ve Tokat yoresi icin TB ve Nevsehir icin NB olarak
kodlanmustir.
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Denemeler her biri 750 mL olacak sekilde 1 L’lik fermantasyon baslikl: steril
cam fermantasyon siselerinde ikiser paralel olacak sekilde hazirlanmis ve

fermantasyon 18°C’de gerceklestirilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Tokat ve Nevsehir yoresi Narince tzimleri ile kurulan fermantasyon
denemeleri

3.2.2. Analiz Metotlan
3.2.2.1. Uztimlerde Yapilan Mikrobiyolojik Analizler

Steril posetlerde toplanan Gzlmler aseptik kosullarda tanelerine ayrilmis ve
rastgele secilen 25 g (iziim tanesi steril erlenlere konulmustur. Uziimler Gizerine 50
mL %0.9 NaCl tuzlu (fizyolojik) su eklenmis ve orbital karigtincida 150
devir/dk’da 3 saat karistirilarak yiizey yikama yontemi ile homojenize edilmistir.
1/10 oraninda seyreltilen bu 6rnekten gerekli seyreltmeler yapilmis ve 0.1 mL
seyreltilmis Ornek, mikroorganizma sayimi icin besiyerleri Uzerine yayma

yontemiyle yayilmistir (Sabate ve ark, 2002; Fleet ve Heard, 2002).
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3.2.2.2. Maya Sayimi

Toplam maya sayiminda Maya Oziitii Peptonlu Dekstroz (YPD, Sigma-
Aldrich, St. Louis, ABD) besiyeri kullanilmis ve petriler 28°C’de 2-3 gin
inktbasyona birakilmistir (Esteve-Zarzoso ve ark, 2000).

Saccharomyces cinsi mayalarin sayiminda %10 etanol ve %0.015 sodyum
metabisulfit iceren YPD besiyeri kullanilmis ve petriler 28°C’de 2-3 giin
inktbasyona brrakilmistir (Esteve-Zarzoso ve ark, 2000; Fleet ve Heard, 2002).

Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayiminda Lizin agar (Oxoid,
Thermo-Fisher Scientific, Waltham, ABD) kullaniimis ve petriler 28°C’de 2-3 giin
inkiibasyona birakilmistir (Esteve-Zazoso ve ark., 2000).

Besiyerlerine bakteri gelisimini 6nlemek icin 0.1 g/L oxotetracycline
(Sigma- Aldrich, St. Louis, ABD) ve kuf gelisimini dnlemek igin 2 g/L sodyum
propionate (Alfa Aesar, Haverhill, ABD) ilave edilmistir (Esteve-Zarzoso ve ark.,
2000; Fleet ve Heard, 2002).

3.2.2.3. Fermantasyon Sirasinda Yapilan Mikrobiyolojik Analizler
Fermantasyonun gidisi gunluk sicakhk ve yogunluk olgimleri ile
izlenmistir. Alkol fermantasyonun basinda (F1), fermantasyon ortasinda (yogunluk
yartya dlstigunde; F2) ve fermantasyon sonunda (yogunluk 1’ in altina
dustiigtinde; F3) steril kaplara drnekler alinmistir. % 0.9’ luk tuzlu su kullanilarak
gerekli seyreltilmeleri yapilan 6rnekler, toplam maya, Saccharomyces cinsi
mayalar ve Saccharomyces cinsi olmayan mayalarin sayimi igin besiyerleri tzerine
yayma yontemiyle yayilmis ve 28°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmstir (Esteve-
Zarzoso ve ark., 2000; Fleet ve Heard, 2002; Clemente-Jimenez ve ark., 2004).

3.2.2.4. Fermantasyon Sirasinda Mayalarin izolasyonu
Inkiibasyon sonunda YPD ve lizin agarda gerekli sayimlar yapildiktan
sonra farkli gorunuse sahip kolonileri temsil eden kolonilerden en az 10 koloni

secilerek aseptik kosullarda alinmisg ve daha sonra bu koloniler birka¢ defa tekrar
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kiltire alinarak saflastirilmistir. Elde edilen izolatlar tanilari yapilmak Gzere % 50
gliserol iceren ortamda, —40°C’de saklanmistir (Esteve-Zarzoso ve ark., 2000;

Clemente-Jimenez ve ark., 2004).

3.2.3. Mayalarnn Molekiiler Karakterizasyonu

Mayalarin DNA 1izolasyonu: Maya hiicrelerinin genomik DNA
izolasyonu InstaGene Matrix (Bio-Rad, Hercules, Kaliforniya, ABD) Kit’inde
Onerilen protokole gore gercgeklestirilmistir.

Oncelikle -40°C de muhafaza edilen maya izolatlar1 tekrar aktif hale
getirilmigtir. Aktif hale getirmek igin, maya izolatlar1 YPD broth igeren ependorf
tlplerine %2 oraninda asilanmis ve 30°C’ de 2-3 guin inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibe edilen mayalar 4°C’ de 14000 rpm’ de 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra sivi kisim atilmisg, kalan ¢okeltinin (izerine yikama islemi yapmak
amaciyla 1 mL steril ultra saf su ilave edilmistir. Tupler tekrar santrifiij edilmis ve
sivi kisim atilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmigtir. Taze kilturlere 100 pL
genomik DNA izolasyon soliisyonu eklenerek 10 sn. vortekslenmistir. Daha sonra
tlpler 56°C” lik su banyosunda 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. Ependorf tupleri
tekrar 10 sn. vortekslenmistir ve 100°C” lik su banyosunda 10 dk bekletilmistir.
Tupler son olarak 10 sn. vortekste karistirildiktan sonra 4°C” de 14000 rpm de 3 dk
santrifiij edilmistir. Ustteki faz yeni ve steril bir ependorf tiipiine aktariimis ve izole
edilen genomik DNA (gDNA)’lar kantitatif ve kalitatif olarak analiz edilmis,
pozitif sonug verenler kullanilana kadar -20°C” de muhafaza edilmistir.

5.8S ITS Gen Bolgesinin Cogaltilmasi: Mayalarin molekiler yontemle
tanimlanmas: Esteve-Zarzoso ve ark (1999; 2000) ve Clemente-Jimenez ve ark.
(2004)’ na gore 3 asamada yapilmustir. ilk asamada 5.8 ITS rRNA bolgesi ITS1 ve
ITS4 primerleri kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR’da ¢ogaltilmistir. Bu amacla tlplere
toplam reaksiyon hacmi 50 pL olacak sekilde steril distile su, DNA (50-100 mg/
pL), Tampon (10 x inc 25 mM MgCl, ), dNTP (25 mM), MgCl, (25 mM), Primer
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ITS1 (100 mM), Primer ITS4 (100 mM) ve Taq polimeraz (50 U /mM)
konulmustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.1. 5.8S rRNA Analizinde Kullanilan Primerler

Primer Ismi DNA dizilimi (5’—3’)
ITS1 Tleri 5-TCC GTA GGT GAACCTGC GG -3’
ITS4 Geri 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’

Cizelge 3.2. ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak yapilan 5.8S rRNA analizinde
kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar

PZR karisimi Miktar (uL)
Tampon (10 x, 20 mM MgCl, iceriyor) 5
MgCl, (25 mM) 2.5
dNTP (25 pmol) 5

ITS1 (100 pM) 0.126
ITS4 (100 pM) 0.126
Taq polimeraz (50 U /uL) 0.15
dH,0 34.598
DNA 2.5
Toplam Hacim 50

Dongi 95°C de 5 dakika denatiirasyon asamasi ile baslayip 94°C de 1 dk.
ve 55°C’de 2 dk. 72°C de 2 dk. 35 dongu yapilip, 72 °C de 10 dakika ile
sonuclandirilmigtir.  PZR  drlnleri % 1,5 agaroz jellerde UV altinda
gorintulenmistir. PZR Urlnlerinin boyutu 100 baz ciftlik (b¢) “DNA markori’”
(Cat No: 10488058) yardimuyla belirlenmistir.

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizim Analizi (RFLP): ikinci
asamada 5.8S ITS PZR ile ¢ogaltilan DNA, restriksiyon enzimleriyle (Hhal, Hae
I11 ve Hinfl) kesilmistir. Tiplere toplam reaksiyon hacmi 12.5 uL olacak sekilde
H,O, tampon (10 X) ve Miks A icin enzim Cfol (Hhal, 10U/uL) , Miks B igin
enzim Hae Ill (BSURI, 10U/uL ), Miks C icin enzim Hinfl (10U/uL) konularak
karisggmlar hazirlanmis ve 1.5 mL’ lik eppendorf tuplerine 6nce 7.5 puL miks ve

sonra 5 pL PZR uruni konularak santrifuj edilmistir (Cizelge 3.3.). Daha sonra
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ornekler 37°C’lik su banyosunda 10-16 saat bekletilmistir. RFLP Grlnleri % 2
agaroz jellerde 120 V’da 1,5 saat ydritilmis ve UV altina gorintllenmistir.
RFLP-PZR driintinun boyutunu belirlemek igin 50 b¢’lik “DNA markori” (Cat No:
10416014) kullanilmistir. Farkl:r restriksiyon enzimleri kesimi sonucu yakin
restriksiyon fragmanti veren izolatlar ayn: gruba alinmis ve her grubu temsilen 1
veya 2 Ornekte 26S rRNA bdlgesi ileri analizi icin Sanger metodu ile DNA dizi
analizi yapilmistir. DNA dizi analizleri hizmet alimi (MACROGEN, Hollanda) ile
yapilmustir.

Cizelge 3.3. RFLP analizinden kullanilan kimyasallar ve miktarlar:

Hhal Hinf Haelll
Tampon buffer Tango 1.25 uL  buffer R 1.25 pL buffer R 1.25 pL
Enzim 0.5 pL 0.5 pL 0.5 L
dH,0 5.75 uL 5.75 uL 5.75 pL
ITS-PZR 5puL 5puL 5puL
Toplam hacim 12.5 uL 125 uL 12.5 L

26S rRNA Dizi Analizi: Uglincii asamada 26S rRNA’nin D1/D2’ alaninin
cogaltilmas:t NL1 ve NL 4 primerleri (Cizelge 3.4) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Toplam reaksiyon hacmi 50 pL olacak sekilde tiiplere steril distile su, DNA (50-
100 mg/ ul), Tampon (10X), dNTP (25 mM), MgCI2 (25 mM), Primer NL 1 (100
mM), Primer NL 4 (100 mM) ve Taq polimeraz polimeraz (50 U /mM) reaksiyona
konulmustur.

Cizelge 3.4. 26S rRNA Analizinde Kullanilan Primerler

Primer ismi DNA dizilimi (5’—3’)

NL1 ileri 5’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG &

NL 4  Geri 5’ GGTCCGTGTTTCAAGACGG &
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26S holgesi icin PZR dénglst 95°C de 5 dakika denatiirasyon asamast ile
baslayip 95°C de 1 dk. ve 52°C’de 45 saniye 30 dongii yapilip 72°C de 1 dk. ve 72
°C de 7 dakika uzama ile sonuclandirilmistir. PZR dranlerinin elektroforezi icin %
2 agaroz, TBE 1X iceren jel hazirlanmigtir. 100 bp marker ve PZR drinleri 120
V’da 1,5 saat kadar jelde kosturulmustur.
26S rRNA-PZR d(rinlerinin agaroz jel elekroforezi ile gériintilenmesi sonucu 103
izolatin pozitif bant verdigi belirlenmis, pozitif sonu¢ veren 103 adet 26S rRNA-
PZR Urlninin MACROGEN?’ de (Hollanda) DNA dizi analizi yapilmistur.

Filogenetik Analizler: Maya izolatlarinin 26S rRNA gen bdlgelerinin
sekanslanmas: sonucunda elde edilen DNA dizi sonuglar1 ‘BioEdith Sequence
Alignment Editor’ program: kullanilarak diizenlenmis ve ‘BLAST’ programi
kullanilarak degerlendirilmistir.  Degerlendirme sonucunda maya izolatlarinin
sekans sonuclart ‘MEGA 6’ programi ile Maximum Likelihood (ML) kullanilarak
analiz edilmis ve analizde ‘Tamura-Nei Modeli’ kullanilmistir (Zwickl, 2006;
Tamura ve ark., 2013).

3.2.4. Mayalarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

DNA dizi analizi sonucuna gore %98 ve (zeri benzerlik gosteren S.
cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin teknolojik ozelliklerinin
belirlenmesinde Sekil 3.4’deki yol izlenmistir.

Tammlanan mayalarda oncelikle H,S olusturma, farkh sicakliklarda, SO,
ve etanol konsantrasyonlarinda gelisebilme 0Ozelliklerine goére bir 6n eleme
yapilmistir. Farkli sicaklik, SO, ve etanol konsantrasyonlarinda zayif gelisen,
yogun (koyu kahve ve siyah) H,S olusturan mayalar elenmistir. ikinci asamada,
%12 etanol, 200 mg/L SO, ve pH’ s1 3.5 olan siv1 besiyeri hazirlanmis ve mayalar
bu besiyerine asilanarak 15 derecede 7 giin boyunca inkibasyona birakilmastir.
Bunun sonucunda spektrofotometrede 620 nm de dlgtmleri yapilarak gelisimleri
belirlenen ve yogun gelisme gosteren mayalarin Killer aktivitesi, enzim profilleri,

kopiuk olusturma ve vyiiksek seker konsantrasyonunda gelisme 6zellikleri,
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fermantasyon hizlar1 belirlenmistir. Mayalar fermantasyon hizlarina gére yeniden
elenmis ve yalnizca yiiksek fermantasyon hizi ve verimine sahip, disik kalinti
seker birakan mayalarin diger teknolojik &zelliklerine (ikincil metabolit,
fermantasyon sonunda dibe ¢okme ve ugar asit olusturma) devam edilmistir ve bu
analizler sonucunda potansiyel starter kiltur mayas: belirlenmeye c¢alisilmustir.
(Perez-Coello ve ark., 1999; Elmaci ve ark., 2014).

S. cerevisiae ve Non-Saccharomyces

Farkli sicaklik, SO,, Etanol degerlerinde ¢cogalma ve H,S olusturma

+
%12 Etanol, 100 mg/L SO,, 15°C’'de cogalma

+

|

Killer 6zellik, kdpuk olusturma enzim profil,
yuksek sekere dayanikhlik

v v

+

v

Fermantasyon hizi

\ \

+

ikincil metabolitler, ucar asit olusturma
fermantasyon sonunda dibe ¢okme

v v

+
Potansiyel starter kiltar
Sekil 3.4. Mayalarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde izlenenen yol
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3.2.4.1. Farkh Sicakhklarda Gelisebilme Ozelliginin Belirlenmesi

Maya suslarinin farkli sicaklik derecelerinde gelismelerini incelemek igin
ilk olarak; YPD sivi besiyerinde 24 saatlik aktif kultirler hazirlanmistir. Bu
kilturlerden YPD sivi besiyerlerine ekimler yapilarak besiyerleri; 10 °C, 15°C,
20°C, 25°C, 37°C’lerde 7 giin inkibasyona birakilmistir. Kaultirler belirli
araliklarla, gelisme durumlari (gaz, kopuk, bulaniklik olusturma) acisindan

degerlendirilmistir (Regoddn ve ark, 1997; Nikolaou ve ark, 2006).

3.2.4.2. Etanol Toleransimin Belirlenmesi

Maya izolatlarinin etanol toleranslarimin belirlendigi denemeler % 1 (h/h)
oraninda glukoz iceren YNB sivi (pH 3.3) besiyerlerinde gerceklestirilmistir.
Deneylerde, YNB siv1 besiyerlerine; %0, 8, 10, 12 ve 14 (h/h) etanol eklenerek
izolatlarin bu ortamlardaki gelisme ve fermantasyonu baslatabilme ozellikleri
degerlendirilmistir. Aktiflestirilen maya izolatlar: besiyerlerine yaklasik olarak; 10°
kob/mL derisiminde asilandiktan sonra, sivi besiyerlerinin yiizeyleri, yaklasik 2 cm
kalinliginda steril vazelin ile kaplanmistir. Ekim yapilan besiyerleri, 30 °C’de 72
saat inkiibasyona birakilmig ve belirli araliklarla gelisme durumlar: (gaz, kopuk,

bulaniklik olusturma) agisindan degerlendirilmistir (Parish ve Carrol, 1987).

3.2.4.3. Kukdirtdioksit Toleransinin Belirlenmesi

Mayalarin SO, dayanikhiliginin belirlenmesinde YPD sivi  besiyeri
kullanilmistir. Besiyerlerine 50, 100, 150, 200 ve mg/L kikirt dioksit ilave
edilmistir. Mayalar belirli araliklarla gelisme durumlar: (gaz, kopik, bulaniklik
olusturma) agisindan degerlendirilmistir (Parish ve Carol, 1987; Regedon ve ark,
1997).

3.2.4.4. Hidrojen Sulfur Uretme Ozelliginin Belirlenmesi
Mayalarin H,S tretme 6zelliklerinin incelenecegi denemeler, BIGGY agar

besiyerinde gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Deneylerde ilk olarak, aktiflestirilen
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maya izolatlarinin ¢izgi yontemi ile BIGGY agar besiyerlerine ekilmistir. Ekim
yapilan besiyerleri 28°C’de 5 gun inkubasyona birakilmis ve inklbasyon siresi
sonunda besiyerlerinde gelisen kdltirlerin renkleri gz ©6ninde bulundurularak
sonuclar degerlendirilmistir. Degerlendirme sirasinda literatiirde énerilen ydnteme
gore, maya izolatlar1 olusturduklari renklere gore gruplandirilmistir. Yéntemde,
kaltarun besiyerindeki rengi siyaha déndiikce dretilen H,S miktarinin arttigi kabul
edilmektedir. Uretilen H,S miktarina gore kiltiirler 1: beyaz, 2: krem, 3: acgik
kahverengi, 4: kahverengi, 5: koyu kahverengi, 6: siyah olarak
gruplandirtimiglardir (Spiczki ve ark, 2001; Orli¢ ve ark, 2005).

Sekil 3.5. Baz1 mayalarin BIGGY agar da urettikleri H,S

3.2.4.5. Mayalann Képuk Olusturmasi

Mayalarin kopik olusturma 6zelligi Regodon ve ark., (1997); Nikolaou ve
ark.,(2006) tarafindan dnerilen yonteme gore yapilmistir. Bu amagla kullanilan sira
otoklavda 105°C’de 15 dakika paztérize edilmistir.
Denemeler 10’ar mililitre steril gira iceren 16 mm x 160 mm boyutundaki test
tiplerinde gercgeklestirilmistir. 28°C’de 24 saat aktiflestirilen maya izolatlar: 10 mL
steril sira iceren test tiplerine 10° hiicre/mL diizeyinde asilanmis ve 30 °C, 20 °C

ve 15°C’de inkiibasyona birakilmistir. Fermantasyon boyunca her gun olusan
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képik hacmi mm olarak dlculmistir. Mayalar ulasilan maksimum kdpik miktarina
gore FO (2 mm’den disuk kopuk olusturanlar), F1 (2-4 mm arasinda kopik
olusturanlar), F2 (4 mm’ den fazla kdpuk olusturanlar) seklinde 3 grup altinda

toplanmustur.

3.2.4.6. Mayalann Yuksek Seker Konsantrasyonunda Gelisebilmesi

Mayarin yiiksek seker konsantrasyonunda gelisebilmesi Iranzo ve ark
(1998) tarafindan dnerilen yonteme gore yapilmistir. Denemeler briks derecesi 30’a
ayarlanmis YPG broth besiyerinde gerceklestirilmistir. 28°C’de 24 saat
aktiflestirilen maya izolatlari, ‘durham tup’ iceren besiyerine (10 mL besiyeri
iceren deney tipleri) 1 6ze dolusu inokdle edilerek 30°C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmig ve ‘durham tlpinln’ Ucte ikisinde gaz olusturan maya suslarinin

gelismesi pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.4.7. Killer Aktivitenin Belirlenmesi

Mayalarin killer aktivitelerini belirlemek igin duyarl: S. cerevisiae susu
(NCYC 1006) kontrol amagcli olarak kullanmilmistir. Duyarl S. cerevisiae NCYC
1006 susu 10° kob/mL olacak sekilde metilen mavisi ve fosfat sitrat soliisyonu
iceren YPD kat1 besiyeri igine karistirilmistir (Sekil 3.6).

Metilen mavisi solisyonu: 40 mg metilen mavisi 10 mL steril saf su
icerisinde ¢ozllerek YPD agar igine ilave edilmistir.

Fosfat sitrat solisyonu: 21 g sitrik asit ve 28,3 g K,HPO, 1L saf su
icerisinde c¢ozundurtlmastir. Solisyonun PH’s1i 4.5 ayarlanmis ve sonrasinda
121°C de 15 dk steril edilmistir. 114 mL Steril fosfat sitrat soltisyonu 50 °C’ye
sogutulmus 1L YPD agar igerisine ilave edilmistir.

Izole edilen endojen S. cerevisiae mayalar: katilasmis besi ortaminin ince
cizgi seklinde ekilmis ve 20 °C’de inkibasyona birakilmistir. Sonuclar mayalarin
zon olusturma aktivitelerine gére degerlendirilmistir (Ozcelik ve D6nmez, 1993;

Regedon ve ark, 1997; Bagder, 2008).
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Sekil 3.6. Maya suslarinin Killer aktivite sonucu olusturduklar: zonlar

3.2.4.8. Mayalarnn Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
Maya izolatlarimin Cizelge 3.5’te verilen enzim aktiviteleri Biomerux

tarafindan verilen protokol kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 3.5. APl ZYM kitinde bulunan enzimler

Test Enzim Test Enzim

1 Kontrol 11 Fosfataz asit
2 Fosfataz alkalin 12 Fosfoamidaz
3 Esteraz (C 4) 13 a Galaktosidaz
4 Esteraz lipaz (C 8) 14 S Galaktosidaz
5 Lipaz (C 14) 15 S Glukuronidaz
6 Ldsin aminopeptidaz 16 a Glukosidaz
7 Valin aminopeptidaz 17 S Glukosidaz
8 Sistin aminopeptidaz 18 /S Glukozamidaz
9 Tripsin 19 a Mannosidaz
10 a-Kimotripsin 20 a Fukosidaz

YPD kat1 besiyerinde 24 saat gelistirilen maya kultlrler, kit (Biomerieux —
France) icerisindeki 2 mL steril APl NaCl (% 0,85) solusyonu ile stspanse edilmis
ve 5-6 McFarland bulanikliginda maya stispansiyonlar: hazirlanmigtir. Daha sonra

kuyucuklarin icerisine bu stispansiyondan 65 pL ilave edilerek kitler 37 °C” de 4-5
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saat inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonras1 kuyucuklarin igerisine sirasiyla,
1 damla ZYM A ve 1 damla ZYM B reaktifi damlatilarak 5 dk beklenmis ve 10 sn
1000 W 151k kaynag: altinda tutulan striplerdeki renk degisimleri ve yogunluklar:
kullanma  kilavuzunda belirtilen renk yogunluklarina (Sekil 3.7) gore
degerlendirilmistir.

1._.':'_;' e
Sekil 3.7. APl ZYM kit ile enzim aktivitlerinin belirlenmesi

3.2.4.9. Fermantasyon Hizlarinin Belirlenmesi

Mayalarin fermantasyon hizlarinin belirlenmesi amaciyla, %20 (w/v)
glukoz iceren YNB sivi (pH 3.5) besiyerlerinde gergeklestirilmistir. YPD sivi
besiyerinde aktiflestirilen maya izolatlari, YNB sivi besiyerlerine yaklasik 10°
kob/mL oalcak sekilde asilanmistir. Deneyler, fermantasyon baslikli 500 mL’lik
siselerde, 300 mL besiyeri hacminde, 18-20 °C’lerde ve iki paralelli olarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.8). Fermantasyonun gidisi, siselerdeki CO, Uretimine
bagl olarak gerceklesen agirlik kaybr gunlik olculerek izlenmistir. Fermantasyon
hiz1 (FH), fermantasyon basladiktan sonraki ilk 48 saatte gerceklesen CO, kaybinin
g/L.s olarak hesaplanmasi ile belirlenmistir. Fermantasyon gicli (FG),
fermantasyon sonunda her bir mayanin Urettigi alkol miktar1 Olgllerek
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belirlenmistir.  Fermantasyon sona erdiginde, besiyerinde kalan seker miktar
HPLC ile belirlenmistir (Iranzo ve ark, 1998; Pérez-Coello ve ark, 1999).

i

Sekil 3.8. Mayalarin fermantasyon hizlarinin belirlenmesi

3.2.4.10. Mayalarin Fermantasyon Sonunda Cokme (Flokulasyon) Oram
Mayalarin  fermantasyon sonunda dibe ¢okme yetenekleri Helm
sedimentasyon testi ile belirlenmistir (Sores ve Mota, 1996). Maya izolatlari
oncelikle 100 mL YPD sivi besiyerine inokile edilmis ve 25°C’de, orbital
karistiricida 150 rpm ve 48 saat boyunca inklbasyona birakilmistir. Gelisen
mayalar 4500 G, 5 dk ve 4°C’de santruf(j edilmis ve sirasiyla 250 mM ETDA
solusyonu ile 2 kez yikanmis, sonrasinda pH 2’ye ayarlanmis 250 mM NaCl ve 4.5
pH’ya ayarlanmis 250 mM NaCl solusyonlar: ile yikanmstir. Bu islem sonunda
mayalar 24 mL 4.5 pH da NaCl soliisyonu icerisinde 1x10° hiicre /ml olacak
sekilde slspanse edilmistir. Mezirler CaCl (100 mM, 4.5 pH) iceren ( bu deger 4
mM Ca®* denk geliyor) soliisyonla 25 ml’ye tamamlanmis ve 18 defa alt (st
edilmis ve hareket etmeyecekleri bir yizeyde sabit bir sekilde birakilmiglardir.
Daha sonra 2 saatte bir mezurlerin 20 mL’lik derecesine denk gelen kistmdan 200-
1000 pL ornekler alinarak pH’s1i 2 olan 250 mM NaCl sollsyonu icerisinde
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¢cozundurtilmus ve ortamdaki hiicre konsantrasyonunun 620 nm’de absorbansi

okunmustur. Maya izolatlarinin flokilasyon orani % olarak verilmistir.

3.2.4.11. Ugar Asit Miktar:

Mayalarin olusturduklart ugar asit miktarlarini belirlemek igin YPD sivi
besiyeri kullanilmistir (Sekil 3.8). Ucar asit miktarinin belirlenmesin buharh
damitma yoéntemi kullanilarak gergeklestirilmistir (OIV, 2016).

Sekil 3.9. Ugar asit olusturma 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.4.12. ikincil Metabolitlerin Belirlenmesi

Secilen mayalar ile steril Narince siralart kullanilarak 18°C’de
fermantasyon denemeleri kurulmustur. Fermantasyon sonunda mayalarin
fermantasyon metabolizmas: sonucu drettigi sekonder metabolitler olan, esterler
(etil asetat, izoamil asetat, etil hekzanoat, hekzil asetat, etil oktanoat, etil dekanoat,
2-fenil etil ester), yuksek alkoller (n-propanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-

bitanol, 2-metil-1-butanol, 2 fenil etanol) asetaldehit ve gliserol miktarlar:
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belirlenmistir. Mayalarin olusturduklar: ikincil metabolitlerin miktarlart 3 farkl
metod ile belirlenmistir. Asetaldehit ve etil asetat dogrudan sarabin GC-FID’a
enjekte edilmesi ile belirlenmis (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2011), diger aroma
bilesikleri ise Ortega ve ark. (2001) tarafindan bildirilen mikro sivi-sivi
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktin dogrudan GC/MS-FID’a
enjeksiyonu ile belirlenmistir. Mayalarin Grettigi gliserol ise sarabin dogrudan
HPLC’ye enjensiyonu ile belirlenmistir. Kontrol olarak X5 ticari mayas: (Laffort,
Fransa) kullanilmustir.

Mikro sivi-sivi ekstraksiyon: Bu metoda gore, 2.7 mL 6rnek 15 mL vida
kapakl1 santrifuj tiplne alinarak, Ustline 6.3 mL saf su, 4.1 g amonyum silfat, 20
pL ic standart ¢ozeltisi (140 pg/mL 2-oktanol ve 4-metil-2-pentanol) ve 0.25 mL
diklorometan ilave edilmistir. Sonra tupler mekanik calkalayicida 90 dk
karistirtlarak, 2500 rpm’de 10 dk 20°C’de satnriflj edilmistir. Diklorometan fazi
mikro viale alinmstir. Bu sekilde elde edilen ekstrakt dogrudan GC ve GC/MS’ e
enjekte edilerek aroma maddeleri belirlenmistir (Ortega ve ark, 2001).

Aroma maddelerinin tammlanmast ve miktar tayini: Aroma
maddelerinin miktar: ve tanimlanmasi “Agilent 6890N” marka gaz kromatografisi,
buna baglh “Agilent 5975B VL MSD” kiitle spektrometresinde gerceklestirilmistir.
Aroma maddelerinin miktar tayininde, “Agilent 6890N” marka alev iyonlasma
dedektorli (FID) gaz kromatografisi kullanilmigtir. Aroma maddelerinin ayrimi
DB-WAX kapiler kolon (30 m x 025 mm x 0.25 pm) kullanilarak
gerceklestirilmistir. . Enjektor sicakhgi 220°C, dedektor sicakhg 250°C, kolon
sicakligi ise 40°C’de 4 dakika beklemeden sonra, dakikada 2°C artarak 90°C’ye ve
daha sonra dakikada 3°C artarak 130°C’ye, daha sonra dakikada 4°C artarak 240°C’ye
cikacak ve bu sicakhikta 12 dakika sabit kalacak sekilde programlanmistir. Cihaza
enjekte edilen miktar 3ul’dir. Tasiyici gaz olarak He kullanilmstir. Helyumun akis
hiz1 3,3 mL/dk’dir. Enjektor tipi ve sicaklik programi gaz kromatografisi ile aym

kosullardadir. Kitle spektrometresinin iyonlasma enerjisi 70 eV, iyon kaynagi
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sicakligi 250°C, kuadrupol sicakligi 120 °C tutularak, 1 saniye araliklarla 29-350
kiitle/ylik (m/e) arasinda tarama yapilmaktadir.

Aroma maddelerinin tamsinda yukarida belirtilen gaz kromatografisine
bagl “Agilent 5975B VL MSD” marka kitle spektrometresi kullanilmistir.
Enjektor tipi ve sicaklik programi gaz kromatografisi ile ayni kosullardadir. Kitle
spektrometresinin iyonlasma enerjisi 70 eV, iyon kaynagi sicakhgi 250°C,
kuadrupol sicakhg: 120 °C tutularak, 1 saniye araliklarla 29-350 kiitle/yik (m/e)
arasinda tarama yapilmstir. Piklerin tanmisi, standardi bulunan bilesikler icin
standart ¢Ozelti enjekte edilerek, standardi olmayan bilesikler icin kitle
spektrumunun bilgisayar hafizasindaki kitle spektrumlariyla karsilastirilmasi
yoluyla yapilmustir. Piklerin tanisindan sonra aroma maddelerinin konsantrasyonlar:
i¢ standart yontemiyle hesaplanmistir (Schneider ve ark, 1998; 2001).

Aroma Maddelerinin Miktarlarimn Hesaplanmasi: Piklerin tanisindan
sonra aroma maddelerinin miktarlarin1 hesaplamak igin, standart bilesiklerden
kalibrasyon elde edilecek ve i¢ standart yontemiyle asagidaki formll kullanilarak
miktarlar hesaplanmigtir. Hesaplamada her bir bilesigin cevap faktori dikkate

alinmigtir.

Ci = (A/Ay) X Cq4 X RF X HF
C; : Bilesigin konsantrasyonu
A; : Bilesigin pik alan:
Ay Ig standartin pik alan:
C. : I¢ standartin konsantrasyonu (140 pug/100 mL)
RF : Cevap faktor
HF : Hesaplama faktorii (6rnek miktarinin L’ye ¢evrilmesi igin faktor : 10).
Asetaldehit ve Etil asetat analizi: Fermantasyon sonunda olusan
asetaldehit ve etil asetat analizinde, “Agilent 7980 A” marka alev iyonlasma
dedektorlti (FID) gaz kromatografisi kullanilmigtir. Bu bilesiklerin miktarlarin
belirlemek icin sarap 0.45 pm’lik filtreden gecirilmis ve dogrudan GC-FID’a

enjekte edilmistir. Bilesiklerin alikonma zamanlari standart maddelerin tek tek
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GC’ne enjekte edilmesi ile belirlenmistir. 6 farkli konsantrasyondaki kalibrasyon
cozeltileri gaz kromatografisine 3 kez tekrarlanarak enjekte edilmistir. Kalibrasyon
grafiklerinin degerlendirilmesiyle elde edilen veriler Cizelge 3.6” da verilmistir Her
bir bilesigin konsantrasyonu, i¢ standartin alanina goére daha once olusturulan
kalibrasyon denkleminden otomatik olarak hesaplanmistir (Ortega ve ark, 2001;
Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2011).

Cizelge 3.6. ikincil aroma maddelerinin kalibrasyon verileri

Bilesikler Korelasyon Alikonma Dogrusal Kalibrasyon
(R) Zaman (dk) Denklemi

Asetaldehit 0.9993 5.569 y = 0.416839*x+0.0143703

Etil asetat 0.9998 9.254 y = 0.553063*x+0.0147160

Kullanilan GC/FID kosullar1 asagida verilmistir.
GC/FID Kosullan

Enjeksiyon : Split (1:50)
Dedektor : FID
Kolon : CP-WAX 57-CB (Chrompack, Hollanda) 60 m uzunluk,

0.25 mmic¢ ¢ap ve 0.4 um film kalinhiginda fused silika kapiler kolon.
Enjeksiyon sicakligi : 160°C
Dedektor sicakligi  :180°C
Firin sicaklig 140 °C’de 5 dk
40°C’den 102°C’ye 4°C/dk artis
102°C’den 112°C’ye 2°C/dk artis
112°C’den 125°C’ye 5°C/dk artis, 5 dk bekleme
125°C’den 160°C’ye 3°C/dk artis
160 °C’den 200°C’ye 6°C/dk artis, 5 dk bekleme
Tasiyic1 Gaz : He (1.3 mL/dK)
Diger gazlar : Kuru hava (350 ml/dk), hidrojen (35 mi/dk)
Enjeksiyon miktar1 : 1uL

Gliserol analizi: Mayalarin drettigi gliserol miktarlarini belirlemek
amaciyla Shimadzu LC-20AD model HPLC cihaz: ile, dedektor olarak refraktif
indeks dedektorli (RID), kolon olarak Bio-Rad HPX-87H (300 x 7.8 mm) marka
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kolon kullamilmstir. Tastyici faz olarak 5 mM’lik silfurik asit (H2SO4) ¢ozeltisi
kullanilmis ve akis hizi 0.5 mL/dak olarak ayarlanmistir. Calismada kullanilan
kolon firin sicakhigi 50°C’ ye ayarlanmigtir. Gliserol konsantrasyonunun
belirlenmesinde dis standart yonteminden yararlanilmistir. Bu amacla gliserol
standartindan 7 farkl konsantrasyonda kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmig, HPLC’e
enjekte edilmis ve elde edilen verilerden kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Bu
egriler kullanilarak orneklerdeki gliserol miktarlari belirlenmistir (Erten, 1998;
Pickering ve ark., 1998; Cordier ve ark., 2007).

Gliserol miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart madde, bu maddeye
ait genel veriler (molekil agirligi ve formil), alikonma zamani (RT), calisilan
konsantrayon aralizi ve kullanilan denklemin R® degeri Cizelge 3.7° de

gorulmektedir.

Cizelge 3.8. Analizde kullanilan gliserolin genel verileri ve kalibrasyon

denklemleri
MA Kons .arah@
Standart Formiil (g/mol) RT (g/L) R?
Gliserol C3HgO;3 92.09 15.9 10-0.3 0.9995

3.2.5. Swralarda Yapilan Analizler
3.2.5.1. Genel Analizler
Sirada, yogunluk, toplam asitlik, pH, indirgen seker analizleri, esmerlesme

indisi (Ough ve Amerine, 1988; Anon, 2005) yapilmistir.

3.2.5.2. Seker Analizleri

Siralarin seker dagilimini, konsantrasyonlarint ve mayalarin fermantasyon
sonunda ortamda biraktiklari kalinti seker miktalarini belirlemek amaciyla
Shimadzu marka LC-20AD model HPLC cihazi, dedektor olarak refraktif indeks
dedektorii (RID), kolon olarak Bio-Rad HPX-87H (300 x 7.8 mm) marka kolon
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kullanilmistir. Seker analizinde kullanilan tasiyici faz, analiz kosullari yukarida
(gliserol analizinde) belirtildigi gibi gergeklestirilmistir (Erten, 1998; Pickering ve
ark. 1998; Cordier ve ark. 2007).

Glukoz ve fruktoz miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart
maddeler, bu maddelere ait genel veriler (molekil agirhg ve formalleri),
standartlarin alikonma zamanlari (RT), calisilan konsantrayon araligi ve kullanilan

denklemlerin R? degerleri Cizelge 3.8’ de goriillmektedir.

Cizelge 3.9. Analizde kullanilan sekerlerin genel verileri ve kalibrasyon

denklemleri
Kons
MA .arahg
Standart Formil  (g/mol) RT (g/L) R’
Glukoz CsH1206 180.16 10.8 5.0-0.15 0.9995
Fruktoz CsH1,06 180.16 11.8 5.0-0.15 0.9996

3.2.6. Istatistiksel Analizler

Calismada mayalarin sekans sonuglart MEGAG istatistik programi ile
degerlendirilmistir (Tamura ve ark., 2013). izole edilen mayalarin fermantasyon
hiz1, ucar asit olusturma gucu, Urettikleri gliserol ve aroma maddeleri ile ilgili
verilere varyans analizi uygulanmis ve 6nemli bulunan farkliliklar Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile degerlendirilmistir.  Ayrica aroma maddelerine temel
bilesen analizi (Principle Compenents Analysis, PCA) uygulanmistir. Varyans
analizlerinde SPSS 20 (IBM), PCA analizlerinde XLSTAT (Addinsoft, New York,
ABD) paket programlar: kullanilmistir (Lawless ve Heyman, 2010).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Swralarin genel bilesimi
Tokat ve Nevsehir yorelerinden 2014 ve 2015 bagbozumu yillarinda
Narince Uzumlerinden elde edilen siralarin genel bilesimi Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. 2014 ve 2015 yillarinda Tokat ve Nevsehir yorelerinden elde edilen
Narince siralarinin genel bilesimi

Tokat Nevsehir

Genel Analizler 2014 2015 2014 2015 Fy Fy
Yogunluk (g/cm?, 20°C) 1.096+0.0 1.087+0.0 1.103+0.0 1.103+0.0 * *
SCKM (Biriks®) 22.840.2 20.0+0.3 24.0+0.2 23.8+0.1 * *
pH 3.510.1 3.210.0 2.8+0.0 3.31£0.0 * od
Toplam asitlik (g/L)? 41+0.0 5400 4.8+0.0 5.6+0.0 * *
Indirgen seker (g/L) 254.6+1.0 226.0+2 268.8+0.4 268.2+1.7 * *
Esmerlesme indisi 0.0740.0 0.06+0.0 0.04+0.0  0.04%0.0 2 *
(OYaz)

Sekerler (g/L) * *
Glukoz 128.2+1.7 113.9+1.4 135.6+04 135.0+1.4 * *
Fruktoz 125.2+1.7 111.842.0 131.9+04 132.2+2.0 * *

®Tartarik asit cinsinden, Fy: varyans analizine gore yorenin etkisi, F : varyans analizine gore yilin
etkisi, * p<0.05, 6d : 6nemli degil

2014 ve 2015 yillarinda Tokat ydresinden elde edilen tiziim siralarinin suda
¢6zlndr kuru madde (SCKM) miktarlar: sirasiyla 22.8 ile 20.0 briks degerlerinde
bulunmus, indirgen seker miktarlari ise 254.6 g/L ve 226.0 g/L bulunmustur.
Kalite beyaz saraba islenecek tziumlerde bagbozumu igin Onerilen olgunluk
diizeyinin 19.5-23.0 briks arasinda olmasi gerektigi bildirilmistir (Boidron ve ark.,
1978). Bu degerlere gére Tokat yoresine ait Narince siralarinin briks degerleri
bakimindan uygun oldugu belirlenmistir. 2014 yilinda elde edilen siranin seker

icerigi 2015 yilina gore daha ylksek bulunmustur. Siralarin toplam asit degerleri
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tartarik asit cinsinden sirasiyla 4.1 ve 5.4 g/L, pH degerleri ise sirasiyla 3.5 ve 3.2
bulunmustur. Toplam asit miktar1 olgunlasmamis Uzim ve siralarda 15 g/L’yi
bulabilir. Normal sartlar altinda miktar1 siklikla 6 g/L civarindadir. Fakat sicakligin
yiksek oldugu giney bolgelerde 2-3g/L gibi disuk degerlerde de bulunabilir
(Ribéreau-Gayon, 2006b). Siralarin esmerlesme potansiyeli QY indisi ile
belirlenmistir. Yiksek OY indisi esmerlesmenin arttigin1 gostermektedir. Bu deger
2014 yih sirasinda 0.07, 2015 yih sirasinda 0.06 olarak belirlenmistir. Uziimlerde
seker miktarinin en fazla glikoz ve fruktoz oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). 2014
ve 2015 yillarinda Tokat yoresinden elde edilen siralarda glikoz miktar: sirasiyla
128.2 g/L ve 113.9 g/L, fruktoz miktar: ise 125.2 g/L ve 111.8 g/L bulunmustur.
Yillara bagh olarak degismekle birlikte saraplik Gzimlerde toplam glikoz ve
fruktoz miktar: yaklasik olarak 150-250 g/L arasinda bulunur (Ribéreau-Gayon ve
ark., 2006b). Tokat yoresi Narince siralarinda glukoz ve fruktozun toplam miktar:
bu degerler arasinda bulunmustur.

2014 ve 2015 yillarinda Nevsehir yoresinden elde edilen siralarin SCKM
miktarlar: sirasiyla 24.0 ile 23.8 briks degerlerinde bulunmus, indirgen seker her
iki yilda da birbirine ¢ok yakin degerlerde, sirasiyla 268.8 g/L ve 268.2 g/L
bulunmustur. Nevsehir yoresi Narince siralarinin briks degerleri literatiirde
verilen (Boidron ve ark., 1978) degerlerin tizerinde bulunmustur. Siralarin toplam
asit degerleri sirasiyla 4.8 g/L ile 5.63 g/L, pH degerleri ise sirasiyla 2.8 ile 3.33
bulunmustur. Nesvehir yoresinden elde edilen siralarin QY indisi ise her iki yilda
da 0.04 bulunmustur. 2014 ve 2015 yillarinda Nevsehir yoresinden elde edilen
siralarda glikoz miktar: sirasiyla 135.6 g/L ve 135.0 g/L, fruktoz miktar: ise 131.9
g/L ve 132.2 g/L bulunmustur (Sekil 4.1). Nevsehir yoresi Narince siralarinda
bulunan glukoz ve fruktozun toplam miktar: literatiirde verilen (Ribéreau-Gayon
ve ark., 2006b) degerlerin tizerinde bulunmustur.

Siralarin yogunluk, SCKM, indirgen seker, toplam asitlik, glukoz ve
fruktoz miktarlar: her iki yilda da Nesvehir yoresinde Tokat ydresine gore daha

yuksek bulunmus ve yorenin ve yihin (pH harig) etkisi istatistiksel agidan énemli
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(p<0.05) bulunmustur. Ancak ayni zamanda siralarin genel bilesimleri (zerine

yore ve yil interaksiyonu oldugu gézlemlenmistir.

#HLIE
K w1

alukoz —> <—— fruktoz

AR

R e e e
-y

e

Sekil 4.1. Narince sirasinda belirlenen sekerlere ait HPLC kromatogrami

4.2. Fermantasyon Sirasindaki Maya Florasi

Tokat ve Nevsehir yorelerine ait GzOmlerde ve fermantasyon siresince
toplam maya, S. cerevisiae tlrll maya ve Saccharomyces spp. cinsi olmayan
mayalarin sayimlar1 yapilmistir. Denemeler sirasinda alkol fermantasyonunun
basinda birinci 6rnekleme ve ekim, fermantasyon ortasinda ikinci érnekleme ve
ekim (F2) ve son olarak fermantasyon sonunda ise g¢lincu 6rnekleme ve ekimler
(F3) yapilmustir. Uziimlerde ve fermantasyon sirasinda siralardaki mikrobiyolojik
degisimler Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.

Toplam maya sayisi, Saccharomyces cinsine giren ve Saccharomyces spp.
olmayan mayalarin sayisimi gosterir. Tokat yoresinden elde edilen 2014 ve 2015
yillarina ait Narince (zimlerinde toplam maya sayis: sirasiyla 4.4 log kob/mL ile
4.1 log kob/mL, Saccharomyces spp. olmayan mayalar ise iki yilda da 3.7 log

kob/mL  bulunmustur. 2014 yili (Gzimlerinde S. cerevisiae mayalar
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sayillamamigken 2015 yili Gzimlerinde 1 log kob/mL bulunmustur. Nesvehir
yoresine ait 2015 yili Narince Uztimlerinde ise toplam maya sayisi sirasiyla 4.7 log
kob/mL ile 5.2 log kob/mL, Saccharomyces spp. olmayan mayalarin toplam sayisi
3.6 log kob/mL ile 4.5 log kob/mL bulunmustur. 2014 yili Gzlmlerinde S.
cerevisiae mayalar1 sayilamamisken 2015 yili Gzlmlerinde 1.3 log kob/mL
bulunmustur (Sekil 4.2).

Uzim
6 - = Toplam Maya
5 :L é u S. cerevisiae
= I = =
_5'4 1= = = = & Non-Saccharomyces
LJE] ER EP S
142 = =
0 = B N = =
2014 2015 | 2014 2015
TH | NH

Sekil 4.2. 2014 ve 2015 yillarina ait Narince Gziimlerindeki toplam maya sayilar

Saglikli bir Gzim tanesinde bagbozumundan hemen 6nce Toplam maya
popiilasyonu 10%-10° kob/mL’dir (Fleet ve Heard, 1993). Tokat ve Nevsehir
yorelerine ait Gziimlerde maya popilasyonu 10° ile 10° kob/mL arasinda
bulunmustur. 2014 yil: Tokat ve Nevsehir yorelerine ait Uzimlerde toplam maya
sayis1 ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayisi birbirine yakin degerlerde
bulunmustur. 2014 yilinda S. cerevisiae cinsi her iki yoreye ait zlimlerde de
belirlenememistir. 2015 yilinda ise toplam maya, S. cerevisiae ve Saccharomyces
spp. olmayan mayalarin toplam sayisi Nevsehir bolgesi zlimlerinde daha yiksek
bulunmustur. Uziimdeki maya cesidini ve popiilasyonunu etkileyen birgok etken

vardir. Bunlar; bagin cografi konumu, toprak cesidi, bagin yasi, 0zim cesidi,
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asmanin olgunlasmas: sirasindaki iklim kosullari, bagbozumunda kullanilan
yoéntemler, pestisit kullanimi, bagbozumu sirasinda zimin olgunluk durumu,
bocek, maya ve kuslarin verdigi fiziksel zararlardir (Beltran ve ark., 2002;
Ribéreau-Gayon ve ark., 2006a; Fransesca ve ark., 2010).

Tokat yoresi Narince Uzlmlerinin 2014 ve 2015 yillar1 fermantasyon
denemeleri sirasinda yapilan ekimlerde fermantasyon basinda (F1) TA ve TB
denemelerinde toplam maya sayisi 4.44 log kob/mL ile 5.6 log kob/mL degerleri
arasinda, S. cerevisiae tlrl mayalarin sayis1 2.38 log kob/mL ile 4.69 log kob/mL
degerleri arasinda, Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayisi ise 3.4 log
kob/mL ile 5.39 log kob/mL degerleri arasinda bulunmustur (Sekil 4.3, Sekil 4.4)
Fermantasyon ilerledikge toplam maya ve S. cerevisiae tlrli mayalarin sayis: artmis
ve Saccharomcyes spp. olmayan mayalarin sayisi 2014 yilinda fermantasyon
ortasinda ve sonunda azalirken 2015 yilinda fermantasyon ortasinda artmis ve

fermantasyon sonunda belirlenememistir.

TA

10 4

9 - =Toplam maya

o I
_El 7 - = m Saccharomyces
S 6
g 5 4 = Non-Saccharomyces
o4
o3

2 4

l N

0 - = = B o

2014 2015 | 2014 2015 | 2014 2015
F1 F2 F3

Sekil 4.3 Tokat yoresi tortu alma islemi uygulanmamis denemeye ait maya
popilasyonu

TA: tortu alma islemi uygulanmamis deneme; F1: fermantasyon basi; F2: fermantasyon ortasi; F3;

fermantasyon sonu
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Sekil 4.4. Tokat yoresi tortu alma islemi uygulanmais denemeye ait maya
populasyonu

TB: tortu alma islemi uygulanmis olan deneme; F1: fermantasyon basi; F2: fermantasyon ortasi; F3;

fermantasyon sonu

Nevsehir yoresi Narince Gztmlerinin 2014 ve 2015 yillar fermantasyonu
sirasinda yapilan ekimlerde fermantasyon basinda NA ve NB denemelerinde
toplam maya sayist 4.5 log kob/mL ile 5.75 log kob/mL degerleri arasinda, S.
cerevisiae tird mayalarin sayis1 6.69 log kob/mL ile 8.39 log kob/mL degerleri
arasinda, Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayis: ise 2.5 log kob/mL ile 5
log kob/mL degerleri arasinda bulunmustur. Fermantasyon ilerledikce toplam maya
ve S. cerevisiae maya sayilart artmis ve 2015 yili hari¢ Saccharomyces spp.
olmayan mayalarin sayisi fermantasyon ortasinda ve sonunda azalmstir (Sekil 4.5,
Sekil 4.6)
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Sekil 4.5. Nevsehir yoresi tortu alma islemi uygulanmamis denemeye ait maya
populasyonu
NA: tortu alma islemi uygulanmamis deneme; F1: fermantasyon basi; F2: fermantasyon ortasi; F3;

fermantasyon sonu
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2015

Sekil 4.6. Nevsehir yoresi tortu alma islemi uygulanmis denemeye ait maya
populasyonu
NB: tortu alma islemi uygulanmis olan deneme; F1: fermantasyon basi; F2: fermantasyon ortasi; F3;

fermantasyon sonu
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Her iki yorede fermantasyon basindaki toplam maya populasyonu tortu
alma islemi uygulanan denemelerde (TB, NB) tortu alma islemi uygulanmayan
(TA, NA) denemelere gore dustik bulunmustur. Sarap Uretiminde tortu alma
isleminden sonra siradaki maya popiilasyonunun énemli derecede diistigi ve 10°
ile 10° kob/mL’yi gecmedigi bildirilmistir (Ribéreau-Gayon ve ark., 2006a). Her
iki yore karsilastirildiginda fermantasyonun basinda toplam maya populasyonu en
cok NA denemesinde bulunmustur. Fermantasyon ortasinda S. cerevisiae cinsi
maya populasyonu artmis ve bu artis en gok NB denemesinde olmus bunu sirasiyla
NA denemesi takip etmistir. Fermantasyon sonunda ise TA ve TB denemeler harig
bitiin denemelerde popiilasyon azalmistir. S. cerevisiae lzlimde yaygin olarak
bulunmamasina ragmen, fermantasyonun ilerleyen asamalarinda yuksek etanol
tolerans:1 nedeniyle ortama hakim olur (Esteve-Zarzoso ve ark, 2000).
Saccharomyces spp. cinsi disindaki mayalar ise fermantasyon basinda S. cerevisiae
‘ya gore daha yogun bulunmus, fermantasyon ortasinda popilasyon TB 2014, NA
ve NB 2014 denemeleri hari¢ artmistir. Fermantasyon sonunda ise bdtlin
denemelerde dusmis ve yine TB 2014, TA 2015 ile NA ve NB 2014
denemelerinde sayilamamislardir. Fermantasyon sirasinda Saccharomyces spp.
disindaki mayalarin popiilasyonu ortam sartlarina gore 10°-10" kob/mL’ye ¢ikabilir
(Romano ve ark. 2003). Sarabin fermantasyonu, iziimde ve saraphane ortaminda
dogal olarak bulunan birgok maya turuniin dahil oldugu kompleks bir mikrobiyal
prosestir. Fermantasyonu alkol tolerans: dusik olan zayif fermentatif ézellikteki
Candida, Hanseniaspora, Pichia, Torulaspora ve Hansenula tirlerinde ait
Saccharomcyes spp. disindaki mayalar baslatirlar (Esteve-Zarzoso ve ark., 2000).
Narince saraplarinin spontan fermantasyonu sirasinda, fermantasyon basinda
Saccharomyces spp. cinsi disindaki mayalarin  sayis1  yuksek bulunmus,
fermantasyon sonuna dogru ise Saccharomyces spp. cinsi mayalar ortama hakim

olmaya baglamustir.
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4.3. Maya zolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu

Tokat ve Nevsehir Yorelerinden, her iki yilda toplamda 850 adet maya izole
edilmis ve saflastirilmistir. izole edilip saflastirilan mayalar YPD agardaki koloni
Ozelliklerine gore gruplandirilmig ve her gruptan en az 2 izolat olacak sekilde 300
adet izolat genetik yontemlerle tanimlamalari yapilmak uzere segilmislerdir.
Mayalarin molekiiler yontemle tanimlanmas: 3 asamada gerceklestirilmistir. i1k
asamada, 5.8 ITS rRNA bolgesi ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PZR’da
cogaltilmistir (Sekil 4.7), ikinci asamada 5.8S ITS PZR ile cogaltilan DNA,
restriksiyon enzimleriyle (Hhal, Hae 111 ve Hinfl) kesilmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10) .
Restriksiyon enzim sonuglarina gore izolatlar tekrar gruplandirilmis ve her gruptan
en az iki 6rnek olacak sekilde secilen 103 adet izolatin 26S rRNA bdélgeleri PZR’da
cogaltilmis (Sekil 4.11) ve sekansa gonderilmistir.

Sekil 4.7. Mayalarin 5.8S rRNA bdolgelerinin ITS primerleri kullanilarak ¢ogaltilas
sonucu elde edilen jel goriintusi
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Farkl: restriksiyon enzimleri kesimi sonucu yakin restriksiyon fragmanti
veren izolatlar ayni gruba alinmis (Cizelge 4.2) ve gruplandirmalarin dogrulugunu

kesinlestirmek amaciyla her gruba ait PZR drinleri kendi arasinda tekrar agaroz

jelde kosulmustur.

Sekil 4.8. Hinfl restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR driinlerinin jel gérinimi

Sekil 4.9. Hhal restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR Grlnlerinin jel gérinimi
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Sekil 4.10. Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmis PZR Grlnlerinin jel gérinim

Cizelge 4.2. Mayalarin RFLP enzimleri ile kesilmeleri sonucu gruplandiriimasi

Maya Tiru ITS boyutu Hhal Hinf Haelll
S. cerevisiae 850 150+325+375 110+365+375 125+170+230+325
S. paradoxus 850 150+325+375 110+365+375 125+170+230+325
T.delbrueckii 800 100+150+220+330 380+410 800
H’spora guilliermondii 750 105+320+340 160+200+360 750
H’spora uvarum 750 160+200+370 100+320+340 750
. orientalis 500 6+52+69+179+204 137+154+219 38+90+382
I. terricola 450 45+85+90+100+130  105+105+240 125+290
L. thermotolerans 700 95+285+315 345+355 90+90+215+310
W. anomalus 620 50+560 300+310 620
C. zemplinia 460 56+103+105+196 225+235 460
P. kluyveri 450 80+115+175 200+250 80+370
P. occidentalis 400 250+110+80 400+100 225+150+125
Metschnikowia sp. 400 250+100+95 175+100 200+190
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Sekil 4.11. 26S rRNA PZR drtnlerinin agoroz jeldeki gortinamleri

DNA dizi analizi sonucuna gore %97 ve (izeri benzerlik gésteren mayalarin
listesi, izolasyon kaynagi, 6rnekleme zamani, hangi besiyerinden izole edildigi ve
26S rRNA sonuglarina gore hangi maya turt ile benzerlik gosterdigi EK 1. ve EK
2’de verilmistir.

Sekans sonuglari BLAST programi kullanilarak degerlendirilmis ve
BLAST sonuclarina gore 141 adet S. cerevisiae ve 124 adet non-Saccharomyces
olmak Uzere 265 adet izolat maya olarak tanimlanmistir. 2014 yilinda 76 adet
maya izole edilmis ve bunlarin 10 tanesi Uziimden, 66 tanesi ise fermantasyon
ortamindan elde edilmistir. Uziimden izole edilen mayalarin 9 tanesi Tokat
Yoresinden 1 tanesi Nevsehir yoresinden izole edilirken, fermantasyon ortaminda
izole edilen mayalarin 37 tanesi Tokat Ydresinden, 29 tanesi ise Nevsehir
Yoresinden izole edilmistir. 2015 yilinda ise 189 adet maya izole edilmis ve
bunlarin 6 tanesi (ziimlerden geriye kalan 183 tanesi ise fermantasyon ortamindan
izole edilmistir. Uziimden izole edilen mayalarin 2 tanesi Tokat Ydresinden, 4

tanesi Nevsehir Yoresinden izole edilirken, fermantasyon ortaminda izole edilen
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183 mayanin 79 tanesi Tokat Yoresinden 104 tanesi ise Nevsehir Yoresinden izole

edilmistir.

4.3.1. Filogenetik Analizlerle Olusan Maya Turleri

Maya izolatlarinin 26S rRNA gen bdlgelerinin dizi analizi sonucunda elde
edilen filogenetik kiimeleme analizine gére (Sekil 4.12), S. cerevisiae izolatlar: 36
ornekle temsil edilmis ve 26S rRNA gen bdlgesi icin 99 Bootstrap almistir. S.
cerevisiae izolatlari kendi igerisinde U¢ alt guruba ayrilmiglardir. T. delbrueckii,
izolatlar1 99 Bootstrap almistir. Hanseniaspora tiirleri 99 Bootstrap almustir ve -
H’spora guilliermondii, H’spora uvarum tdrlerinden ayrilmiglardir. H’spora
uvarum tirleri 97 Bootstrap, H’spora guilliermondii ise %87 Bootstrap almustir. L.
thermotolerans % 100 Bootstrap almistir. W. anomalus tirleri 99 Bootstrap
almiglardir. Pichia ve Issatchenkia’ ya ait tirler ayni orjinli olup 99 Bootstrap
almiglardir. P. kluyveri turleri digerlerinden ayrilmis ve 99 Bootstrap almiglardir. I.
terricola, ve I. orientalis ise yine 99 Botstrap almiglardir. P. occidentalis turiinden
yalnizca bir tane izole edildigi igcin Bootstrap alamamustir. C. zemplinina ve
Metchnikowia sp. turleri diger tlrlerden tamamen ayrilmis ve birer tane izole
edildikleri igin Bootstrap alamamislardir. Maximum Likelihood analizine gore
izole edilen maya tirlerinin cogu % 70’in Uzerinde Bootstrap alarak birbirlerinden
ayrilmiglardir. Bu da tespit edilen tlrlerin glvenilir bir sekilde ayrildigim

gostermektedir.
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72



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Zeynep Dilan CELIK

4.3.2. 2014 Yihnda Tokat ve Nevsehir Yorelerinden izole Edilen Mayalarn
Dagihm

2014 yilinda Tokat ve Nevsehir yorelerinden izole edilen mayalarin
dagilimi Sekil 4.13’ te verilmistir. 2014 yilinda H’spora uvarum, H’spora
guilliermondii, S. cerevisiae, S. cerevisiae/paradoxus, T. delbrueckii, . orientalis
ve W. anomalus olmak Uzere 4 cinse ait 6 tiir belirlenmistir ve en fazla izole edilen
tdr S. cerevisiae olmus ve bunu sirastyla H’spora uvarum, H’spora guilliermondii,
W. anomalus, T. delbrueckii, S. cerevisiae/paradoxus ve . orientalis tiirleri takip

etmistir.

2014

H'spora uvarum

@ H.'spora guilliermondii

30%

4% m S.cerevisiae

m S, cerevisiae/paradoxus

q ~W. anomalus

+T. delbrueckii

14%

Sekil 4.13. 26S rRNA analizine gore 2014 yilinda Tokat ve Nevsehir yorelerinden
izole edilen mayalarin tiir diizeyindeki dagilimi

2014 yillinda Tokat yoresinden izole edilen mayalarin genel dagilim: Sekil
4.14° de verilmistir. 2014 yili Tokat yoresinden en fazla izole edilen tiir H’spora
uvarum olmus ve bunu sirasiyla S. cerevisiae, H’spora guilliermondii, W.

anomalus ve S. cerevisiae/paradoxus tirleri takip etmistir.
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T 2014

H'spora uvarum

# H.'spora guilliermondii

4.

46%
m S.cerevisiae

@ S. cerevisiae/paradoxus

« W. anomalus

Sekil 4.14. 2014 yillinda Tokat yoresinden izole edilen mayalarin tiir diizeyinde
dagilimi

Uziimlerden ve alkol fermantasyonu sirasinda ortamdan izole edilen
mayalarin tir duzeyindeki dagilimlari ise Sekil 4.15° te verilmistir. Tokat yoresi
tizimlerinde yalnizca H’spora uvarum izole edilmistir. Fermantasyon denemeleri
sirasinda, fermantasyon basinda (F1) H’spora uvarum, W. anomalus, S. cerevisiae,
S. cerevisiae/paradoxus, H’spora guilliermondii izole edilmis ve Saccharomyces
spp. olmayan mayalarin baskin oldugu belirlenmistir. Fermantasyon ortasinda (F2),
S. cerevisiae, H’spora guilliermondii H’spora uvarum izole edilmistir.
Fermantasyon ortasinda izole edilen H’spora guilliermondii ve S. cerevisiae
sayilar1 artmisg, ve H’spora uvarum’ un ise azalmistir. Fermantasyon sonunda (F3)

ise ortamda yalnizca S. cerevisiae belirlenmistir.
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Sekil 4.15. 2014 yilinda Tokat yoresi Uzimlerinden ve fermantasyon denemeleri

sirasinda izole edilen mayalarin dagilimi
TH: Uziim; F1: fermantasyon bas1; F2: fermantasyon ortasi; F3; fermantasyon sonu

2014 yilinda Nevsehir yoresinden izole edilen mayalarin genel dagilimi

Sekil 4.16da, verilmistir. 2014 yil1 Nevsehir yoresi Narince tiziimlerinden ve alkol

fermantasyonu sirasinda ortamdan en fazla izole edilen tiir S. cerevisiae olmus ve

bunu sirastyla T. delbrueckii, H’spora guilliermondii, W. anomalus ve H’spora

uvarum ve l. orientalis takip etmistir.

p

7%

N 2014

S\

H'spora uvarum
L1 H.'spora gulliermondii
m S.cerevisiae
HT. delbruckii

#W. anomalus

Sekil 4.16. 2014 yillinda Nevsehir yoresinden izole edilen mayalarin tlr diizeyinde

dagilimi
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Nevsehir yoresi Narince Uzimlerinden ve alkol fermantasyonu sirasinda
ortamdan izole edilen mayalarin tir dizeyindeki dagilimlar: ise Sekil 4.17° de
verilmistir. 2014 yilinda Nevsehir yoresi Gzimlerinde de yalhizca H’spora uvarum
izole edilmistir. Nevsehir yoresi Narince siralarimin fermantasyonu sirasinda,
fermantasyon basinda (F1) W. anomalus, S. cerevisiae izole edilmis, fermantasyon
ortasinda (F2), S. cerevisiae’nin yaninda H’spora guilliermondii, T. delbrueckii,
H’spora uvarum tlrleri izole edilmistir. Fermantasyon basinda ve ortasinda
Saccharomyces spp. olmayan tirler ortama hakim olmustur. Fermantasyon
sonunda (F3) S.cerevisiae ortama hakim olmus ve Saccharomyces spp. olmayan

mayalardan yalnizca T. delbrueckii izole edilmistir.

N 2014

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20% H'spora uvarum
10%

0%

r.W. anomalus

=+ T. delbruckii
B S cerevisiae

m H.'spora gulliermondii

NN

NH F1 F2 F3

Sekil 4.17. 2014 yilinda Nevsehir yoresi Giziimlerinden ve fermantasyon denemeleri

sirasinda izole edilen mayalarin dagilimi
NH: Uziim; F1: fermantasyon basi; F2: fermantasyon ortasi; F3; fermantasyon sonu

2014 wyilinda Tokat ve Nevsehir yorelerinin  maya dagilim
karsilastirildiginda her iki yorenin Gztmlerinden yalmzca H’spora uvarum izole
edilmigstir. Alkol fermantasyonu sirasinda F1’ de her iki yoérede de S.cerevisiae ve
W. anomalus izole edilmistir. Tokat yoresinde Nevsehirden farkli olarak S.

cerevisiae/paradoxus ve H’spora guilliermondii tirleri de izole -edilmistir.
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Nevsehir yoresinde ise Tokat’dan farkli olarak I. orientalis tlrl izole edilmistir.
F2’ de Tokat yoresinde S. cerevisiae ve H’spora guilliermondii sayilar1 artarken
H’spora uvarum azalmis, Nevsehir yoresinde ise T. delbrueckii ve H’spora
guilliermondi tlrlerinin sayilar: artmis ve onlarin yaninda S. cerevisiae ve H’spora
uvarum tirleri de izole edilmistir. F3’ de ise her iki yorede de S. cerevisiae ortama
hakim olmus, Nevsehir yoresinde Tokat’tan farkli olarak T. delbrueckii tlrl de
fermantasyon sonunda izole edilmistir. Saccharomyces spp. olmayan tirler
genellikle tizimde ve fermantasyon basinda ortamda baskin olan turlerdir ve diisiik
alkol toleranslari nedeni ile fermantasyonun ileri asamalarinda ortamda
bulunamazlar (Fugelsang ve Edwards, 2007). 2014 yilinda izole edilen toplam 76
izolatin 24’ tortu alma islemi uygulanmamis denemelerde, geri kalani ise tortu
alma islemi uygulanmis denemelerden elde edilmistir. Fermantasyon sirasinda
tortu alma isleminin Saccharomyces spp. olmayan maya cesitliligini azalttig
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a; Di
Maro ve ark, 2007; Fleet, 2008 ). Ancak 2014 yili Narince siralarinin
fermantasyonu sirasinda tortu alma isleminin Saccharomyces spp. olmayan

mayalarin cesitliligi ve populasyonu lzerine etkisi belirlenememistir.

4.3.3. 2015 Yilhinda Tokat ve Nevsehir Yorelerinden izole edilen Mayalarin
Dagihm

2015 yilinda Tokat ve Nevsehir yorelerinden izole edilen mayalarin
dagilimi Sekil 4.18°de verilmistir. 2015 yilinda H’spora uvarum, H’spora
guilliermondii, S. cerevisiae, T. delbrueckii, I. orientalis, I. terricola, P.
occidentalis, P. kluyveri, L. thermotolerans, C. zemplinina, Metschnikowia spp.,
ve W. anomalus olmak (zere olmak lzere 9 cinse ait 12 tiir belirlenmistir ve en
fazla izole edilen tiir S. cerevisiae olmus, bunu H’spora uvarum ve diger turler

takip etmistir.
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2015 H'spora uvarum

= H.'spora guilliermondii
m S.cerevisiae

+T. delbrueckii

= P. occidentalis

#P. kluyveri

£ L. thermotolerans

& C. zemplinina
-~ Metschnikowia spp
m|. orientalis

| terricola

=W. anomalus

Sekil 4.18. 26S rRNA analizine gore 2015 yilinda Tokat ve Nevsehir yorelerinden
izole edilen mayalarin tiir dizeyindeki dagilim:

2015 yillinda Tokat yoresinden izole edilen mayalarin genel dagilim: Sekil
4.19 ‘da verilmistir. 2015 yilinda Tokat yoresinden en fazla izole edilen tir S.

cerevisiae olmus ve bunu H’spora uvarum takip etmistir.

3% T 2015 H'spora uvarum
3% EZ =H.'spora guilliermondii
E: 23% m S.cerevisiae

s

X
2
=S
.

+T. delbrueckii

)
w7
1

—_— = P. occidentalis
P. kluyveri
% L. thermotolerans
u C. zemplinina

-~ Metschnikowia spp.

Sekil 4.19. 2015 yilinda Tokat yoresinden izole edilen mayalarin tir diizeyinde
dagilimi
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2015 yilinda Tokat yoresi Narince tztimlerinden ve alkol fermantasyonu
sirasinda ortamdan izole edilen mayalarin tir diizeyindeki dagilimlart ise Sekil
4,20’ de verilmistir. Uzimlerde yalmzca H’spora uvarum izole edilmistir. Alkol
fermantasyonu sirasinda, fermantasyon basinda (F1) S. cerevisiae, H’spora
uvarum, H’spora guilliermondii, C. zemplinina, P. occidentalis, P. kluyveri ve
Metschnikowia spp. izole edilmis, Saccharomyces spp. olmayan mayalarin ortama
hakim oldugu belirlenmistir. Fermantasyon ortasinda (F2)’de ise S. cerevisiae,
H’spora uvarum ortama hakim olmaya baslamis, C. zemplinina tiri mayalarin
sayis1 artmig ve bunlarin yaninda L. thermotolerans ve T. delbrueckii maya turleri
de izole edilmistir. F3’de ise yalnizca S. cerevisiae izole edilmis ve ortamda baskin

maya tiri olarak bulunmustur.

T 2015 - Metschnikowia spp.

B C. zemplinina
100%
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0% H'spora uvarum
TH F1 F2 F3

& L. thermotolerans
P. kluyveri

= P. occidentalis

+T. delbrueckii

m S cerevisiae

=H.'spora guilliermondii

Sekil 4.20. 2015 yilinda Tokat yoresi Gizimlerinden ve fermantasyon denemeleri

sirasinda izole edilen mayalarin dagilimi
TH: Uziim; F1: fermantasyon bas1; F2: fermantasyon ortasi; F3; fermantasyon sonu

2015 yillinda Nevsehir yoresinden izole edilen mayalarin genel dagilimi
Sekil 4.21 “de verilmistir. 2015 yilinda Nevsehir yoresinden en fazla izole edilen

tr S. cerevisiae olmus ve bunu H’spora uvarum takip etmistir.
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N 2015

H'spora uvarum
m S.cerevisiae
HT. delbrueckii

. P. kluyveri

L. thermotolerans

#C. zemplinina
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m|. orientalis

< | terricola

Sekil 4.21. 2015 yilinda Nevsehir yoéresinden izole edilen mayalarin tiir diizeyinde
dagilimi

2015 vyilinda Nevsehir yoresi Narince (zUmlerinden ve alkol
fermantasyonu sirasinda ortamdan izole edilen mayalarin tir dizeyindeki
dagilimlar: da Sekil 4.22°de verilmistir. Uziimlerde yalnizca S. cerevisiae izole
edilmistir. Fermantasyon denemeleri sirasinda, fermantasyon basinda (F1) S.
cerevisiae, H’spora uvarum, T. delbrueckii, C. zemplinina, P. kluyveri, L.
thermotolerans, 1. terricola, l.orientalis ve W. anomalus izole edilmis ve
fermantasyon basinda Saccharomyces spp. olmayan mayalarin ortama hakim
oldugu tespit edilmistir. Fermantasyon ortasi ve fermantasyon sonunda S.
cerevisiae ortama hakim olmaya baslamis ve bunun yaninda H’spora uvarum ve T.

delbrueckii turleri de izole edilmistir.
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N 2015 | terricola
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Sekil 4.22. 2015 yilinda Nevsehir yoresi Gziimlerinden ve fermantasyon denemeleri

sirasinda izole edilen mayalarin dagilimi
NH: Uziim; F1: fermantasyon basi; F2: fermantasyon ortasi; F3; fermantasyon sonu

2015 wyilinda Tokat ve Nevsehir yorelerinin maya dagilimi
karsilastirildiginda Tokat yoresinden 7 tiir izole edilirken, Nevsehir Yoresinden 8
tdr izole edilmistir. Tokat yoresi Uzumlerinden yalmzca H’spora uvarum izole
edilmis, Nevsehir yoresi Uzimlerinden ise yalnizca S. cerevisiae izole edilmistir.
Fermantasyon denemeleri sirasinda F’de her iki yorede de S.cerevisiae, H’spora
uvarum, C. zemplinina ve P. kluyveri izole edilmistir. Tokat yoresinde
Nevsehir’den farkli olarak Metschnikowia spp., P. occidentalis, H’spora
guilliermondii tirleri izole edilmistir. Nevsehir yoresinde Tokat’tan farkl olarak L.
thermotolerans, |. orientalis, I. terricola, W. anomalus ve T. delbrueckii turleri
izole edilmistir. F2* de her iki yorede de S. cerevisiag, H’spora uvarum, ve T.
delbrueckii turleri izole edilmistir. Tokat yoresinde ise Nevsehirden farkl: olarak C.
zemplinina ve L. thermotolerans turleri izole edilmistir. F3’ de ise her iki yorede de
S. cerevisiae ortama hakim olmus, Nevsehir yoreside Tokat’ tan farkli olarak
H’spora uvarum ve T. delbrueckii tirleri de izole edilmistir. 2015 yih
fermantasyon denemeleri sirasinda tortu alma islemi uygulanmamis denemelerdeki
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayist ve cesidi tortu alma islemi

uygulanmis denemelere gére daha fazla bulunmustur.
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4.4. Tanimlanan Mayalarnn Teknolojik Ozellikleri

Tokat ve Nevsehir yorelerinden izole edilen mayalarin filogenetik
kiimeleme analizine gore, 22 adet S. cerevisiae, 1 adet S. cerevisiae/paradoxus, 10
adet H’spora uvarum, 3 adet I. orientalis, 2 adet L. thermotolerans, 1 adet W.
anomalus, 1 adet Metschnikowia spp., 2 adet I. terricola, 1 adet C. zemplinina, 1
adet H’spora guilliermondii, 1 adet T. delbrueckii ve 3 adet P. kluyveri olmak

Uzere toplam 48 adet izolat teknolojik 6zellikleri belirlenmek tzere segilmistir.

4.4.1. Mayalann Farkl Sicakliklarda Gelismesi
Tokat ve Nevsehir yorelerinden izole edilen S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin farkl: sicakliklarda (10°C, 15°C, 25°C,

30°C, 37°C) gelisme ozellikleri Cizelge 4.3 “de verilmistir.

Cizelge 4.3. Maya izolatlarinin farkl sicakliklarda gelisme 6zellikleri
10 15 25 30 37

Maya Kodu Maya tur( ¢ C oo o sC
61 S. cerevisiae/paradoxus ++ S = = S
148 . orientalis + + ++ 4+ 4+
214 T. delbrueckii + + ++ ++ +
431 H’spora uvarum + + ++ ++ -
442 H’spora uvarum + + +++ -
475 l. terricola + + o+ ++
476 W. anomalus + + ++  +++
480 l. terricola + + +++ 4+
483 . orientalis + + o+
518 C. zemplinina + + + +
521 L. thermotolerans ++
528 S.cerevisiae + + + + ++
536 . orientalis + + + +
539 H’spora uvarum + + + +
541 P. kluyveri + + + +

82



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Zeynep Dilan CELIK

Cizelge 4.3.”0in devami

i 10 15 25 30 37
Maya Kodu  Maya tiirii oC oC oC oC oC
590 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
606 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ +
672 H’spora guilliermondii +F +F  +F  +F  ++F
678 S. cerevisiae + + + + +
682 H’spora uvarum + + ++  +H+
684 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
702 P. kluyveri + + + + -
709 P. kluyveri + + + + +
710 S. cerevisiae + + + + +
727 S. cerevisiae + + +++  +++
754 Metschnikowia spp. + + + + -
773 H’spora uvarum +++ A+ A+ A+
789 H’spora uvarum + + 2+ + -
835 S. cerevisiae + + ++
866 H’spora uvarum + + + + -
884 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++
919 H’spora uvarum + + + + ++
942 H’spora uvarum ++ ++ ++ ++
1028 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1044 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ +
1048 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1088 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ +
1120 L.thermotolerans ++ ++ ++
1149 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1152 H’spora uvarum + + + + -
1198 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1212 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1281 S. cerevisiae ++ ++ +
1333 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ +
1353 S. cerevisiae +++  HH+ A
1363 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1378 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++
1412 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++ ++

+: zayif gelisim, ++: orta derecede gelisim, +++: yogun gelisim, F: film olusumu
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Narince sirasimin spontan fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae izolatlarinin bdtiin sicaklik derecelerinde gelistigi ancak gelisme
yogunluklarinin sicaklik derecelerine gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. Sarap
Uretiminde beyaz saraplar genellikle 10-18°C araliginda fermente edilirler. Beyaz
sarap Uretimi disuk sicakliklarda gerceklestirildiginden, soguga dayanikli suslarin
fermantasyonda kullanilmas: bir yandan fermantasyonun gecikmesini 6nler bir
yandan da fermantasyon sonunda aroma maddeleri agisindan ortaya ¢ikabilecek
bazi sorunlar1 ortadan kaldirir (Nurgel, 2000; Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a).
Narince’den izole edilen 1353 kodlu S. cerevisiae susu duslk sicaklik derecesinde
(10°C-15°C) diger S. cerevisiae’ lere gore daha yogun gelismis ve gaz
olusturmustur.

Narince sirasinin  spontan  fermantasyonu sirasinda izole edilen
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin farkli sicaklilarda gelisme &zellikleri
cesitlilik gostermis ve 10°C-15°C’de 773 kodlu H’spora uvarum izolati diger
tirlere ve H’spora uvarum izolatlarina gore daha yogun gelismis, gaz olusturmus
ve onu 521 kodlu L. thermotolerans, 942 kodlu H’spora uvarum ile 1120 kodlu L.
thermotolerans izolatlar: takip etmistir. Baz1 H’spora uvarum izolatlarinin (431,
442, 702, 789, 866, 1152) 37°C’de gelismedigi belirlenmistir. 475 ve 480 kodlu 1.
terricola 15°C’de yogun gelisme gdstermemis, ancak yuksek sicakliklarda daha iyi
gelismistir. 518 ve 528 kodlu C. zemplinina ile 541 ve 709 kodlu P. kluyveri
izolatlart uygulanan sicaklik derecelerinin hepsinde zayif gelismislerdir. 672 ve
678 kodlu H. guilliermondii izolatlar1 da uygulanan sicaklik denemelerinde zay:f
gelismis ve 672 kodlu izolat bitin sicaklik derecelerinde film olusturmustur. 754
kodlu Metschiniokowia spp. izolati ise 37°C’de gelismemis ve diger sicakhik
derecelerinde ise zayif gelismistir.

S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin 6zellikle disiik
sicakhklarda gelisme Ozellikleri karsilastirildiginda, her iki tlre ait izolatlarin da
10°C-15°C’de benzer Ozellik gosterdigi ve bu sicaklikta ¢ok iyi gelismedigi

belirlenmistir. Ancak 773 kodlu H’spora uvarum ve 1353 kodlu S. cerevisiae
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izolatlart 10°C-15°C’de en yogun gelisen izolatlar olmuslardir. Fermantasyon
sicakhgi, fermantasyon sirasindaki maya florasim  etkileyen  dnemli
parametrelerden  biridir, dusik sicakliklarda (15-20 °C) gergeklesen
fermantasyonlarda Hanseniaspora ve Candida tirleri olusan alkole daha dayanikl
olurlar ve fermantasyonun ileri asamalarina kadar ortamda bulunarak sarabin
aromasina blyuk katki saglarlar (Di Maro ve ark., 2007). Narince’den izole edilen
518 kodlu C. zemplinina ve 773 kodlu izolat hari¢ diger Hanseniaspora turlerinin
disuk sicaklikta ¢cok yogun gelisemedigi belirlenmistir. Sharf ve Margalith (1983)
sentetik sarap ortaminda S. cerevisiae ve Kl. apiculata karisik kiilturleri ile yapilan
calismada, 10-20 C*’ler arasinda K. apiculata mayalarinin, 30 C° ise S. cerevisiae
mayalarinin ortama hakim oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar Kl. apiculata
mayalarinin  disiik sicaklhikta S. cerevisiae’ya gore daha iyi gelistigini
bildirmislerdir. Heard ve Fleet (1988), KI. apiculata, C. apiculata ve S. cerevisiae
karigik kulttrlerinin 10, 20 ve 25 C°’de ¢ogalma kinetiklerini incelemislerdir. 25
C°’de S. cerevisiae ortama hakim oldugunu, KI. apiculata ve C. stellata turlerinin
fermantasyonun basinda 6ldiigund, ancak 10 C°’de yapilan fermantasyonda KI.
apiculata ve C. stellata fermantasyon boyunca ortama hakim oldugunu
bildirmiglerdir. Erten (2002), S. cerevisiae ve Kl. apiculata tirlerinin gelisimi
tizerine sicakhigin etkisini incelemistir. Calismada, Kl. apiculata mayalarinin disiik
sicakliklarda (10 ve 15°C’lerde) daha yuksek sicakliklara gore (20°C) daha iyi
gelistigini ve daha uzun sire ortamda bulundugunu ancak bitin sicaklik
denemelerinde fermantasyon sonunda ortama hakim turin S. cerevisiae oldugunu

bildirmistir.

4.4.2. Mayalann Etanol Toleransi

Etanol, alkol fermantasyonunun ana (riini olmasina ragmen hicre
membrani igin toksik etkiye sahiptir ve bu nedenle alkol fermantasyonu sirasinda
kullanilacak etanol tolerans: 6nemli bir kriterdir. Tokat ve Nevsehir Ydrelerinden

izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin farkl: etanol
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miktarlarinda (0 %, 8 %, 10 %, 12 %, 14 %) gelisme Ozellikleri Cizelge 4.4 ‘de

verilmistir.

Cizelge 4.4. Maya izolatlarinin farkl etanol diizeylerinde gelisme 6zellikleri

Maya Kodu  Maya Turl 0% 8% 10%  12% 14%
61 S. cerevisiae/paradoxus ~ +++  ++ ++ ++ ++
148 S. cerevisiae 444+ 4+ } ) )
214 T. delbreuckii FH+ o+ + +
431 H’spora uvarum +++ + + - }
442 H’spora uvarum +++ + + + .
475 I. terricola +4+ + + ) i
476 W. anomalus 4+ - ) ) i
480 . terricola 4+ 4+ 4 i i
483 I. orientalis +++ 4+ i ) )
518 C. zemplinina +++ 4 t + +
521 L. thermotolerans +++ 4 t t +
528 S. cerevisiae 4+ 4+ + + +
536 I. orientalis 4+ ++ + ) i
539 H’spora uvarum +++ + + + }
541 P. kluyveri +H+ ++ ) ) i
590 S. cerevisiae 4+ 4+ + b +
606 S. cerevisiae 4+ 4+ + . )
672 H’spora guilliermondii +HE + + )
678 S. cerevisiae 4+ + + + )
682 H’spora uvarum +++ e+ + + N
684 S.cerevisiae 4+ + + + +
702 P. kluyveri +H+ o+ + + i
709 P. kluyveri +++ 4 + i i
710 S. cerevisiae +++ 4+ + + i
727 S. cerevisiae 4+ + + + +
754 Metschnikowia sp. +++ - . } )
773 H’spora uvarum +++ o+ + + +
789 H’spora uvarum +++ + + + )
835 S. cerevisiae 4+ 4+ + ) )
866 H’spora uvarum +++ + + + +
884 S. cerevisiae +H+ o+ + + +
919 H’spora uvarum +++ 4+ + . _
942 H’spora uvarum +++  ++ ++ ++ }

1028 S. cerevisiae 4+ 4+ + + )
1044 S. cerevisiae $4++ A+ + + +
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Cizelge 4.4.”(n devami

Maya Kodu  Maya Turd 0% 8%  10%  12% 14%
1048 S. cerevisiae +++ ++ ++ _ _
1088 S. cerevisiae +++ o+t +++ +++
1120 L. thermotolerans  +++  +++ + 3 )
1149 S. cerevisiae +++ + + + +
1152 H’spora uvarum +++ + + - -
1198 S. cerevisiae +H+ o+ + + +
1212 S. cerevisiae +++ o+ ++ ++ ++
1281 S. cerevisiae +++ 44+ ++ ++ ++
1333 S. cerevisiae +++ o+t +++ ++H+  ++
1353 S. cerevisiae +++ A+ + + +
1363 S. cerevisiae +H+ + + +
1378 S. cerevisiae +++ o+t +++ +++
1412 S. cerevisiae +++ 4+ ++ ++ ++

+: zayif gelisim, ++: orta derecede gelisim, +++: yogun gelisim

Narince sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae izolatlarinin tamami, etanol konsantrasyonlarinin hepsinde gelismis
ancak, gelisme yogunluklart etanol konsantrasyonu ve maya koduna gore
degiskenlik gdstermistir. Teknolojik ozellikleri belirlenen 1088 ve 1378 kodlu
izolatlar etanol konsantrasyonlarinin tamaminda yogun gelismis ve onlar1 61, 590,
1044, 1212, 1281, 1333 ve 1412 kodlu izolatlar takip etmistir. Baz1 S. cerevisiae
izolatlar1 (148, 590, 606, 684, 727, 884, 1149, 1198, 1353 ve 1363 kodlu mayalar)
% 8 ve Uzeri etanolde zayif gelismislerdir.

Narince sirastmin  spontan  fermantasyonu sirasinda izole edile
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin farkl: etanol konsantrasyonlarinda gelisme
Ozellikleri de degisiklik gostermis ve 214 kodlu T. delbrueckii, 475 kodlu I.
terricola, 521 kodlu L. thermotolerans, 518 ve 528 kodlu C. zemplinina ile 773,
866 kodlu H’spora uvarum izolatlari ¢ok dusiik yogunlukta da olsa %14 etanole
kadar gelismislerdir. Hansenispora cinsine ait tirlerin etanol tolerans: degiskenlik

gostermis ve 442, 539, 682, 942 kodlu H’spora uvarum izolatlar: ile 672 ve 678
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kodlu H. guilliermondii % 12 etanole kadar gelisirken, 431, 919 ve 1152 kodlu
H’spora uvarum izolatlar1 %10 etanole kadar gelismislerdir. Diger Saccharomyces
spp. olmayan tirler arasinda, 475 ve 480 kodlu I. terricola ile 709 kodlu P. kluyveri
izolatlar1 % 10 etanole kadar gelisirken, 476 kodlu W. anomalus ve 754 kodlu
Metschinikowia spp. uygulanan etanol  konsantrasyonlarinin  higbirinde
gelismemiglerdir. 1. orientalis izolatlarimin farkli etanol konsantrasyonlarinda
gelisme Ozellikleri degiskenlik gostermis ve 483 kodlu izolat % 8 etanole kadar
gelisirken, 536 %10 etanole kadar gelismistir. 1120 kodlu L. thermotolerans ise %
10 etanole kadar iyi gelismis ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda
gelisememistir. Saccharomyces spp. olmayan mayalarin etanol tolerans: S.
cerevisiae’ya gore daha disuktur (Fleet ve Heard, 2002). Ancak Narince’den izole
edilmis T. delbrueckii, C. zemlinina, L. thermotolerans ve Hansenispora’ ya ait
baz1 izolatlarin alkol toleransi, Narince’den izole edilmis bazi S. cerevisiae

izolatlarindan yuksek bulunmustur.

4.4.3. Mayalann Kikirt Dioksit Toleransi

Sarapcilikta kikdrt dioksit (SO,) oksidasyonu dnleyici, antimikrobiyal ve
durultucu 6zelliklerinden dolay: kullanilir ve fermantasyon sirasinda kullanilan
susun SO,’ ye olan tolerans: 6nemlidir (Ribérau-Gayon ve ark., 2006). Tokat ve
Nevsehir yorelerinden izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalarin farkli SO, miktarlarinda (50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L )

gelisme Ozellikleri Cizelge 4.5 “te verilmistir.

Cizelge 4.5. Maya izolatlarinin farkli SO, diizeylerinde (mg/L) gelisme 6zellikleri

Maya Kodu  Maya tirii 50 100 150 200
61 S. cerevisiae/paradoxus +++ +++ ++H+ A+t
148 S. cerevisiae 44+ + + +
214 T. delbruckii o+ + + +
431 H’spora uvarum ++ + + )
442 H’spora uvarum +4++ 44 - it
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Cizelge 4.5.”in devami

Maya Kodu Maya turi 50 100 150 200
475 . terricola +++ +++ 4+ +H+
476 W. anomalus +++ + + +
480 I. terricola +++F  ++4F +++F +++F
483 I. orientalis ++F +F +F -
518 C. zemplinina +++ +++ +4+ +4++
521 L. thermotolerans + + + +
528 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++
536 I. orientalis +++F +++F +++F +++F
539 H’spora uvarum +++F +F +F +F
541 P. kluyveri ++ ++ + +
590 S. cerevisiae +++ +++ 4+ ++
606 S. cerevisiae ++ ++ ++ ++
672 H’spora guilliermondii  +++F  +++F +++F +++F
678 S. cerevisiae +++ ++ ++ +
682 H’spora uvarum + + + +
684 S. cerevisiae +++ +++ +++ ++
702 P. kluyveri +++ +++ +++ +++
709 P. kluyveri ++ ++ ++ -
710 S. cerevisiae ++ ++ - -
727 S. cerevisiae +++ +++ +++ T+
754 Metschnikowia spp. ++ ++ + -
773 H’spora uvarum +++ +++ F++ 4+t
789 H’spora uvarum ++ ++ ++ ++
835 S. cerevisiae +++ +++ 4+ ++
866 H’spora uvarum +++ +++ +++ +44
884 S. cerevisiae 4+ +++ o+ F+
919 H’spora uvarum +++ +++ +++ +44
942 H’spora uvarum +++ +++ ++ ++
1028 S. cerevisiae + + + +
1044 S. cerevisiae ++ ++ ++ -+
1048 S. cerevisiae ++ ++ ++ -+
1088 S. cerevisiae +++ +++ +4+ +4++
1120 L.thermotolerans +++ +++ e+ 4t
1149 S. cerevisiae + + + +
1152 H’spora uvarum +++ +++ ++ -
1198 S. cerevisiae +++ +++ F++ -
1212 S. cerevisiae ++ ++ ++ +
1281 S. cerevisiae +++ +++ 4+ ++
1333 S. cerevisiae +++ +++ F++ -
1353 S. cerevisiae ++ ++ ++ -+
1363 S. cerevisiae +++ +++ ++ -+
1378 S. cerevisiae +++ +++ +4+ +4++
1412 S. cerevisiae +++ +++ ++ -+

+: zayif gelisim, ++: orta derecede gelisim, +++: yogun gelisim, F: ylzeyde film tabakas:
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Narince sirasimin  spontan fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae mayalarinin butin SO, konsantrasyonlarinda gelistigi ancak gelisme
yogunluklarinin izolatlar arasinda farklilik gosterdigi saptanmistir. SO, toleransi
belirlenen 61, 727, 884, 1088, 1198, 1333, ve 1378 kodlu izolatlar
konsantrasyonlarin tamaminda cok yogun gelismis ve onlari 684, 1044, 1212,
1281, 1353, 1363 ve 1412 kodlu izolatlar takip etmistir. 148, 1028 ve 1149 kodlu
izolatlar ise SO, konsantrasyonlarinin tamaminda zayif gelisme gdstermistir.

Narince sirasinin  spontan  fermantasyonu sirasinda izole edilen
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin farkli SO, konsantrasyonlarinda gelisme
ozelliklerinin degiskenlik gosterdigi ve bazi Saccharomyces spp. olmayan
mayalarin (l. terricola, I. orientalis, H’spora uvarum, H’spora guilliermondii) film
olusturduklar: belirlenmistir. 442, 702, 773, 866, 919 kodlu H’spora uvarum, 672
kodlu H. guilliermondii, 475, 480 kodlu I. terricola, 518 kodlu C. zemplinina ile
536 ve 1120 kodlu I. orientalis izolatlar1 bitun SO, konsantrasyonlarinda yogun
gelismislerdir. 539, 682, kodlu H’spora uvarum izolatlar1 50 mg/L’nin Gzerindeki
SO, konsantrasyonunda zayif gelismis, 431, 1152 kodlu izolatlarl50 mg/L SO,’ye
kadar, 710 kodlu izolat 100 mg/L SO, ye kadar gelismis ve 539 kodlu H’spora
uvarum bitiin SO, konsantrasyonlarinda film olusturmustur.

Alkol  fermantasyonunun  mikroflorast SO, kullanilarak  kontrol
edilebilirken Saccharomyces spp. olmayan bir¢cok tirin SO, tolerans:
Saccharomyces’a gore cok daha distktir (Henick-Kling ve Daniel, 1998).
Narince’den izole edilmis Saccharomyces spp. olmayan mayalarin ise 476 (W.
anomalus) ve 521 (L. thermotolerans) kodlu izolatlar haric 200 mg/L SO,’ ye

kadar gelistikleri belirlenmistir.

4.4.4, Mayalann Hidrojen Sulfir (H,S) Olusturmasi
H,S alkol fermantasyonu sirasinda, maya metabolizmas: sonucunda
Uretilen ve curik yumurta benzeri kokusu ile sarap aromasini olumsuz etkileyen,

sarapta istenmeyen bir bilesiktir (Ugliano ve Henschke, 2009). Tokat ve Nevsehir
Yu
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Zeynep Dilan CELIK

yorelerinden izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin

H,S olusturma ozellikleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Maya izolatlarinin Urettigi H,S

Maya Kodu Maya tlr( H,S

61 S. cerevisiae/paradoxus 3-Acik kahverengi
148 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
214 T. delbrueckii 3-Acik kahverengi
431 H’spora uvarum 4-Kahverengi

442 H’sporavuvarum 3-Acik kahverengi
475 . terricola 5-Koyu kahverengi
476 W. anomalus 3-Acik kahverengi
480 I. terricola 5-Koyu kahverengi
483 I. orientalis 5-Koyu kahverengi
518 C. zemplinina 5-Koyu kahverengi
521 L. thermotolerans 4-Kahverengi

528 S. cerevisiae 5-Koyu kahverengi
536 I. orientalis 2-Krem rengi

539 H’spora uvarum 5-Koyu kahverengi
541 P. kluyveri 4-Kahverengi

590 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
606 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
672 H’spora guilliermondii 5-Koyu kahverengi
678 S. cerevisiae 4-Kahverengi

682 H’spora uvarum 3-Acik kahverengi
684 S. cerevisiae 4-Kahverengi

702 P. kluyveri 4-Kahverengi

709 P. kluyveri 3-Acik kahverengi
710 S. cerevisiae 5-Koyu kahverengi
727 S.cerevisiae 4-Kahverengi

754 Metschnikowia spp. 4-Kahverengi

773 H’spora uvarum 4-Kahverengi

789 H’spora uvarum 3-Acik kahverengi
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Cizelge 4.6.”nin devami

Zeynep Dilan CELIK

Maya Kodu Maya tlr( H,S

835 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
866 H’spora uvarum 2-Krem rengi

884 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
919 H’spora uvarum 4-Kahverengi

942 H’spora uvarum 3-Acik kahverengi
1028 S. cerevisiae 5-Koyu kahverengi
1044 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
1048 S. cerevisiae 5-Koyu kahverengi
1088 S. cerevisiae 4-Kahverengi
1120 L. thermotolerans 4-Kahverengi
1149 S. cerevisiae 4-Kahverengi
1152 H’spora uvarum 5-Koyu kahverengi
1198 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
1212 S. cerevisiae 4-Kahverengi
1281 S. cerevisiae 2-Krem rengi

1333 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
1353 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
1363 S. cerevisiae 3-Acik kahverengi
1378 S. cerevisiae 4-Kahverengi
1412 S. cerevisiae 4-Kahverengi

Narince sirasimin  spontan fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae mayalarimin H,S olusturma Ozellikleri maya koduna gore degiskenlik
gostermis, 1281 kodlu sus BIGGY agar uzerinde krem rengi (2) olusturarak en
dusiik seviyede H,S olustururken 528, 710, 1028 ve 1048 kodlu izolatlar koyu
kahverengi (5) ureterek en yiksek seviyede H,S olusturan S. cerevisiae izolatlari
olmustur. Esteve-Zarzoso ve ark (2000), farkl ziim cesitlerinden izole ettikleri 23
adet S. cerevisiae susunun, c¢ogunun H,S Uretmedigini, izole edilen suslardan
yalnizca 5 adetinin dusik duzeylerde H,S Urettiklerini bildirmislerdir. EImac: ve
ark (2014), Narince’den izole edilmis 2 susun disiuk dizeyde H,S urettiklerini

bildirmislerdir.
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Narince’den izole edilen Saccharomyces spp. olmayan izolatlar gesitli
seviyerde H,S olusturmuslar ve 536 kodlu I. orientalis ve 866 kodlu H’spora
uvarum izolatlar1 krem renk olusturarak en distk seviyede H,S uretirken, 480 (I.
terricola), 483, 1028, 1048 (1. orientalis), 518 ve 528 (C. zemplinina), 539, 710 ile
1152 (H’spora uvarum) ve 672 (H. gulliermondii) kodlu izolatlar koyu kahverengi
olusturarak en yiksek seviyede H,S Ureten izolatlar olmuslardir. Benedictis ve ark
(2011), Negroamaro sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda izole ettikleri
H’spora uvarum suslarinin H,S tretme 6zelliklerini incelemisler ve izole ettikleri
suslarin duslk duzeylerde H,S Urettiklerini bildirmislerdir. Teixeira ve ark (2014),
Touriga Nacional Uziim sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda izole ettikleri
H’spora guilliermondii suslarinin disuk dizeyde, H’spora uvarum suslarinin orta
dizeyde, I. terricola suslarinin yiksek diizeyde H,S drettiklerini bildirmislerdir.
izole edilen I. orientalis ve C. zemplinina suslarinin ise H,S tretme ozelliklerinin
farklihk gosterdigini, bazi suslarin disik, bazilarinin ise yiksek diizeyde H,S

urettiklerini bildirmislerdir.

4.45. Mayalarin Segici Besiyerinde Gelisimlerine Gore Segimi

Narince’den izole edilmis mayalar arasinda kuvvetli etanol, SO, toleransi ve
15 derecede gelisme Ozelliklerini daha kesin bir sekilde belirlemek igin mayalarin
stres ortamindaki (15°C’de, %12 etanol ve 100 mg/L SO, igeren segici YPD broth,
7 gun inkiibasyon) gelisimleri incelenmis, Durham tlipu yardimi ile olusturduklar
gaz miktar1 gézlenmis ve 7 gliniin sonunda 620 nm’de optik yogunluklar: 6lgllerek

gelisme yogunluklari belirlenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Mayalarin 15° C’ de, %12 Etanol, ve 100 mg/L SO2 igeren besiyerinde gelisimlerinin
Sc: S. cerevisiae, lo: I. orientalis, Td: T. delbrueckii, Hu: H’spora uvarum, Wa: W. anomalus, It: I. terricola, Cz: C.

zemplinina, Lt: L. thermotolerans, Hg: H. gullirermondii, Pk: Pichia kluyveri, Mspp: Metschnikowia sp.
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Sekil 4.23” de gorildigi gibi en yogun gelismeyi 1028 kodlu S. cerevisiae
izolat1 gostermis, ve bunu sirasiyla ayn tirdeki 1333, 1198, 1281, 1212, 1378 ve
590 kodlu izolatlar takip etmistir. S. cerevisiae mayalar1 genel olarak bu segici
besiyerinde yogun gelismis ancak 678, 919, 1149 kodlu izolatlar ¢ok dlsuk
yogunluklarda gelistikleri icin elenmislerdir. Geriye kalan S. cerevisiae mayalar
(61, 148, 590, 606, 684, 884, 1028, 1044, 1088, 1198, 1212, 1281, 1333, 1353,
1363, 1378, 1412) diger teknolojik ozellikleri belirlenmek (zere segilmislerdir.
Saccharomcyes spp. olmayan izolatlarin secici besiyerindeki gelisimleri
degiskenlik gostermis ve 431, 442, 483, 539, 541, 702, 709, 789, 835, 1120 kodlu
izolatlar zayif geliserek elenmislerdir. Geriye kalan 214 (T. delbrueckii), 476, 488
(I. terricola), 521 (L. hermotolerance), 536 (l. orientalis), 773, 866, 942 (H’spora
uvarum) kodlu Saccharomyces spp. olmayan izolatlar diger teknolojik ozellikleri

belirlenmek tzere secilmislerdir.

4.4.6. Mayalann Killer Ozellikleri

Starter kiltir olarak kullanilacak bir mayada aranan 6zelliklerden biri de
Killer 0Ozelliktir. Killer 0ozellige sahip starter maya istenmeyen mayalarin
gelismesini 6nleyebilir (Ribéreau-Gayon ve ark, 2006a). Narince’den izole edilmis
S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin killer 6zellikleri Cizelge

4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7. Maya izolatlarinin killer 6zellikleri

Maya kodu Maya izolatu Killer
61 S. cerevisiae -
148 S. cerevisiae +
214 T. delbrueckii +
476 W. anomalus -
480 l. terricola -
521 L. thermotolerans +
536 I. orientalis -
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Cizelge 4.7.’nin devami

Maya kodu Maya izolatu Killer
590 S. cerevisiae +
606 S. cerevisiae +
684 S. cerevisiae +
727 S. cerevisiae +
773 H’spora uvarum +
866 H’spora uvarum +
884 S. cerevisiae +
942 H’spora uvarum +
1028 S. cerevisiae +
1044 S. cerevisiae +
1088 S. cerevisiae +
1198 S. cerevisiae o
1212 S. cerevisiae +
1281 S. cerevisiae +
1333 S. cerevisiae +
1353 S. cerevisiae -
1363 S. cerevisiae -
1378 S. cerevisiae +
1412 S. cerevisiae -

Analiz sonuglarina gore 61, 1353, 1363, 1412 kodlu S. cerevisiae izolatlari
ile 214, 476, 480, 536 kodlu Saccharomyces spp. olmayan izolatlar hari¢ diger
izolatlarin Killer 0zelligi oldugu belirlenmistir. Rodriguez ve ark (2010),
Ispanyadaki saraphanalerdeki maya popiilasyonunu 9 yil boyunca incelemisler ve
izole ettikleri ve teknolojik 0Ozelliklerini inceledikleri S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin tamaminin killer 6zellik gostediklerini
bildirmislerdir. Barrajon ve ark, (2011) ticari ve yerli mayalarin teknolojik
Ozelliklerini karsilastirmiglar ve 14 ticari, 21 vyerli S. cerevisiae izolati
kullanmiglardir. Yapilan calismada kullanilan bdtiin izolatlarin K2 toksinine
direncli olduklar: bildirilmistir. ElImac: ve ark, (2014) Narince’den izole edilmis S.

cerevisiae (Narince 3, Narince 4) izolatlarinin killer 6zellik gostermedigini ve K2
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toksinine kars1 duyarli olduklarini bildirmislerdir. Narinceden izole edilmis

izolatlarin gcogunun Killer aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir

4.4.7. Mayalarin Yiuksek Seker Derisimine Dayaniklihgi

Alkol fermantasyonun basinda, siranin seker konsantrasyonunun yiiksek
olmas: mayalarin gelisimini inhibe ederek fermantasyonun yavaslamasina neden
olur ve genellikle yiksek seker konsantrasyonuna dayaniklhik sicak bolgelerde
kullanilan mayalarda istenen bir 6zelliktir (EImaci ve ark., 2014). Narince’den
izole edilmis S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin yiksek seker

derisiminde gelisme Ozellikleri Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. Maya izolatlarinin ylksek seker derisimine dayaniklilig

Maya kodu Maya izolati 250 g/L seker
61 S. cerevisiae +++
148 S. cerevisiae +++
214 T. delburckii +++
476 W. anomalus ++
480 l. terricola +++
521 L. thermotolerans +
536 I. orientalis +++
590 S. cerevisiae +++
606 S. cerevisiae +++
684 S. cerevisiae ++
727 S. cerevisiae +++
773 H’spora uvarum +++
866 H’spora uvarum +++
884 S. cerevisiae +++
942 H’spora uvarum +++
1028 S. cerevisiae +++
1044 S. cerevisiae +++
1088 S. cerevisiae +++
1198 S. cerevisiae +++
1212 S. cerevisiae +
1281 S. cerevisiae +++
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Cizelge 4.8.”in devami

Maya kodu Maya izolatu 250 g/L seker
1353 S. cerevisiae +++
1363 S. cerevisiae +++
1333 S. cerevisiae +++
1378 S. cerevisiae +++
1412 S. cerevisiae +++

+: zayif gelisim, ++: orta derecede gelisim, +++: yogun gelisim

Yiksek seker derisiminde S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalarin genel olarak yogun gelistigi, ancak, 1212 ve 684 kodlu S. cerevisiae ve
521 kodlu L. thermotolerans, 476 kodlu I. orientalis izolatlarinin digerlerine gore
daha zayif gelistigi belirlenmistir. Aponte ve Blaiotto (2016), Moscato di Saracena
sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda izole ettikleri S. cerevisiae suslarinin
tamaminin %45 sekere kadar tolerans gosterdiklerini bildirmislerdir. ElImac: ve ark
(2014), Narince’den izole edilen Narince 3 ve Narince 4 S. cerevisae suslarinin 30

Biriks derecesinde fermantasyon ¢zelligi gosterdiklerini bildirmislerdir.

4.4.8. Mayalarin Képuk Olusturmasi

Fermantasyon sirasinda kopiik olusumu, fermantasyonun gergeklestigi
tankin hacmini azaltigindan ve kontaminasyona elverigli ortam yarattigindan
istenmeyen bir Ozelliktir (EImac1 ve ark, 2014). Narince’den izole edilmis S.
cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin kdpuk olusturma &zellikleri

Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9. Maya izolatlarinin kdpuk olusturma ézellikleri

Maya kodu Maya susu Kopik olusturma

30 °C 20°C 15°C
61 S. cerevisiaie F2 F1 FO
148 S. cerevisiaie F2 FO FO
214 T. delburueckii F2 FO FO
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Cizelge 4.9.”un devami

Maya kodu  Maya susu Kopik olusturma
30°C 20°C 15°C

476 W. anomalus F2 FO FO
480 l. terricola F2 FO FO
521 L. thermotolerans F2 F1 FO
536 I. orientalis F2 F1 FO
590 S. cerevisiae F2 F2 FO
606 S. cerevisiae F2 F1 FO
684 S. cerevisiae F2 F2 FO
727 S. cerevisiae F2 F2 F1
773 H’spora uvarum F2 F2 FO
866 H’spora uvarum F2 F1 FO
884 S. cerevisiaie F2 F2 F1
942 H’spora uvarum F2 F2 FO
1028 S. cerevisiaie F2 F2 F1
1044 S. cerevisiaie F2 F2 F1
1088 S. cerevisiaie F2 F1 FO
1198 S. cerevisiaie F2 F1 FO
1212 S. cerevisiaie F2 F2 F2
1281 S. cerevisiaie F2 F2 F1
1353 S. cerevisiaie F2 F2 FO
1363 S. cerevisiaie F2 F2 FO
1333 S. cerevisiaie F2 F1 F1
1378 S. cerevisiaie F2 F2 FO
1412 S. cerevisiaie F2 F2 FO

FO: 2 mm’den distk koplk olusumu, F1: 2-4 mm arasinda olusan képik olusumu, F2: 4mm’den
yiksek kdpik olusumu.

S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin kopuk olusturma
oOzelliklerinin sicaklikla birlikte degistigi, yiksek sicaklikta (30°C) bitun mayalarin
4 mm’den fazla (F2) koplk olusturdugu belirlenmistir. Sicaklik uygulamasi
dustiikce mayalarin kopuk olusturma ozellikleri degismis ve 15°C’de bitin
mayalar 4 mm’den disiik kdpik olusturmuslardir. 20°C’de ise 148, 1088, 1198 ve

1333 S. cerevisiae ile 61 kodlu S. cerevisiae/paradoxus izolatlar: harici digerleri 4
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mm’den fazla kopik olusturmus, Saccharomyces spp. olmayan mayalar ise
genellikle (773 ve 942 haric) 4 mm’den distuk kopuk olusturmuslardir.
Narince’den izole edilmis Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin S. cerevisiae
izolatlarina gore daha dusiik kopik olusturduklar: belirlenmistir. Regadon ve ark
(1997), S. cerevisiae suslar ile yaptiklari calismada ise butln suslarin disuk
miktarda koplk olusturdugunu bildirmislerdir. Clemente-Jimenez ve ark (2004),
farkli Gzim siralarindan izole ettikleri mayalar ile ydrittikleri calismada S.
cerevisiae, H’spora uvarum ve Metschnikowia pulcherima suslarinin kdpuk
olusturmadigini, Candida stelatta susunun orta diizeyde kopik olusturdugunu ve
Issatchenkia terricola susunun ise yuksek miktarda kopuk olusturdugunu
bildirmislerdir. Elmac1 ve ark (2014), Narince’den izole edilmis Narince 3 ve
Narince 4 S. cerevisiae suslarinin, 4 mm’den fazla kopik olusturduklarin
bildirmiglerdir. Teixeira ve ark (2014), S. cerevisiae ve 10 farkli Saccharomyces
spp. olmayan (Candida diversa, Hansenispora gulliermondii, Hansenispora
uvarum, Hansenispora opuntiae, Pcihia kudriavzevii, Pichia terricola, Starmerella
bac:llaris, Zygosaccharomyce bailii, Zygosaccharomyce bisporus ve Zygoascus
hellenicus) susunun yiksek miktarda kopik olusturduklarini bildirmislerdir.
Aponte ve ark (2016), Moscato di Saracena tzumiinden izole edilmis 26 adet S.
cerevisiae susundan 9’unun disuk diizeyde kopuk olusturdugunu, geriye kalanlarin

ise orta ve yilksek dizeylerde kopuk olusturduklarini bildirmislerdir.

4.4.9. Mayalann Enzimatik Aktivite Ozllikleri

Sarap Uretiminde, mayalarin Urettigi enzimler sarabin duyusal ve fiziksel
Ozelliklerini olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilir bu nedenle alkol
fermantasyonu sirasinda kullanilan mayalarin  enzim o&zellikleri  énemlidir
(Ribéreau-Gayon ve ark, 2006). Narince’den izole edilen S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin enzimatik aktivite &zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla API-ZYM (Biomerieux) test Kitlerinden yararlanilmis ve

sonuclar Cizelge 4.10’da verilmistir.
10U
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S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan maya tlrlerinin API-ZYM
test Kkitleriyle yapilan analizlerde izolatlarin tiripsin, o-galaktozidaz, -
galaktozidaz, B-glukoronidaz, N-asetil-B glukozaminidaz, o-mannozidiaz, ve a-
fukozidaz enzim aktiviteleri Uzerine etkisi belirlenememistir. S. cerevisiae
izolatlarinda bu enzimlerin yaninda o-kimotiripsin ve o-glukosidaz enzim
aktiviteleri de saptanmamustir (Cizelge 4. 10).

S.cerevisaie izolatlarinda 16sin arilamidaz ve ati fosfotaz enzim aktiviteleri
yuksek; esteraz (C4) aktivitesi 148, 1044, 1198, 1353 kodlu izolatlarda dusik,
1088’de ¢ok duslk, digerlerinde orta diizeyde; esteraz lipaz (C8) aktivitesi 1044,
1088, 1281 ve 1378’de orta dlizeyde, digerlerinde distk; valin arilamidaz aktivitesi
1088 ve 1378’de orta diizeyde, digerlerinde disuk; sistin arilamidaz aktivitesi 684,
884, 1044, 1198, 1353, 1363’de orta dlzeyde, digerlerinde disutk; naftiol-AS-BI-
fosfohidrolaz aktivitesi 1353’de yiksek, 1212 ve 1333’de dislik, digerlerinde orta
dizeyde; pB-glukozidaz aktivitesi ise 606’ da yulksek, 1378 ve 1412’de orta
dizeyde, 884 ve 1088’de dusiik diizeyde, digerlerinde ise belirlenememistir. -
Glukozidaz aktivitesi yalmzca 148 kodlu izolatta belirlenmistir. S. cerevisiae
izolatlarinda lipaz (C14) aktivitesi 1198, 1353 ve 1378’de ¢ok diisuk diizeyde,
digerlerinde ise saptanamamustir. EImaci ve ark, (2014), Narince’den izole edilmis
2 S. cerevisiae susunun dlsik esteraz ve esteraz lipaz aktivitesi gosterdigini ve
yuksek 16sin arilamidaz ve asit fosfotaz aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.
Aponte ve Blaiotta (2016), Moscato di Saracena saraplarindan izole ettikleri 26 S.
cerevisiae susunun yiksek 16sin arilamidaz aktivitesi gosterdiklerini ancak tiripsin,
kimotiripsin, o-galaktozidaz, p-galaktozidaz, B-glukoronidaz, = N-asetil-B-
glukozaminidaz aktivitesi gostermedigini, diisik dizeyde alkalin fosfotaz, lipaz ve
naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz aktivitesi gosterdiklerini ve orta diizeyde esteraz lipaz,
valin arilamidaz ve sistin arilamidaz aktiviteleri gosterdiklerini bildirmislerdir.

Saccharomyces spp. olmayan izolatlarda 16sin arilamidaz aktivitesi yuksek,
asit fosfotaz aktivitesi 521°de orta diizeyde, 214, 866, 480’ da dlslik dizeyde,

digerlerinde ise yuksek dlzeyde, esteraz (C4) aktivitesi 480, 521, 773’de orta
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dizeyde, digerlerinde dusik, esteraz lipaz (C8) aktivitesi 214’de orta diizeyde,
digerlerinde dusik, vanilin arilamidaz aktivitesi, 773’de orta dlzeyde, 536’da
belirlenememis, digerlerinde ise dislk dizeyde, sistin arilamidaz aktivitesi,
1028’de orta dizeyde, 536°da belirlenememis, digerlerinde ise disik diizeyde,
naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz aktivitesi 480" de yiiksek, 773’de ort dizeyde,
digerlerinde ise dusiik diizeyde, B-glukozidaz aktivitesi ise yalmzca 480 kodlu
izolatta belirlenmistir. Lipaz (C14) aktivitesi 480 ve 536 kodlu izolatlarda ¢ok

disuk diizeyde, digerlerinde ise belirlenememistir.

4.4.10. Mayalann Killer Aktivite, Yuksek Seker Derisiminde Gelisme, Kdpuk
Olusturma ve Enzim Aktivitelerine Gore Secimi

Tokat ve Nevsehir Yorelerinden izole edilen S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin killer ve enzim aktiviteleri, yiiksek seker
derisiminde gelisme ve kopik olusturma oOzellikleri degerlendirilmis ve zayif
Ozellik gosteren mayalar elenmislerdir. Analiz sonuclarina gore S. cerevisiae
izolatlar: arasinda, killer 6zellik gostermeyen 61, 1353, 1363 ve 1412 izolatlart ile,
yuksek seker derisiminde zayif gelisen ve yiuksek kopik olusturan 1212 kodlu
izolat ile, Saccharomyces spp. olmayan mayalar arasinda ise killer dzellige sahip
olmayan, yiksek seker derisiminde zayif gelisen, duslik enzim aktivitesine sahip

olan 476 kodlu W. anomalus elenmistir.

4.4.11. Mayalarnn Fermantasyon Hiz1
Tokat ve Nevsehir Yorelerinden izole edilen S. cerevisiae ve
Saccharomyces olmayan mayalarin fermantasyon hizlari (FH), fermantasyon glicl

(FG), ve kalan seker miktarlar1 Cizelge 4.11” de verilmistir.
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Cizelge 4.11. S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin
fermantasyon hizlari, fermantasyon verimleri ve fermantasyon

sonunda kalan seker

Maya kodu Maya tiri FH (CO,g/L.h) EG (% h/h etanol) Ka'a‘/f?ker
148 S. cerevisiae 0.13+0.0" 5.41+0.1 51.20+0.6¢
214 T. delburckii 0.41+0.0™ 9.40+0.2° 3.41+0.4
480 l. terricola 0.14+0.0" 2.42+0.1" 123.50+2.9°
521 L. thermotolerans 1.10+0.0° 3.80+0.3' 61.00+0.05°
536 I. orientalis 0.47+0.0° 8.51+0.1¢ 20.50+1.5°
590 S. cerevisiae 1.11+0.0° 9.83+0.12° 1.82+0.0°
606 S. cerevisiae 0.76+0.0° 8.91+0.1° 11.71+0.2°
684 S. cerevisiae 0.74+0.0%¢ 2.50+0.1™ 98.80+2.7"
773 H’spora uvarum 0.78+0.0° 8.30+0.1°f 2.80+0.04/
866 H’spora uvarum 0.61+0.0° 7.90+0.1%" 9.12+0.9'
884 S. cerevisiae 0.45+0.1" 9.84+0.12° 2.80+0.0°
942 H’spora uvarum 0.42+0.1% 7.63+0.1" 10.91+0.09"
1028 S. cerevisiae 1.39+0.1° 7.1740.1" 17.80+0.3f
1044 S. cerevisiae 1.27+0.0° 9.69+0.0>¢ 2.82+0.02!
1088 S. cerevisiae 0.99+0.1° 10.0040.2%P 1.60+0.09"
1198 S. cerevisiae 0.31+0.0¢ 6.70+0.0’ 17.41+0.2°
1281 S. cerevisiae 2.47+0.2° 10.12+0.1° 0.80+0.1¥
1333 S. cerevisiae 0.53+0.01"¢ 9.06+0.2° 9.40+0.1™
1378 S. cerevisiae 0.30+0.2¢ 8.40+0.04°%" 16.90+0.1f
F * * *

FH: Fermantasyon hizi, FG: Fermantasyon glicli F: varyans analizine gére 6nem duzeyi, *: Ayn
stitunda farklr harflerle gosterilen izolatlar arasindaki fark p<0.05 dlizeyinde 6nemlidir.

Narince sirasimin spontan fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae izolatlarimin fermantasyon hizlari 0.13 ile 2.47 g CO2 /L.h arasinda
bulunmustur. Sarap dretimi i¢in kullanilacak olan mayanin fermantasyon hizinin
0.25 g CO2 /L.h’den fazla olmasi beklenir (Bagder ve ark, 2015). Fermantasyon
hizlar1 belirlenen 148 kodlu izolat disindaki S. cerevisiae mayalarinin fermantasyon
hizlar1 0.25 g/L’den yilksek bulunmustur. S. cerevisiae izolatlarinin fermantasyon
gucleri ise % 2.5 ile % 10.1 (h/h) etanol araliginda bulunmus, 148 ve 684 kodlu
izolatlarin fermantasyon gucu diger S. cerevisiae izolatlarina gore dusuk
bulunmustur. 884, 1044, 1088 ve 1281 kodlu izolatlar ortamdaki sekeri 3 g/L’nin

altina kadar fermente etmislerdir.
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S. cerevisiae tirline ait sarap mayalarinin teknolojik Ozelliklerini
belirlemek amaciyla yapilan calismalarda, mayalarin Grettikleri etanol
miktarlarinin, % 11.3-13.2 (h/h) (Regoddn ve ark., 1997), 8-%16 (h/h) (Ciani ve
Maccarelli, 1998), % 12.9-13.6 (h/h) (Salinas ve ark., 2010), % 7.7-12.4 (h/h) (
Elmac: ve ark, 2014), % 12.9-15.8 (h/h) (Aponte ve Blaiotta, 2016), diizeylerinde
oldugu bildirilmistir. Narince’den izole edilen bazi S. cerevisiae izolatlarinin
Urettikleri etanol miktar1 oldukga dustk bulunmustur. Bu izolatlarla kurulan
denemelerde cesitli nedenlerden dolay: (besin eksikligi) fermantasyonun durdugu
dustnilmektedir.

Narince sirasinin  spontan  fermantasyonu sirasinda izole edilen
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin fermantasyon hizlari ise 0.12 ile 1.39 g
CO,/L.h. arasinda, fermantasyon giicli % 2.4 ile % 9.4 (h/h) arasinda bulunmustur.
Cizelge 4.10’da gorildugi gibi 480 kodlu I. terricola mayasinin fermantasyon hizi
0.25 g CO,/L.h “nin altinda bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan tirler
arasinda fermantasyon hizi en yiksek olan 521 kodlu L. thermotolerans olmustur.
Saccharomyces spp. olmayan izolatlar: ile fermantasyon yapilmis saraplarda kalint:
seker miktarlar1 2.8-123 g/L degerleri arasinda bulunmustur. 773 kodlu izolat
ortamdaki sekeri 3 g/L’nin altina kadar, 214 kodlu T. delbrueckii ise 3.4 g/L’ ye
kadar fermente etmistir.

Sacharomyces spp. olmayan sarap mayalarinin teknolojik 06zelliklerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda, mayalarin Urettikleri etanol miktalar:
turlere gore farklilik gostermis ve, H’spora uvarum suslarinin % 3.7-6 (h/h) ( Ciani
ve Maccarelli, 1998; Benetictis ev ark, 2011; Teixeira ve ark, 2014) diizeylerinde,
T.delbrueckii suslarinin % 4-14 (h/h) (Ciani ve ark, 1998), % 6-13 (h/h) (Breda ve
ark, 2013) duzeylerinde, I. oriantalis suslarinin % 2.5-10.89 (h/h) (Clemente-
Jimenez ve ark, 2004; Teixeria ve ark, 2014) dizeylerinde, L. thermotolerans
suslarimin  7.5-% 13.5 (h/h) (Kapsopoulaou ve ark, 2005; Ugliano ve Henschke,
2009) diizeylerinde, 1. terricola suslarinin % 4.96- 8 (h/h) (Ugliano ve Henschke,

2009; Teixeira ve ark, 2014) duzeylerinde etanol (Urettikleri bildirilmistir.
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Narince’den izole edilmis H’spora uvarum ve |. terricola izolatlar1 hari¢ diger
tirlerin  Urettikleri etanol miktarlart literatirde verilen degerler araliginda
bulunmustur. Ancak H’spora uvarum izolatlarinin Grettikleri etanol miktarlari,
literatiirde bildirilen degerlerin (zerinde, 1. terricola izolatinin ise lUteratlrde
(Ugliano ve Henschke, 2009; Teixeira ve ark, 2014) bildirilen degerlerin altinda
oldugu bulunmustur.

Narinceden izole edilmis S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalarin fermantasyon hizlari, fermantasyon glgleri ve fermantasyon sonunda
ortamda kalan seker miktarlar1 degerlerindirildiginde 480 (I. terricola) kodlu izolat

ile ile 148, 684, kodlu S. cerevisiae izolatlar1 elenmislerdir.

4.4.12. Mayalarin Fermantasyon Sonunda Dibe Cékmesi (Flokulasyon)

Mayanin fermantasyon tamamlandiktan sonra hizli bir sekilde dibe
cOkmesi sarabin kisa slrede ve fazla islem uygulanmadan berraklasmasin
sagladigi ve tortu alma islemini kolaylastirdig: icin 6nemlidir (Soares ve Mota,
1997).

Narince sirasimin spontan fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae izolatlarinin flokilasyon degerleri % 65 ile % 98 arasinda bulunmustur
(Sekil 4.24). 1044, 1088, 1281 kodlu izolatlar yiiksek flokiilasyon 0Ozelligi
gosterirken 590 ve 884 kodlu izolatlar en dustik flokiilasyon 6zelligi gosteren

izolatlar olmustur.
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Flokilasyon
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Sekil 4.24. S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin flokiilasyon
Ozellikleri
Narince sirasinin  spontan  fermantasyonu sirasinda izole edilen
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin flokilasyon degerleri ise % 34 ile % 91
arasinda bulunmus, en yiksek flokilasyon 6zelligini 536 kodlu I. orientalis izolat:
gosterirken en disuk flokulasyon ozelligini 214 kodlu T. delbrueckii izolat:

gostermistir.

4.4.13. Mayalann Olusturdugu Ucar Asit Miktarlar:

Sarapta ucar asit, bozulma gostergesidir ve genellikle asetik asit cinsinden
ifade edilir. Asetik asit, sarap Uretimi sirasinda olusan en temel ugucu asittir ve
asetik asit bakterileri tarafindan dretildigi gibi fermantasyon sirasinda mayalar
tarafindan da Uretilir (Fleet ve Heard, 2002). Asetik asit konsantrasyonu, sarap
tipine gore degisiklik gostermekle birlikte ve 0.7 ile 1.1 g/L arasinda kusur olarak
tanimlanmaktadir. Saraptaki en uygun asetik asit konsantrasyonu 0.2 g/L ile 0.7
o/L arasindadir (Swiegers ve ark, 2005).

Narince’den izole edilmis S. cerevisiae izolatlarinin Grettikleri ucar asit
miktarlar1 0.56 g/L ile 1.06 g/L arasinda degismis ve 1028, 1281 ve 590 kodlu
izoalatlar hari¢ digerleri fermantasyon sonunda 0.7 g/L’nin (zerinde asetik asit

Uretmislerdir (Sekil 4.25). Sacharomyces cinsine ait sarap mayalarinin teknolojik
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oOzelliklerini belirlemek amaciyla yapilan calismalarda, mayalarin Grettikleri ugar
asit miktarlarinin, 0.19-0.36 g/L (Regoddn ve ark, 1997), 0.53 g/L-1.75 g/L (Ciani
ve Maccarelli, 1998), 0.33-0.90 g¢/L (Esteve-Zarzoso ve ark, 2000), 0.2-1.8 g/L
(Romano ve ark, 2003), 0.25-0.48 g/L (Nikolaou ve ark, 2006), 0.84-1.11 g/L
(Salinas ve ark, 2010), 0.52-1.10 g/L (Elmaci ve ark, 2014), 0.92-1.62 g/L (Aponte
ve Blaiotta, 2016), 0.5-1.3 g/L (Labagnara, 2016) dizeylerinde oldugu
bildirilmistir.

0,990,94

0,85

0,74 082

0,7

Asetik asit cinsinden g/L

Sc ‘Td‘Lt‘Io‘ Hu ‘

Sekil 4.25. S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin olusturduklar:
ucar asit miktarlary

Sc, S. cerevisiae; Td, T. delbrueckii; Lt, L. thermotolerans; lo, I. orientalis; Hu, H’spora uvarum
Narince’den izole edilen Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin Urettikleri
ucar asit miktart 0.7 g/L ile 1.0 g/L arasinda degismis ve 773 kodlu H’spora
uvarum izolati disindaki izolatlar 0.7 g/L’nin (zerinde asetik asit uretmislerdir
(Sekil 4.25). Apikulat mayalar genellikle yliksek miktarda asetik asit olusturular
(Jolly ve ark, 2013). Narince’den izole edilmis apikulat mayalar ise asetik asit
Uretiminde cesitlilik gostermistir. Sacharomyces spp. disindaki sarap mayalarinin
teknolojik Ozelliklerini belirlemek amaci ile yapilan ¢alismalarda, H’spora uvarum
suslarimin Grettigi ucar asit miktarinin 0.68-0.98 g/L (Ciani ve Maccarelli, 1998),
0.62-1.22 g/L (Benedictis ve ark, 2011), 0.63-0.91 g/L (Tofalo ve ark, 2011), 0.88

1U0
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o/L (Teixeira ve ark, 2014) dizeylerinde, T. delbrueckii suslarinin 0.02-0.72 g/L
(Ciani ve Maccarelli, 1998), 0.3-0.5 g/L (Breda ve ark, 2013), I. orientalis susun
0.86 g/L (Monaco ve ark, 2014), dizeylerinde oldugu bildirilmistir. L.
thermotorleans suslarinin genellikle disiik miktarlarda, 0.18 g/L (Kapsopoulou ve
ark., 2005), 0.26 g/L (Gobbi ver ark, 2013), diizeylerinde asetik asit Urettigi
bildirilmistir. Ancak Narince’den izole edilmis L. thermotolerans’ in Urettigi ugar
asit miktar: literatiirdeki bu degerlerden yiksek bulunmustur.

Genel olarak Narince’den izole edilmis Saccharomyces spp. olmayan
mayalarin nispeten yiksek konsantrasyonlarda asetik asit Orettigi gorulmektedir.
Bu durum fermantasyon denemelerinin kictik hacimli siselerde yapilmis olmasi ve
ornekleme igin  fermantasyon siselerinin  sikhkla acilmig  olmasindan

kaynaklanabilir.

4.4.14. Mayalarin Urettigi Sekonder Metabolitler
4.4.14.1 Gliserol

Gliserol, su ve etanolden sonra sarapta en yilksek konsantrasyonda bulunan
bilesiktir ve glikoliz sirasinda olusur. Sek saraplarda gliserol miktar:1 4 g/L ile 10
o/L degerleri arasinda bulunur. Gliserol tatl ve yagims: bir bilesiktir ve sarabin
gbvdesi ve viskositesi Uzerinde etkilidir (Ribéreau-Gayon ve ark, 2006b).

Tokat ve Nevsehir Yorelerinden izole edilmis S. cerevisiae izolatlarinin
urettikleri gliserol miktarlart Cizelge 4.12°de verilmistir. Maya izolatlarinin
urettikleri gliserol miktalar1 4.75 g/L ile 7.73 g/L arasinda degismis ve en yiksek
gliserol Ureten izolatin 606 kodlu izolat oldugu belirlenmistir. Gliseroliin algilanma
esik degeri 5.2 g/L’dir (Ugliano ve Henschke, 2009). 884, 1044 ve 1281 kodlu
izolatlar hari¢ diger izolatlarin Urettigi gliserol miktar: algilanma esik degerinin
tizerinde bulunmustur. Farkli S.cerevisiae izolatlar: ve ticari S. cerevisiae susunun
Urettigi gliserol miktarlar: arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Nikolaou ve ark (2007), Hamburg Misketinden izole edilmis S.

cerevisiae suslarimin 3.57 g/L ile 6.17 g/L arasinda gliserol Urettigini, Aponte ve
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ark (2016), ise 26 adet S. cerevisiae susunun 5. 84 g/L ile 7.99 g/L arasinda gliserol
urettigini bildirmiglerdir. Narinceden izole edilen S. cerevisae izolatlarinin urettigi

gliserol miktarlar: literatirlerde verilen bu degerler arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.12. S.cerevisiae izolatlarinin Urettikleri gliserol miktarlar:

Maya kodu Gliserol (g/L)
Kontrol 6.08+0.1°
590 5.50+0.2¢
606 7.730.4%
884 5.04+0.1°¢
1028 5.89+0.3%¢
1044 5.15+0.1°
1088 5.22+0.2°
1198 6.12+0.1°
1281 4.78+0.1
1333 5.74+0.2°
1378 5.54+0.2%¢
F *

F: varyans analizine gore farkhilik durumu; * Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen izolatlar
arasindaki fark p<0.05 dizeyinde 6nemli

Saccharomyces spp. olmayan izolatlarinin Urettigi gliserol miktarlar:
Cizelge 4.13’ de verilmistir. Mayalarin Urettigi gliserol miktarlar1 4.36 g/L ile 6.05
g/L arasinda bulunmus, en yuksek gliserol Ureten izolatin 214 kodlu T. delbrueckii
oldugu belirlenmistir. izolatlarin Grettigi gliserol miktarlar: arasindaki fark
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05). Saccharomyces spp. olmayan
izolatlarin ticari S. cerevisiae susundan daha disik miktarda gliserol Grettigi
belirlenmistir. Saccharomyces spp. olmayan izolatlardan yalnizca 214 (T.
delbreuckii) ve 521 (T. thermotolerans) kodlu izolatlarin drettigi gliserol algilanma
esik degerinin Uzerinde bulunmustur. Breda ve ark (2013), T. delbrueckii suslarinin
urettigi gliserol miklarinin 5 g/L ile 7.9 g/L arasinda degistigini bildirmislerdir.
Benedictis ve ark (2011), H’spora uvarum suslarinin 5.25 g/L ile 7.25 g/L arasinda

gliserol Urettigini, Teixeira ve ark (2015), ise H’spora uvarum susunun 11.9 g/L
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gliserol drettigini bildirmiglerdir. Narinceden izole edilen H’spora uvarum

izolatlarinin Urettigi gliserol miktarlar1 bu degerlerin altinda bulunmustur.

Cizelge 4.13. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin Urettikleri gliserol miktarlar:

Maya kodu Maya tiri Gliserol (g/L)
Kontrol S. cerevisiae 6.08+0.1°
214 T. delbrueckii 6.05+0.2°
521 L. thermotolerans 5.21+0.2°
536 I. orientalis 4.99+0.2°
773 H’spora uvarum 5.05+0.3°
866 H’spora uvarum 4.36+0.1°
942 H’spora uvarum 4.81+0.2°
F *

F: varyans analizine gore farklilik durumu; * Ayni stitunda farkl: harflerle gésterilen izolatlar
arasindaki fark p<0.05 diizeyinde énemli

Narince’den izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
izolatlarin rettikleri gliserol miktarlarinin ortalama degerleri karsilastirildiginda S.
cerevisiae izolatlarimin Saccharomyces spp. olmayanlara gore daha yilksek

miktarda gliserol Urettigi belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Mayalarin olusturdugu gliserol miktarlar

Gliserol (g/L)

Ort Min Maks SD
Kontrol 6.0° 5.9 6.2 0.0
non-Saccharomyces 5.0 4.1 6.1 0.1
S. cerevisiae 5.6%° 4.7 7.7 0.1
F *

F, varyans analizine gore farklihk durumu; * Ayni sltunda farkli harflerle gosterilen izolatlar
arasindaki fark p<0.05 diizeyinde énemli; Ort., mayalarin Urettigi gliserol miktarlarini ortalamas;
Min., degerler arasindaki minimum deger; Max., degerler arasindaki maksimum deger
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4.4.14.2 S. cerevisiae Izolatlarimn Urettigi Aroma Maddelleri
S. cerevisiae izolatlarinin olusturdugu aroma maddelerinin miktarlar

(mg/L) Cizelge 4.15’te verilmistir. 606 kodlu izolat ile fermente edilmis sarapta 26,
diger saraplarda 27 adet aroma maddesi tanimlanmis ve bunlarin toplam miktarlar:
266 mg/L ile 736 mg/L arasinda bulunmustur.

Yuksek alkoller: Mayalarin yuksek alkol olusturma 6zelligi tir ve sus
dizeyinde farklilik gosterir ve sarap Uretimi sirasinda kullanilacak maya segilirken
yuksek alkol olusturma 0zelligi de g6z Onlnde bulundurulur (Ugliano ve
Henschke, 2009). Narinceden izole edilen S. cerevisiae izolatlarinin olusturdugu
aroma maddeleri icerisinde yliksek alkoller (606 kodlu izolat harig) en yuksek
miktarda aciga ¢ikan bilesikler olmustur. Toplam yiiksek alkol miktarlar: izolatlar
arasinda degiskenlik gostermis ve 150 mg/L ile 372 mg/L arasinda degismistir
(Cizelge 4. 15). Saraplarda mayalarin olusturdugu yuksek allkolli bilesiklerin
miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel agidan o6nemli bulunmustur (p<0.05).
Sarapta toplam yiiksek alkol miktarinin 300 mg/L’nin altinda olmasi istenir. Daha
yuksek konsantrasyonlar saraba hos olmayan keskin bir koku kazandirir (Henschke
ve Jiranek, 2002; Riberau-Gayon ve ark, 2006a). Narinceden izole edilmis S.
cerevisiae izolatlari arasinda 1378 hari¢ digerlerinin Urettigi yiksek alkol
miktarlar1 uygun bulunmustur. Regodén Mateos ve ark (2006), S. cerevisiae
suslarinin olusturdugu yiiksek alkol miktarlarininin siranin bilesimi, fermantasyon

kosullar1 ve kullanilan susa gore farklilik gésterdigini bildirmislerdir.
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Izolatlarin olusturdugu yuksek alkoller igerisinde en baskin olani izoamil
alkol olmustur. Bu bilesik algilanma esik degeri olan 30 mg/L’nin Uzerinde fuzel
alkol ve peynir alti suyu kokusu verir (Swiegers veark, 2005). Narinceden izole
edilen S. cerevisiae izolatlarinin olusturdugu izoamil alkol miktar1 114 mg/L ile
253 mg/L arasinda degismistir. En yiiksek izoamil alkol olusturan izolat 1378 (253
mg/L) olmus ve bunu 1028 (243 mg/L) kodlu izolat takip etmistir. En dlsuk
izoamil alkol olusturan izolat ise 884 (114 mg/L) olmustur. Airén sirasinin spontan
fermantasyonu sirasinda izole edilen 13 farkli S. cerevisiae susunun Urettigi
izoamil alkol miktarinin 79-213 mg/L degerleri arasinda oldugu bildirilmistir
(Perez-Coello ve ark., 1999).

Sarapta mayalarin olusturdugu yiksek alkoller igerisinde en Onemli
bilesiklerden biri de aromatik alkol olan 2-fenil etanoldiir. Bu bilesik algilanma
esik degeri olan 10 mg/L’nin Gzerinde ciceksi, gul kokular: verir (Fleet, 2008).
izolatlarin olusturdugu 2-fenil etanol miktar1 24 mg/L ile 102 mg/L arasinda
bulunmustur. En yiiksek 2-fenil etanol olusturan izolat 1378 olmus ve bunu
sirasiyla ticari maya susu, 1044, 1333 ve 1088 kodlu izolatlar takip etmistir. En
diisuik 2-fenil etanol Ureten izolat ise 884 kodlu izolat olmus ve bunu sirasiyla 1198
ve 606 kodlu izolatlar takip etmistir. Perez-Coello ve ark (1999), izole ettikleri S.
cerevisiae izolatlarinin dretigi 2-fenil etanol miktarinin 8 mg/L ile 66 mg/L
degerleri arasinda degistigini bildirmislerdir.

Esterler: Esterlerin buylk bir kismi maya metabolizmas: sonucunda alkol
fermantasyonu sirasinda olusurlar ve Ozellikle gen¢ saraplarin  meyvemsi
aromasindan sorumludurlar (Bartowski ve Pretorius, 2009). Esterler kaynaklarina
gore, yuksek alkollerin asetatlar1 (en 6nemlileri etil asetat, hekzil asetat, izoamil
asetat ve 2-fenil etil asetat’ tir) ve yag asitlerinin etil esterleri (en 6nemlileri etil
hekzanoat, etil oktanoat ve etil dekanoat’ tir) olmak (zere iki grup altinda
toplanabilirler (Swiegers ve ark, 2005). Narinceden izole edilen S. cerevisiae
izolatlar1 ile yapilan fermantasyonlarin sonunda elde edilen saraplarda 11 adet ester

bilesigi tanimlanmig ve bunlarin toplam miktarlar: 31 mg/L ile 534 mg/L arasinda
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degismistir. En ylksek miktarda toplam ester Ureten izolat 606 olmus ve bunu
sirasiyla 1198 ve 884 kodlu izolatlar izlemistir. Saraplarda mayalarin olusturdugu
ester bilesiklerinin miktarlart arasindaki fark istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (p<0.05).

Izolatlarin drettigi yiiksek alkollerin asetatlar: arasinda ¢ne gikan ester
bilesigi etil asetat olmustur. Etil asetatin algilanma esik degeri 7.5 mg/L’dir ve
disuk konsantrasyonlarda saraba meyvemsi aroma ile katki saglarken 150-200
mg/L’nin Uzerinde sarap aromasini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Swiegers ve
ark, 2005, Benedictis ve ark, 2011). izolatlarin Grettigi etil asetat miktar1 24 mg/L
ile 531 mg/L arasinda bulunmustur. En yuksek etil asetat ireten izolat 606 ve bunu
sirastyla 1198 (105 mg/L) ve 884 (83 mg/L) izolatlar: izlemistir. En disik
miktarda etil asetat (reten izolatlar ise 1281 ve 1378 (24 mg/L) olmustur. (Sekil
4.26). Tum izolatalarin olusturdugu etil asetat miktarlar: algilanma esik degerinin
Uzerinde bulunmus ancak 606 kodlu izolat oldukga yiksek degerde (531 mg/L) etil
asetat Oretmistir. Ylksek miktarda etil asetat Gretmesinden dolay: 606 kodlu

izolatin kalite sarap Gretimi igin uygun olmadigi benimsenmistir.

m Etil asetat

g
w
o
o
[T S TR TN TR N TN TN TR N S B |

2
3]

Sekil 4.26. S. cerevisiae izolatlarininin Urettigi etil asetat miktarlar:
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Etil asetat hari¢ izolatlarin Urettigi yiiksek alkollerin asetatlarinin toplam
miktar1 1.10 mg/L ile 4 mg/L arasinda bulunmus, etil asetat disinda yiiksek
alkollerin asetatlarint en yuksek miktarda GUreten izolat 1028 olmus ve bunu
sirasiyla 1378 ve 1198 kodlu izolatlar takip etmistir (Sekil 4.27). izolatlarin Grettigi
yuksek alkollerin asetatlar1 arasindaki 6nemli bilesikler izoamil asetat, 2-feniletil
asetat ve hekzil asetat olmustur. izoamil asetat algilanma esik degerinin (0.03
mg/L) Uzerinde saraba armut-muz kokusu verir (Swiegers ve ark., 2005).
Narinceden izole edilmis izolatlarin Urettigi izoamil asetat miktar1 0.63 mg/L ile
2.96 mg/L arasinda degismistir. En yiiksek izoamil asetat Ureten izolat 1028 olmus
ve bunu sirastyla 1198 (2. 59 mg/L) ve 1378 (2.42 mg/L) kodlu izolatlar takip
etmis, en dusik miktarda izoamil asetat Ureten izolat ise 1088 (0.63 mg/L)
olmustur. 2- Feniletil asetat algilanma esik degerinin (0.25 mg/L) lzerinde saraba
ciceksi-meyvemsi kokular verir (Swiegers ve ark, 2005). Narinceden izole edilmis
izolatlarin Urettigi 2-feniletil asetat miktar1 0.18 mg/L ile 0.86 mg/L arasinda
bulunmustur. En yiiksek miktarda 2-feniletil asetat Ureten izolat 1378 olmus ve
bunu sirastyle 1028 (0.59 mg/L) ve 1281 (0. 47 mg/L) kodlu izolatlar takip
etmistir. En disik miktarda 2-feniletil asetat treten izolat 606 olmus ve bu izolatin
urettigi 2-feniletil asetat miktar1 algilanma esik degerinin altinda bulunmustur.
Sarap aromast icin 6nemli diger bir ester bilesigi olan hekzil asetat algilanma esik
degerinin (0.7 mg/L) Uzerinde saraba-tatli-parflim-meyvemsi kokular verir
(Swiegers ve ark, 2005). Narinceden izole edilmis izolatlarin Grettigi hekzil asetat
miktar1 0.13 mg/L ile 0.56 mg/L degerleri arasinda bulunmustur. En yiksek
miktarda hekzil asetat (reten izolat 1088 olmus ve bunu sirasiyla 1028 (0.29 mg/L)
ve 1198 (0.25 mg/L) kodlu izolatlar takip etmistir. S. cerevisiae tiirli mayalarin
Urettigi ylksek alkollerin asetatlarinin miktari, mayanin esteraz aktivitesine gore
degisebilir. Bununla birlikte S. cerevisiae’ da ATF1 geni ile kontrol edilen alkol
asetiltransferaz (AATase) yuksek alkollerin asetatlarinin olusmasini saglayan en
onemli enzimdir. Ancak S. cerevisiae’ nin farkl tipte bircok AATase enzimine

sahip oldugu ve mayanin Urettigi yiukek alkollerin asetatlarinin miktarinin sus
11/



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Zeynep Dilan CELIK

dizeyinde farklilik gosterdigi bildirilmistir (Fuji ve ark., 1996; Plata ve ark., 2003).
Narinceden izole edilen S. cerevisiae izolatlarinin Grettigi yuksek alkollerin
asetatlarinin  miktarlarinin farkli olmasi, mayalarin estereaz aktivitelerinin ve
ATTase enzimlerinin sus duzeyinde farklilik gostermesinden kaynaklanmis

olabilecegi diisuinilmektedir.

m Yiiksek alkollerin
4 - asetatlari

Sekil 4.27. S. cerevisiae izolatlarinin Urettikleri (etil asetat haric) yiiksek alkollerin
asetatlarimin miktarlari

Izolatlarin rettigi yag asiti etil esterlerinin toplam miktar1 1.98 mg/L ile
4.92 mg/L arasinda degismistir. Yag asiti etil esterlerini en yiksek miktarda Ureten
izolat 1281 olmus ve bunu sirasiyla 1333 ve 1044 kodlu izolatlar takip etmistir
(Sekil 4.28). izolatlarin urettigi yag asitlerinin etil esterleri arasinda miktar olarak
once cikan bilesikler etil hekzanoat ve etil oktanoat olmustur. Etil hekzanoat
algilanma esik degerinin (0.014 mg/L), Uzerinde saraba meyvemsi, yesil elma
kokular1 verir (Swiegers ve ark, 2005). izolatlarin Urettigi etil hekzanoat miktar:
0.09 mg/L ile 0.53 mg/L arasinda bulunmustur. En yiiksek miktarda etil hekzanoat
olusturan izolat 1028 olmus ve bunu sirasiyla 1198 (0.37 mg/L) ve 1044 (0.36
mg/L) kodlu izolatlar takip etmistir. Etil oktanoat algilanma esik degerinin (0.005

mg/L) Uzerinde saraba tatli-giceksi-meyvemsi kokular verir (Swiegers ve ark.,
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2005; Gil ve ark, 2006). izolatlarin rettigi etil oktanoat miktar: 0.10 mg/L ile 0.6
mg/L arasinda degismis, 606 kodlu izolatin Urettigi etil oktanoat miktar:
belirlenememistir. En yiiksek miktarda etil oktanoat ureten izolat 1088 olmus ve
bunu sirasiyla 1044 kodlu izolat (0.23 mg/L) ve kontrol mayas: (0.21 mg/L) takip

etmistir.
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Sekil 4.28. S. cerevisiae izolatlarinin Urettikleri yag asiti etil esterlerinin miktarlar:

Ugucu asitler: Sarapta bulunan ugucu asitleri etkileyen baglica faktérler,
maya susu, ortamdaki besin miktari, fermantasyon kosullaridir. Sarap
fermantasyonunda maya metabolizmasi sonucunda olusan ugucu asitlerin %90’ nin1
asetik asit, geri kalanini ise propanoik, bltanoik, oktanoik asit gibi ugucu asitler
olusturur. Fermantasyon sirasinda olusan hekzanoik, oktanoik ve dekanoik asit
Ozellikle beyaz sarap aromasina katki saglar (Ribéreau-Gayonve ark, 2006a;
Ugliano ve Henschke, 2009). Narinceden izole edilen S. cerevisiae izolatlar1 ile
yapilan fermantasyonlarin sonunda elde edilen saraplarda 8 adet ugucu asit bilesigi
tanimlanmis ve miktarlart 2.9 mg/L ile 10 mg/L arasinda degismistir. En ylksek
miktarda ugucu asit olusturan izolat 1198 olmus ve bunu sirasiyla 1044, 1333 ve
1378 kodlu izolatlar takip etmistir. S. cerevisiae izolatlarinin olusturdugu ugucu

asit miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel agidan dnemli bulunmustur (p<0.05).
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Izolatlarin Urettigi, miktar olarak 6ne ¢ikan ucucu asitler oktanoik ve
hekzanoik asit olmustur. Oktanoik asitin algilanma esik degeri 10 mg/L dir ve
algilanma esik degerinin Uzerinde saraba yanik, olgun peynir kokulari verir.
Narinceden izole edilen S. cerevisiae izolatlarimin Grettigi oktanoik asit miktar
0.42 mg/L ile 3. 65 mg/L arasinda degismistir. Hekzanoik asitin algilanma esik
degeri 8 mg/L dir ve algilanma esik degerinin lzerinde saraba olgun peynir kokusu
verir. izolatlarin Grettigi hekzanoik asit miktar1 0.55 mg/L ile 3 mg/L arasinda
degismistir.  Izolatlarin Urettigi oktanoik ve hekzanoik asit algilanma esik
degerlerinin altinda bulunmustur.

Laktonlar: Laktonlar fermantasyon sirasinda olusurlar ve bazilan
tizimlerden de gelebilirler. En iyi bilinen lakton gama-bitirolaktondur ve sarabin
duyusal ozelligine 6nemli bir katkisi yoktur (Ribéreau-Gayonve ark., 2006a).
Narinceden izole edilen S. cerevisiae izolatlar1 ile yapilan fermantasyonlarin
sonunda elde edilen saraplarda yalnizca gama-batirolakton bilesigi tanimlanmis ve
miktar1 0.23 mg/L ile 0.81 mg/L arasinda degismistir. izolatlarin olusturdugu
gama-butirolakton miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel acidan Onemli
bulunmustur (p<0.05). Gama bitirolaktonun algilanma esik degeri 20 mg/L’ dir
(Swiegers ve ark, 2005). izolatlarin Grettigi gama biitirolakton miktar1 bu degerin
oldukca altinda bulunmustur.

Asetaldehit: Asetaldehit sarapta en fazla bulunan karbonil bilesigidir ve
saraptaki konsantrasyonu maya susuna gore degisiklik gosterir (Bartowsky ve
Pretorius, 2009). Sarapta asetaldehit miktarinin yillanma ile birlikte arttigi ancak
geng saraplarda maya susunun asetaldehit olusumuna etki ettigi bildirilmistir
(Peinado ve Mauricio, 2009). Asetaldehit miktar1 Narinceden izole edilen S.
cerevisiae izolatlar: ile elde edilen saraplarda 4.4 mg/L ile 21.3 mg/L arasinda
degismistir. En yiksek miktarda asetaldehit Greten izolat 884 olmus ve bunu
sirastyla 1198 (19 mg/L) ve 606 kodlu (18 mg/L) izolatlar takip etmistir (Sekil
4.29). izolatlarin Urettigi asetalehit miktarlar: arasindaki fark istatistiksel agidan

onemli bulunmustur (p<0.05). Asetlaldehit’in algilanma esik degeri 100 mg/L’dir,
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dusiik miktarlarda saraba meyvemsi aroma verirken 200 mg/L’nin Uzerinde sarabin
duyusal Ozelliklerini olumsuz etkiler ve ozellikle beyaz sarapta oksidasyon
gostergesi olarak kabul edilir (Bartowsky ve Pretorius, 2009). Narinceden izole
edilmis izolatlarin Urettigi asetaldehit miktar1 algilanma esik degerin altinda
bulunmustur. Ciani ve Maccarelli (1998), izole ettikleri 50 S. cerevisiae susunun
25 mg/L ile 106 mg/L arasinda asetaldehit Qrettikelerini bilirmislerdir. Perez-
Coello ve ark (1999), izole ettikleri farkli S. cerevisiae suslarinin Grettikleri
asetaldehit miktarlarinin 18 mg/L ile 670 mg/L arasinda degistigini; Csomo ve ark
(2010), ise izole ettikleri S. cerevisiae suslarinin 7.9 mg/L ile 315 mg/L arasinda

asetaldehit Urettiklerini bildirmislerdir.

m Asetaldehit

Sc |

Sekil 4.29. S. cerevisiae izolatlarinin Urettikleri asetaldehit miktarlar:

Narince’den izole edilmis S. cerevisiae izolatlarimin Urettikleri aroma
maddeleri miktarlarinin temel bilesen analizi sonuclar: iki farkl: diyagramda (Sekil
4. 30, 4.31) verilmistir. Temel bilesen analizine gére F1 bileseni % 34.75, F2
bileseni %18.49, F3 bileseni %16.91, F4 bileseni ise % 8.09 oraninda varyansi
aciklamaktadir ve temel bilesen analizi toplamda 4 bilesen ile %78.24 oraninda
varyans: agiklamaktadir. F4 bileseni varyansi %10°un altinda agikladig: igin

dikkate alinmamustir.
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PCA korelasyon matrisine gore (Sekil 4.30, Sekil 4.31) 1. Boyut bileseni
(F1) 1-propanol, izoamil alkol, etil asetat, izoamil asetat, etil hekzanoat, 2-feniletil
asetat, batirik asit, izovalerik asit, oktaonik asit ve asetaldehit bilesiklerini
aciklarken, F2 izobutil alkol, asetik asit, izobdtirik asit bilesiklerini agciklamis, F3
bileseni ise hekzil asetat, etil laktat ve gama-butirolakton bilesenlerini agiklamstr.
F1(% 34.75) bileseni kontrol mayasi, 884, 1333 ve 1198 kodlu izolatlar1 diger
izolatlardan ayirirken, F2 (%18.49) ve F3 (%16.91) bilesenleri, 606, 1088, 884,
1333 ve 1198 kodlu izolatlar: diger izolatlardan ayirmistir

Sekil 4.30° a gore F1 ve F2 bilesenleri, maya izolatlarin1 ve aroma
maddelerini 4 guruba ayirmistir. 606 ve 1088 kodlu izolatlar ile birlikte gama-
bitirolakton, etil asetat, asetaldehit, izobutil alkol, 1-propanol ve etil dekanoat
bilesikleri sol Ust kisimda toplanmistir. 1-Propanol, izoamil asetat (-0.693; p<0.05),
etil oktanoat (-0.682, -0.602; p<0.05), 2-feniletil asetat (-0.694; p<0.05), etil
hekzanoat (-0.603; p<0.05), bilesikleri ile, etil asetat, etil oktanoat (-0.800; p<0.05)
ile, asetaldehit bilesigi ise etil hekznaoat (-0.630; p<0.05), etil oktanoat (-0776;
p<0.05), bitirik asit (-0.712; p<0.05) ve oktanoik asit (-0.639; p<0.05) bilesikleri
ile negatif korelasyon gostermistir. 1378, 1028, 1044, 590 ve 1281 kodlu izolalatlar
ile izoamil alkol, izovalerik asit, 2-fenil etanol, 2-feniletil asetat, hekzanoik asit,
etil laktat, etil-3-hidroksibutanoat bilesikleri sag Ust kisimda toplanmistir. Bu
bilesiklerden, 2-feniletil asetat, 1-propanol (-0.694; p<0.05) ile, izovalerik asit, etil
asetat (0.610; p<0.05), asetik asit (0.659; p<0.05) bilesikleri ile negatif korelasyon
gOstermistir. 884, 1198 ve 1333 izolatlar ile 2,3 biitanediol ve asetik asit bilesikleri
sol alt kisitmda toplanmigtir. Asetik asit bilesigi izobditirik asit (-0.639; p<0.05) ve
izolvalerik asit (-0.659; p<0.05) ile negatif korelasyon gdstermistir. Kontrol mayasi
(K) ile hekzil asetat, izoamil asetat ve bircok ugucu asit bilesigi ile sag alt kisstmda
toplanmustir. Izoamil asetat, 1-propanol (-0.693; p<0.05) ve etil dekanoat (-0.645
p<0.05) bilesikleri ile negatif korelasyon gdéstermistir.
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4.4.14.3. Saccharomyces spp. Olmayan izolatlarin Urettigi Aroma Maddeleri
Tokat ve Nevsehir yorelerinden izole edilmis Saccharomyces spp. olmayan

izolatlarin QUrettigi aroma maddelerinin  miktarlari (mg/L) Cizelge 4.16°da
verilmistir. izolatlarin drettigi aroma maddelerinin sayis: farklilik gostermis, 521,
536, 866 ve 942 kodlu izolatlar 27 adet aroma maddesi olusturmus, 214 kodlu
izolat 26, 773 kodlu izolat 25 adet aroma maddesi olusturmustur. Saccharomyces
spp. olmayan mayalarin Urettikleri aroma maddelerinin toplam miktarlar: 185 mg/L
ile 300 mg/L arasinda degismistir.

Yiksek alkoller: Narinceden izole edilen Saccharomyces spp. olmayan
izolatlarinin olusturdugu aroma maddeleri icerisinde yiksek alkoller en yiksek
miktarda agiga ¢ikan bilesikler olmustur. Toplam yiksek alkol miktari tlrler
arasinda degisiklik gostermis ve 129 mg/L ile 250 mg/L arasinda bulunmustur.
Saccharomyces spp olmayan izolatlarin Grettigi toplam yiksek alkol miktar: ticari
S. cerevisiae susuna gore disuk bulunmustur. Genellikle Saccharomyces spp.
olmayan suslarin Urettigi toplam yiksek alkol miktar1 S. cerevisiae suslarina gore
daha dusuktir (Manzanares ve ark., 2011). Toplam yuksek alkol miktarin: en fazla
trreten izolat 536 kodlu I. orientalis olmus, bunu L. thermotolerans (521) ve T.
delbrueckii (214) izolatlar: takip etmistir. izolatlarin drettigi yilksek alkollerin
miktarlari arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemli bulunmustur (p< 0.05).
Clemente-Jimenez ve ark (2004), yaptiklari galismada S. cerevisae susunun
Saccharomyces spp. olmayan suslara gore daha fazla yuksek alkol olusturdugunu
belirtmislerdir. H’spora uvarum susunun ise en yuksek miktarda (201 mg/L)
yiksek alkol olusturan Saccharomyces spp. olmayan sus oldugunu ve bunu
sirasiyla . orientalis (170 mg/L) ve C. stellata (164 mg/L) suslarinin izledigini
bildirmiglerdir. Narince’den izole edilen I. orientalis izolatinin Urettigi toplam
yiksek alkol miktar1 literatirde verilen bu degerin Uzerinde (250 mg/L)
bulunmustur. Benedictis ve ark (2011), H’spora uvarum suslarinin rettigi toplam

yuksek alkol miktarinin 37 mg/L ile 73 mg/L arasinda degistigini bildirmislerdir.
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Narince’den izole edilen H’spora uvarum izolatlarinin Grettigi toplam yiiksek alkol
miktar: ise diger izolatlara gore daha dlsiik miktarda olup 129 mg/L ile 160 mg/L
arasinda bulunmustur.

Narinceden izole edilen izolatlarin olusturdugu yiiksek alkoller icerisinde
en baskin olant izoamil alkol olmustur. izoamil alkol miktar: 101 mg/L ile 197
mg/L arasinda degismis, en yiksek izoamil alkol dreten tir 536 kodlu I. orientalis
olmus bunu sirasiyla ticari maya susu (190 mg/L) ve 521 kodlu L. thermotolerans
(178 mg/L) takip etmstir. H’spora uvarum tiirleri ise (773, 866, 942) en disuk
miktarda izoamil alkol Ureten tiirler olmustur. Romano ve ark (2003), H’spora
uvarum tdrtnin 50 mg/L’nin latinda izoamil alkol olusturdugunu bildirmislerdir.
Clemenete-Jimenez ve ark (2004), H’spora uvarum turiintin olusturdugu izoamil
alkol miktarinin 114 mg/L, 1. orientalis turinin olusturdugu izoamil alkol
miktarinin ise 118 mg/L oldugunu bildirmislerdir.

Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin olusturdugu 2-fenil etanol miktar:
18 mg/L ile 60 mg/L arasinda degismistir. izolatlarin tirettigi 2- fenil etanol miktar:
kontrol susundan (63 mg/L) distik bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan
tirler arasinda en ylksek miktarda 2- fenil etanol Ureten izolat 214 kodlu T.
delbrueckii ( 60 mg/L) olmus ve bunu 536 kodlu I. orientalis (34 mg/L) takip
etmistir. izolatlarin trettigi 2-fenil etanol miktar: algilanma degerinin (10 mg/L)
Uzerinde bulunmustur. Clemente-Jimenez ve ark (2004), H’spora uvarum tiiriinin
47 mg/L, |. orientalis turunin ise 53 mg/L 2-fenil etanol Urettiklerini

bildirmislerdir.
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Cizelge 4.16. Saccharomyces spp. olmayan mayalarin Urettikleri aroma maddeleri

miktarlar:
AROMA BILESIKLERI (mg/L)

Y iksek alkoller LRI |ID K Sc 214 Td 521 Lt 536 lo 773Hu 866 Hu 942 Hu
1-propanol 987 |ABC|2.36:0.0° 258:0.11° 168:05 125:009° 4.05:0.1° 2.19:0.1° 144+05 | *
[zobutil alkol 1024 [ABC|1314£0.09° 10.02+0.00° 12.45:¢04° 158:00° 15.07:0.2° 62504 8.86:0.4° | *
[zoamil alkol 1176 [ABC|190.2743.7* 124.75+1.05° 178.17+0.1° 107.5:3.4" 120.06+0.3° 101.94+2.68° 111.03:9.2°| *
2,3-Butanediol 1495 |ABC| 0.56:0.04 0.08:0.00° 050:007° 031:002° 038£001° 0.06:0.1° 0.32£0.00° | *
Methionol 1737 [ABC|0.810.02° 198008 054:0.02° 055:0.0F 0.18:0.00° 0.36£02" 0.34£0.02°| *
2-Fenil etanol 1914 [ABC|6328:0.7 60.1420.18" 28.8:03" 3473:0.1° 2070:0.2° 180241  27.0¢%° |*
Toplam 270.42 200.45 2214 25014 16044 129.12 149
Esterler

Eti asetat** 30382 34.14:14° 2505:04° 281242  225141° 25374040 27.440.5 | *
[zoamil asetat 11190 (ABC| 1.6740.0° 0.85:0.028° 175:0.1° 179:01° 104102° 06:002" 0.76£0.02° | *
hekzil asetat 1222 [ABC|024:0.0F 0.16:0.00° 0.23:0.00° 0.18+0.01° nd 0.160.01° 0.17+0.01° | *
Etil hekzanoat 1176 [ABC|0.35:0.0° 0.10£0.00° 0.23:0.02" 044001 0.07:0.00' 0.28:0.01° 0.34+0.01°| *
Etil laktat 1353 [ABC|0.20:0.03° 0.14£0.00° 0.25:000° 0.2240.01° 0.19+0.01° 0.17:0.0° 0.16:0.01 | *
Etil oktanoat 1430 [ABC|012¢00°  sp  0.47:000° 012¢000°  Sp  0.08:0.00° 0.14+0.01°| *
Etil-3-hidroksibitanoat | 1483 |ABC| 0.22¢0.04 0.04:0.00° 0.16:0.01° 0.16£0.02° 0.09+0.00° 0.08£0.00° 0.11+0.02° | *
Etil dekanoat 1634 [ABC|0.07+0.02° 0.06:0.00° 0.05:0.00° 0.04+0.00° 0.09:0.00° 0.05:0.00° 0.03+0.00° | *
2-Feniletil asetat 1786 |ABC| 0.27:0.04" 0.21+0.01° 0.23:0.02°¢ 0.25:0.01*° 0.20:0.01° 0.13:0.00" 0.16:0.01| *

Eti-4-hidroksibiitanoat | 1819 |ABC|3.06:0.06" 0.79:0.0° 7.68:0.0° 3.8:01° 15:02° 1.080.08° 650:0.4° | *
Etil hidrojen siksinat | 2440 |ABC|0.13:0.01° 0.11#0.01° 0.20:0.01* 0.09:0.00° 0.05:0.00" 0.11+0.01°° 0.01+0.00° | *

Toplam 36.8 36.84 36.27 35.48 26.12 28.41 36.2
Ucgucu asitler

Asetik asit 1304 [ABC|054+0.02° 0.34£0.00° 057:0.04" 03:000° 113:01° 0.72:0.02° 0.86£0.04°| *
[zobitirik asit 1588 [ABC|(0.23t0.02° 04740.01° 0.31:001° 026:002 0.14:0° 009000 0.14£0.02°| *
Bltirik asit 1647 [ABC|0.12¢0.01° 0.10£0.00° 0.19:0.00° 017+0.01° 0.05:0.00' 0.12:0.01" 0.16+0.01°| *
izovalerik asit 1684 [ABC|0.62¢0.00° 0.280.00° 0.62¢0.02° 050£0.02° 0.12+0.01° 0.27£0.02° 0.26£0.00° | *
Hekzanoik asit 2089 |ABC|1.87:0.02 0892003 254:0.01° 267003 057:0.02° 2.09:009° 298:05 | *
Oktanoik asit 2133 |ABC| 274401" 0.45:0.02° 345:0.03° 317400 055:002° 281402" 38740.2° | *
Dekanoik asit 2264 |ABC| 138:0.1° 0.0740.01° 0.90:0.0F° 0.80:0.04° 0.15:0.01° 0.64:0.01° 1.02:0.09" | *
Hekzadekanoik asit 2886 |ABC|0.39:0.00° 0.70:0.02° 0.25:0.03 0.18:0.01° 077+0.03° 0.46:001" 1.04+0.08 | *
Toplam 7.88 3.32 8.82 8.07 3.48 7.2 10.32
Laktonlar

Gama-Bitirolakton 1588 |ABC| 0.40:0.04° 04902 0.76:0.02° 037:0.01° 047:0.01" 165:0.1° 0.62£0.00°| *
Toplam 0.4 0.49 0.77 037 047 1.65 0.62
Aldehitler

Asetaldehit** 706 |ABC|11.12+¢05 13.04+2° 17.95:1.1° 651+11° 10.61404° 19.07:05 17.17:0.9° | *
Toplam 1112 13.04 17.955 6.51 10.61 19.07 17.17
Genel Toplam 32662 25414 28595 30057 20113 18545  213.31

KSc, Kontrol S cerevisiae susu, Td, T. delbrueckii, Lt, L. therotolerans, lo, I. orientalis, Hu, H’spora uvarum;
LRI, DB wax kolonda belirlenen Kovats indeks degeri; 1D, Tanimlama; A, standartlarin enjekte edilmesi ile
tammlanmasi; B, kutle spektrometresi kullanarak tanilama; C, alikonma indeksini literatiirle Kkarsilastirarak
tammlama; Sp, saptanamadi; F: varyans analizine gore farklihk durumu, *: p<0.05 6nem diizeyinde dnemli; **,
miktarlar: direk enjeksiyonla GC-FID da belirlenmistir.
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Esterler: Narince’den izole edilen Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin
urettikleri ester bilesigi sayis1 degiskenlik gostermis, 521, 536, 866, 942 kodlu
izolatlar 11 adet, 214 ve 773 kodlu izolatlar ise 10 adet ester bilesigi olusturmustur.
izolatlarin rettigi ester bilesiklerinin toplam miktar: 26 mg/L ile 36 mg/L arasinda
degismistir. En yiksek miktarda ester Ureten izolat T. delbrueckii (214) olmus,
bunu sirastyla ticari S. cerevisiae susu ve L. thermotolerans takip etmistir.
izolatlarin drettigi ester miktarlari arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli
bulunmustur (p<0.05).

Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin Urettigi yiksek alkollerin asetatlar:
arasinda 6ne cikan ester etil asetat olmustur. izolatlarin Urettigi etil asetat miktar:
22 mg/L ile 34 mg/L degerleri arasinda bulunmustur. En yiiksek miktarda etil
asetat reten izolat T. delbrueckii (214) olmus, bunu sirasiyla ticari S. cerevisiae
susu (30mg/L) ve I. orientalis (28 mg/L) takip etmistir (Sekil 4.32). izolatlarin
Urettigi etil asetat miktar: algilanma esik degeri olan 7.5 mg/L’nin (Swiegers ve
ark, 2005) uzerinde bulunmustur. Zohre ve Erten (2002), KI. apiculata susunun
580 mg/L etil asetat Urettigini bildirmislerdir. Clemente-Jimenez ve ark (2004), C.
stellata susunun 74 mg/L, H’spora uvarum susunun 69 mg/L, 1. terricola susunun
222 mg/L, M. pulcherrima susunun 62 mg/L, P. fermantas susunun 52 mg/L etil
asetat drettigini, I. orientalis usunun ise etil asetat tretmedigini bildirmislerdir.
Viana ve ark (2008), Hanseniaspora cinsi mayalarin 223 mg/L, Pichia cinsi
mayalarin 204 mg/L, Torulaspora cinsi mayalarin ise 3.87 mg/L etil asetat
Urettigini bildirmislerdir. Benedictis ve ark (2011), 9 farkli H’spora uvarum

susunun 52 mg/L ile 150 mg/L arasidan etil asetat Urettigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.32. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarinin Urettikleri etil asetat

miktarlar:
KSc, Kontrol S cerevisiae susu, Td, T. delbrueckii, Lt, L. therotolerans, lo, I. orientalis, Hu, H’spora uvarum

Izolatlarin trettigi yiiksek alkollerin asetatlarinin toplam miktar: (etil asetat
harig), 1 mg/Lile 2.4 mg/L degerleri arasinda degismistir (Sekil 4.33). Yuksek
alkollerin asetatlarini en yiiksek miktarda dreten tr L. thermotolerans (2. 42 mg/L)
olmus bunu sirasiyla |. orientalis (2. 33 mg/L) ve ticari S. cerevisiae (2. 31 mg/L)
mayas: takip etmistir. izolatlarin Grettigi yilksek alkollerin asetatlar1 arasindaki
onemli bilesikler izoamil asetat, 2-feniletil asetat ve hekzil asetat olmustur.
izolatlarin Urettigi izoamil asetat miktar: 0.6 mg/L ile 1.79 mg/L arasinda degismis,
en yuksek miktarda izoamil asetat Ureten tir I. orientalis olmustur . En disuk
miktarda Ureten tir ise 866 kodlu H’spora uvarum (0.6 mg/L) olmustur.
Saccharomyces spp. olmayan tlrlerin Urettigi izoamil asetat miktar1 algilanma esik
degeri olan 0.03 mg/L’nin (Swiegers ve ark., 2005) Uzerinde bulunmustur.
Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin Grettigi 2- feniletil asetat miktar: 0.13
mg/L ile 0.25 mg/L olup ticari S. cerevisae susunun Urettigi 2-feniletil asetat
miktarindan (0.27 mg/L) daha dusik bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan

tirler arasinda en yiiksek miktarda 2-feniletil asetat treten tiir 1. orientalis (25
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mg/L) olmus, en diusiik miktarda Greten izolat ise 866 kodlu H’spora uvarum (0.13
mg/L) olmustur. Saccharomyces spp. olmayan izolatlar arasinda yalnizca 536’nin
olusturdugu 2-feniletil asetat miktar1 algilanma esik degeri olan 0.25 mg/L’nin
(Swiegers ve ark, 2005) Uzerinde bulunmustur. Saccharomyces spp olmayan
izolatlarin Orettigi hekzil asetat miktar1 0.16 mg/L ile 0.23 mg/L arasinda olup
ticari S. cerevisiae mayasinin Urettigi hekzil asetat miktarindan (0.24 mg/L) daha
dusiik bulunmustur. En yiksek miktarda hekzil asetat lreten Saccharomyces spp.
olmayan izolat L. thermotolerans (0.23 mg/L) olmus, en diisik miktarda Ureten
izolatlar ise T. delbrueckii (0.16 mg/L) ) ve H’spora uvarum (0.16 mg/L) olmustur.
izolatlarin drettigi hekzil asetat miktar1 algilanma esik degeri olan 0.7 mg/L’nin
(Swiegers ve ark, 2005) Uzerinde bulunmustur. 773 kodlu izolatin hekzil asetat
Uretmedigi gorilmustir. Viana ve ark (2008), Hanseniaspora cinsi mayalarin 1.639
mg/L izoamil asetat, 12.68 mg/L 2-feniletil asetat Urettigini, Pichia cinsi mayalarin
0.630 mg/L izoamil asetat, 0.563 mg/L 2-feniletil asetat, Torulaspora cinsi
mayalarin ise 0.023 mg/L izoamil asetat, 0.013 mg/L 2-feniletil asetat Grettigini
bildirmiglerdir. Debaryomyces, Hansenula, Candida, Pichia, Kloeckera gibi
cinslere ait Saccharomyces spp. olmayan mayalarin 6zellikle yiksek p-glikozidaz
aktivitesine sahiptir ve 6nemli enzimatik aktiviteleri ile sarap aromasina katki
saglamaktadir. Saccharomyces spp. olmayan mayalar ylksek alkollerin asetatlarin
nispeten yuksek miktarlarda Uretebilirler ve bu 06zellikleri ile son yillarda
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin S. cerevisiae ile birlikte karisik kaltar
olarak kullanim: yayginlagsmustir (Jolly ve ark., 2013). Ancak Saccharomyces spp.
olmayan mayalarin sahip olduklar: enzimatik aktiviteleri sus diizeyinde farklilik

gosterir (Viana ve ark., 2008).
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Sekil 4.33. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarinin Grettikleri yiksek alkollerin

asetatlarinin toplam miktarlar
KSc, Kontrol S cerevisiae susu, Td, T. delbrueckii, Lt, L. therotolerans, lo, I. orientalis, Hu, H’spora uvarum

Izolatlarin Urettigi yag asiti etil esterlerinin toplam miktar: 1.1. mg/L ile 8.5
mg/L arasinda bulunmus, yag asiti etil esterlerinin en yuksek miktarda treten izolat
521 olmus ve bunu 942 (7.2 mg/L) takip etmistir (Sekil 4.34). Saccharomyces spp.
olmayan izolatlarin Uretigi yag asitlerinin esterleri arasinda 6ne ¢ikan bilesikler etil
hekzanoat ve etil oktanoat olmustur. Saccharomyces spp olmayan izolatlarin
Urettigi etil hekzanoat miktar1 0.07 mg/L ile 0. 44 mg/L arasinda bulunmustur. En
yuksek miktarda etil hekzanoat Ureten tir I. orientalis olmus ve bunu sirasiyla
ticari maya (0.35 mg/L) ve 942 (0.34 mg/L ) kodlu H’spora uvarum takip etmistir.
izolatlarin olusturdugu etil hekzanoat miktar: algilanma esik degerinin (0.014
mg/L) Uzerinde bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin Urettigi etil
oktanoat miktar1 0.08 mg/L ile 0.17 mg/L degerleri arasinda bulunmustur. En
yuksek miktarda etil oktanoat (reten izolat L. thermotolerans olmus ve onu 942
kodlu H’spora uvarum (0.14 mg/L) takip etmistir. izolatlarin Grettigi etil oktanoat
miktart (214 ve 773 hari¢) algilanma esik degerinin (0.005 mg/L) Uzerinde
bulunmustur. 214 ve 773 kodlu izolatlarin etil oktanoat uUretmedigi gorilmistar.
Zohre ve Erten (2002) yaptiklari ¢alismada, Kl. apiculata susunun etil hekzanoat

ve etil oktanoat Uretmedigini belirtmislerdir. Clemente-Jimenez ve ark (2004),
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spontan fermantasyon sirasinda izole ettikleri C. stellata, H’spora uvarum, I.
orientalis, I. terricola ve S. cerevisiae suslarinin etil oktanoat Gretmedigini
bildirmislerdir. Viana ve ark (2008), Hanseniaspora cinsi mayalarin 0.003 mg/L
etil hekzanoat, 0.021 mg/L etil oktanoat, Pichia cinsi mayalarin 0.007 mg/L etil
hekzanoat, 0.0012 mg/L etil oktanoat, Torulaspora cinsi mayalarin ise 0.009 mg/L

etil hekzanoat, 0.0052 mg/L etil oktanoat Urettigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.34. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarinin Grettikleri yag asiti etil

esterlerinin toplam miktarlar:
KSc, Kontrol S cerevisiae susu, Td, T. delbrueckii, Lt, L. therotolerans, lo, I. orientalis, Hu, H’spora uvarum

Ugucu asitler: Saccharomyces spp. olmayan izolatlar 8 adet ugucu asit
bilesigi olusturmus ve miktarlari 3.4 mg/L ile 10.32 mg/L degerleri arasinda
degismistir. En ylksek miktarda ugucu asit Ureten izolat 942 olmus, bunu sirasiyla
521 (8.8 mg/L) ve 536 (8 mg/L) takip etmistir. Saccharomyces spp. olmayan
izolatlarin Grettigi ucucu asit miktarlar: arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli
bulunmustur (p<0.05).

Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin Grettigi, miktar olarak 6ne ¢ikan
ucucu asitler oktanoik ve hekzanoik asit olmustur. izolatlarin rettigi oktanoik asit

miktar: 0.45 mg/L ile 3.8 mg/L degerleri arasinda bulunmus, en yiksek miktarda
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oktanoik asit Ureten izolat 942, en dislk miktarda oktanoik asit Ureten izolat ise
214 olmustur. zolatlarin Grettigi hekzanoik asit miktar1 0.89 mg/L ile 2.9 mg/L
degerleri arasinda bulunmus, en yiksek miktarda hekzanoik asit Ureten izolat 942
iken en diisiik miktarda Greten izolat 214 olmustur. izolatlarin irettigi oktanoik asit
ve hekzanoik asit (8 mg/L) algilanma esik degerlerinin altinda bulunmustur.
Cordero-Bueso ve ark (2013), L. thermotolerans mayasinin, 0.21 mg/L hekzanoik
asit, 0.20 mg/L oktanoik asit, 0.12 mg/L dekanoik asit Urettigini, T. delbrueckii
mayasinin ise 0.31 mg/L hekzanoik asit, 0.59 mg/L oktanoik ve 0.21 mg/L
dekanoik asit Urettigini bildirmislerdir. Narinceden izole edilen L. thermotolerans
ve T. delbrueckii izolatlarin Urettigi hekzanoik, oktanoik ve dekanoik asit miktarlari
Cordero-Bueo ve ark (2013) bildirdigi degerlerden yiiksek bulunmustur.

Laktonlar: Saccharomyces spp. olmayan izolatlarla elde edilen saraplarda
yalmizca gama-bitirolakton bilesigi tanimlanmis ve miktari 0.37 mg/L ile 2.25
mg/L degerleri arasinda degismistir. izolatlarin tirettigi gama bitirolakton miktar
algilanma esik degerinin (20 mg/L) altinda bulunmustur. Saccharomyces spp.
olmayan izolatlarin olusturdugu gama-butirolakton bilesigi miktarlar1 arasindaki
fark istatistiksel agidan énemli bulunmustur (p<0.05).

Asetaldehit: Narinceden izole edilen Saccharomyces spp. olmayan
izolatlarin olusturdugu asetladehit miktari 6.5 mg/L ile 19 mg/L arasida
degismistir. En yliksek miktarda asetaldehit (reten tir 886 kodlu H’spora uvarum
olmus, bunu sirastyla 521 (17.9 mg/L) ve 942 (17.1 mg/L) takip etmistir. En dusik
miktarda asetaldehit Greten tlr ise I. orientalis (6.5 mg/L) olmus ve bunu 773
kodlu H’spora uvarum (10.6 mg/L) takip etmistir (Sekil 4.35). Saccharomyces spp.
olmayan izolatlarin Urettigi asetaldehit bilesigi miktarlari arasindaki fark
istatistiksel agidan dnemli bulunmustur (p<0.05). Romano ve ark (2003), H’spora
uvarum susunun 200 mg/L asetaldehit Urettigini bildirmiglerdir. Clemente-Jimenez
ve ark (2004), H’spora uvarum susunun 259 mg/L, |. orientalis susunun ise 72
mg/L asetaldehit Grettigini bildirmiglerdir. Narince’den izole edilmis H’Spora

uvarum ve |. orientalis turlerinin Urettigi asetaldehit miktar1 bu degerlerin altinda
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bulunmustur. Benedictis ve ark (2011), H’spora uvarum suslarimn urettigi

asetaldehit miktarlarinin 9 mg/L ile 13 mg/L arasinda degistigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.35. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarinin Grettikleri asetaldehit
miktarlar:
KSc, Kontrol S cerevisiae susu, Td, T. delbrueckii, Lt, L. therotolerans, lo, I. orientalis, Hu, H’spora uvarum

Narinceden izole edilmis Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin
urettikleri aroma maddeleri miktarlarinin temel bilesen analizi sonuglar: g Sekil 4.
36’ da verilmistir. Temel bilesen analizine gore F1 bileseni % 42.90, F2 bileseni
%24.30, F3 bileseni %16.08 oraninda varyans: acgiklamaktadir ve temel bilesen
analizi toplamda 3 bilesen ile %83.28 oraninda varyans: agiklamaktadir.

PCA korelasyon matrisine gore (Sekil 4.36) 1. Boyut bileseni (F1), 1-
propanol, izoamil alkol, etil asetat, 2-feniletil asetat digindaki bitiin esterleri, asetik
asit ve izobutirik asit disgindaki batin ugucu asit bilesiklerini aciklarken, F2
bileseni, izobutil alkol, 2-fenil etanol, 2-feniletil asetat, izobditirik asit, gama-
btirolakton ve asetladehit bilesiklerini aciklamis, F3 bileseni ise 214 izolat: ile
methionol, etil asetat ve asetik asit bilesiklerini aciklamistir. F bileseni (%42.90),
521, 942 ve 866 kodlu izolatlar1 digerlerinden ayirirken, F2 bileseni, 214, 773 ve
866 kodlu izolatlar: diger izolatlardan ayirmustir.
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PCA korelasyon matrisine goére (Sekil 4.36) F1 ve F2 bilesenleri maya
izolatlarin1 ve aroma maddelerini 4 guruba ayirmistir. 214 kodlu T. delbrueckii ve
773 kodlu H’spora uvarum izolatlar: ile methionol,1-propanol ve etil dekanoat
bilesikleri sol lst kistmda toplanmustir. Bu bilesiklerden 1-propanol, hekzil asetet (-
0.794; p<0.05), etil hekzanoat (-0.807; p<0.05), etil oktanoat (-0.797; p<0.05),
btirik asit (-0.957; p<0.05), hekzanoik asit (-0.919; p<0.05) oktanoik asit (-0.837;
p<0.05) bilesikleri ile, etil dekanoat ise bitirik asit (-0.909; p<0.05), hekzanoik asit
(-0.915; p<0.05) ve oktanoik asit (-0.832; p<0.05) bilesikleri ile negatif korelasyon
gostermistir. Kontrol mayasi ve 536 kodlu I. orientalis ile etil asetat, izoamil asetat,
2-feniletil asetat gibi duyusal acidan 6nemli esterlerle ve, izoamil alkol, izobiitil
alkol, 2-fenil etanol gibi bilesikler sag ust kisminda toplanmistir. Bu bilesiklerden
izoamil alkol, hekzadekanoik asit (-0768; p<0.05) ile, izobdtil alkol, gama-
bitirolakton (-0.797; p<0.05), ve asetaldehit (-0.842; p<0.05) bilesikleri ile negatif

korelasyon gostermistir.
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Sekil 4.36. Narince’den izole edilmis Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin
Urettikleri aroma maddelerinin temel bilesen analizi; F1 ve F2
bilesenleri
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4.4.14.4 S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. Olmayan Mayalarnn Urettigi
Aroma Maddelerinin Karsilastirnimasi

Narince’den izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalarin olusturduklart aroma maddelerinin minimum, maksimum ve ortalama
degerler Uzerinden karsilagtinlmas: Cizelge 4.17°de verilmistir. Mayalarin
urettikleri  yuksek alkoller, esterler, ucucu asitler, lakton ve aseteldehit
bilesiklerinin toplam miktarlarinin ortalama degeri 235 mg/L ile 364 mg/L arasinda
bulunmus ve S. cerevsiaie izolatlarimin Grettigi toplam aroma maddesi miktar:
Saccharomyces spp. olmayanlara gore yiksek bulunmustur.

S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalarin olusturdugu
izoamil alkol, 2-fenil etanol, izoamil asetat, etil oktanoat, 2-feniletil asetat,
izovalerik asit ve dekanoik asit miktarlarinin ortalama degerleri arasindaki fark
istatistiksel agidan ©onemli bulunmustur (p<0.05). Narinceden izole edilmis S.
cerevisaie izolatlarimin Grettigi izoamil asetat, etil okaonat, ve 2-feniletil asetat
bilesiklerinin ortalama miktarlar1 diger mayalara gére daha yiiksek bulunmustur.
Ticari S. cerevisiae susunun drettigi izoamil alkol, 2-fenil etanol, izovalerik asit ve
dekanoik asit bilesklerinin ortalama miktar1 Narinceden izole edilmis
Saccharomyces spp. olmayan ve S. cerevisiae izolatlarina gore daha yilksek

bulunmustur.

130



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Zeynep Dilan CELIK

Cizelge 4.17. Ticari S. cerevisiae susu, Narince’den izole edilmis S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin Orettikleri aroma
maddelerinin Min. Maks. ve Ortalama miktarlar:

Kontrol non-Saccharomyces S. cerevisiae

Yiksek alkoller | Ort  Min Maks SH| Ort* Min Maks SH| Ort Min Maks SH|ID|F

1-propanol 236 234 238 0|22 116 416 02| 172 109 304 0.1}AB{dd
Tzobutil alkol 1314 1304 1324 0[115 585 1674 0.8]13.48 9.02 206 0.6}AB{dd
Tzoamil alkol 1903 1865 194 2|1389 99.09 201 871759 1119 261 B8.6JABJ*
2,3-Butanediol 056 052 061 0f027 006 058 0046 003 159 0.1}AB{dd
Methionol 081 079 083 0f066 018 202 01|047 024 089 0 JAB{dd
2-fenil etanol 63.28 6249 64.07 1]27.1 016 60.33 444517 2425 106 3.9JABQ*
Toplam 2704 2676 2733 2[180.7 113 2549 12]237.2 149.3 384.1 12
Esterler
Eti asetat 303 2859 32 1(27.11 2151 3563 09| 9%4.6 2339 537.2 28 |BC|dd
Tzoamil asetat 167 15 179 0]113 06 192 01| 187 065 303 0L1)ABQ*
Etil hekzanoat 035 034 03 0[024 006 046 0031l 009 056 0 JAB{dd
hekzil asetat 024 023 024 0015 0 024 0]017 005 031 0 JAB{dd
Etil laktat 02 02 02 0]019 014 025 0027 014 08 0 JABod
Etil oktanoat 012 011 014 0009 0 019 0014 0 024 0 AB(Q*
Etil-3-hidroksibitar] 0.22 022 023 0] 011 004 017 0017 013 025 0 JAB{dd
Etil dekanoat 006 006 007 0f[006 003 01 0]009 002 04 0 JABdd
Etil-4-hidroksibitar] 3.06 299 313 0| 357 079 779 07|25 105 428 0.2JAB{dd
2-Feniletilasetat | 0.27 023 031 0] 02 013 027 0042 016 087 0 JABQ*
Etil hidrojen siiksing 0.13 012 014 0] 011 005 02 0015 007 025 0 JABQéd
Toplam 36.62 348 3843 1]32.96 24.78 38.07 11[100.7 30.6 5403 27
Kontrol non-Saccharomyces S. cerevisiae

Ucucu asitler | Ort  Min Maks SH| ort® Min Maks SH| ort* Min Maks SH|ID|F

Asetik asit 054 052 056 0066 03 114 01074 029 146 0.1}AB{od
[zobitirik asit 023 022 023 0]024 009 047 0] 03 013 043 0 |JABdod
Biltirik asit 012 012 012 0]013 005 019 0013 003 023 0 |JABdod
[zovalerik asit 062 061 063 0]034 012 063 0]05 015 089 0 JABQ*
Hekzanoik asit 187 18 189 0f 19 056 301 02| 634 053 44.03 23}AB{dd
Oktanoik asit 274 259 28 0]238 043 393 03] 247 038 398 0.2}AB(od
Dekanoik asit 138 122 154 0|05 006 107 01| 05 0.07 104 0.1JABQ*
Hekzadekanoik asif 0.39 0.37 04 0] 057 018 108 0.1 051 006 1.61 0.1(AB{dd
Toplam 788 754 823 0]687 325 1045 06]1151 29 4731 22
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Cizelge 4.17°nin devami
Kontrol non-Saccharomyces S. cerevisiae

Laktonlar Ort Min Maks SH| ort! Min Maks SH| ort?> Min Maks SH|ID|F

Gama-Butirolakton] 0.4 04 04 0] 073 035 169 01] 063 022 237 0.1|BC|éd

Toplam 04 04 04 0]073 035 169 0.1] 063 022 237 0.1
Aldehitler

Asetaldehit 1112 106 11.63 0]14.06 536 19.66 1.1|14.05 3.78 228 1 |BC|dd

Toplam 1112 106 11.63 0]14.06 536 19.66 1.1]14.05 3.78 228 1

Genel Toplam | 326 326 327 0| 235 178 308 12| 364 265 736 24
Ort, Ticari S. cerevisiae mayast iler fermantasyon yapilmis sarabin miktarinin ortalamasi, Ort* Saccharomyces spp.
disindaki mayalar ile fermantasyon yapilmis saraplarin miktarlarinin ortalamasi, Ort?, S. cerevisiae mayalan ile
fermantasyon yapilmis saraplarin miktarlarinin ortalamasi; Min., degerler arasindaki minimum deger; Maks.,
degerler arasindaki maksimum deger, SH., standart hata, ID, Tanimlama: A, standaratlarin enjekte edilmesi ile
tammlama: B; kiitle spketrometresi kullanarak tanimlama; C, alikonma indeksini literatlirle karsilastirilarak
tanimlama, F, varyans analizine gore farkhilik durumu, 6d: énemli degil,* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

S. cerevisiae mayalarinin olusturdugu etil asetat miktar1 daha yuksek
bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan mayalarin Urettigi asetaldehit ve gama-
batirolakton bilesiklerinin ortalama miktar1 digerlerine gore daha yiiksek
bulunmustur ancak bu bilesiklerin miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel agidan
o6nemli bulunmamustir (p<0.05).

Narinceden izole edilmis S. cerevisiae izolatlarimin Urettikleri aroma
maddeleri miktarlarinin temel bilesen analizi sonuglar1 Sekil 4.37” te verilmistir.
Temel bilesen analizine gore F1 bileseni % 54.75, F2 bileseni %45.25, oraninda
varyans: agiklamaktadir ve temel bilesen analizi %100 oraninda varyansi
aciklamaktadir.

PCA korelasyon matrisine gore (Sekil 4.37) 1. boyut bileseni (F1) kontrol
mayasi ve Saccharomyces spp. olmayan izoatlar ile, izobitil alkol, izoamil alkol,
2,3-bitanediol, 2-fenil etanol, izoamil asetat, etil hekzanoat, hekzil asetat, etil
oktanoat, izovalerik asit, bitirik asit, oktaonik asit, hekzadekanoik asit, gama
bitirolakton ve asetaldehit bilesiklerini aciklamistir. F2 bileseni ise S cerevisiae
izolatlar: ile 1-propanol, methionol, etil asetat, etil laktat, etil dekanota, 2-feniletil

asetat, asetik asit ve izobditirik asit bilesiklerini aciklamustir.
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Sekil 4.37°e gore Saccharomyces spp. olmayan mayalar ve kontrol mayasi
F1 ile korele iken, S. cerevisiae mayalar1 F2 ile korelasyon gdstermistir. Temel
bilesen analizine gore Kontrol, S.cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan
mayalar Urettikeleri aroma maddelerinin ortalama degerlerine gore Ug¢ farkl alana
ayrilmiglardir. Bununla birlikte S. cerevisiae mayalarin Saccharomyces spp.
olmayanlardan belirgin bir bicimde ayrilmistir. Narince’den izole edilmis S.
cerevisiae mayalar: etil oktanoat, 2-fenilenil etil asetat, etil dekanoat, izoamil
asetat, izobutil alkol, izoamil alkol, izobiitirik asit gibi aroma maddeleri ile pozitif
korelasyon gostermistir. Kontrol mayasi ise hekzil asetat, etil hekzanoat, oktanoik
asit, dekanoik asit, 2-fenil etanol gibi bilesiklerle pozitif korelasyon gostermistir.
Temel bilesen analizine gére gama bitirolakton hekzil asetat (-0.999; p<0.05) ve

oktanoik asit (-0.999; p<0.05) bilesikleri ile negatif korelasyon gostermistir.
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Biplot (axes F1 and F2: 100.00 %)
15
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Sekil 4.37. Ticari maya susu, Narince’den izole edilmis S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin  Grettikleri aroma
maddelerinin temel bilesen analizi

4.4.15. Starter Kilttr Potansiyeli Olan Mayalarnn Segimi

Narince 0(zuminlinden ve Narince sirasinin spontan fermantasyonu
sirasindan izole edilen ve teknolojik 6zellikleri belirlenen endojen S. cerevisiae ve
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin dnemli bazi teknolojik 6zellikleri Cizelge
18’de verilmistir. Mayalarin bazi enzim aktiviteleri ayn1 oldugu i¢in ve yuksek
seker derisiminde bitun izolatlar iyi gelistigi icin bu Ozellikler tabloya dahil

edilmemistir.
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S. cerevisiae izolatlar1 arasinda Nevsehir yoresinden izole edilen 1281
kodlu izolat yuksek fermantasyon hizi, ortamda disiik miktarda (0.8 g/L) kalinti
seker birakmasi, disik miktarda ucar asit olusturmasi, asetladehit, etil asetat ve
toplam yiksek alkolleri dengeli Uretmesi, yuksek flokilasyon &zellikleri ile 6n
plana ¢ikmis ve bunu Nevsehir yoresinden izole edilen 1044 ve Tokat yoresinden
izole edilen1088 kodlu izolatlar takip etmis ve bu izolatlar potansiyel starter S.
cerevisiae kultlrleri olarak secilmislerdir.

Saccharomyces spp. olamayan turler arasindan Nevsehir Ydresinden izole
edilen 214 kodlu T. delbrueckii izolati, diisik fermantasyon hizina ve flokilasyon
Ozelligine sahip olmasina ragmen, yiksek miktarda etanol dretmesi, dusik
miktarda kalinti seker birakmas: ve disiik seviyede kdpuk olusturmasi, yiksek
miktarda ylksek alkol olusturmast ile, yine Nevsehir Ydéresinden izole edilen 773
kodlu H’spora uvarum izolati ise, 15°C’de diger tlrlere gére daha yogun gelismesi,
diisuik miktarda kalinti seker birakmasi, diger Saccharomyces spp. olmayan tirlere
gore daha duslk ucar asit olusturmas: ile 6ne plana ¢ikmis ve S. cerevisiae ile
bilikte kullanilabilecek potansiyel starter Saccharomyces spp. olmayan kultdrler

olarak segilmislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu arastirmada, 2014 ve 2015 yillarinda Tokat ve Nevsehir Yorelerinde
yetistirilen ve Glkemizin kalite beyaz saraplik Gzlim cesitlerinden biri olan Narince
tziminde ve fermantasyon denemeleri sirasinda sira ortamindaki maya floras:
incelenmis ve izole edilen mayalarin sarapcilik acisidan ©6nemli teknolojik
Ozellikleri belirlenerek, Narince sarabi Gretiminde kullanilabilecek en uygun
potansiyel starter mayalar belirlenmeye calisilmistir. Mayalarin - molekdler
yontemlerle tanimlanmasinda PZR/RFLP yontemi ve 26S rRNA’min sekans
sonuglarinin  degerlendirilmesinde BioEdit programi  kullanilmigtir.  Aroma
maddelerinin belirlenmesinde GC-FID ve GC/MS, seker, ve gliserol analizinde
HPLC vyontemi kullanidlmigtir.  Aroma verilerine temel bilesen analizi
uygulanmustir. Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

Tokat ve Nevsehir yoreleri (zimlerinde ve fermantasyon basinda
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin sayist yuksek bulunmus, fermantasyon
ilerledikce S. cerevisae mayalar1 ortama hakim olmustur. Toplam 265 adet maya
izole edilmis ve izole edilen S. cerevisiae (141 adet) mayalarinin sayisi, non-
Saccharomyces (124 adet)’ lerden yiiksek bulunmustur. Narince Gzimlerinden ve
tizim sirasinin spontan fermantasyonu sirasinda ortamdan, H’spora uvarum,
H’spora guilliermondii, S. cerevisiae, T. delbrueckii, W. anomalus, P. kluyveri, I.
terricola, |I. orientalis, P. occidentalis, L. thermotolerans, Metschnikowia spp. ve
C. zemplinina turleri tanimlanmigtir.  H’spora guilliermondii, P. occidentalis,
Metschinowia spp. yalmzca Tokat Yoresinden, T. delbrueckii, | orientalis, I.
terricola ve W. anomalus ise yalnizca Nevsehir Yo6resinden izole edilmistir.

Butlin sicaklik derecelerinden en iyi gelisen izolatlar 773 kodlu H’spora
uvarum ve 1353 kodlu S. cerevisiae olmustur. Genel olarak disiik sicakliklarda
mayalarin ¢ogu yogun gelisememislerdir. Alkol konsantrasyonlarinin tamaminda
en yogun gelisen izolat 1088 kodlu S. cerevisiae olmustur. Saccharomyces spp.

olamayan mayalarin etanol tolerans1 beklendigi gibi daha zayif bulunmus, W.
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anomalus ve Metschinokowia sp. turleri uygulanan etanol konsantrasyonlarinin
higbirinde gelisememis, T. delbrueckii ve bazi H’spora uvarum izolatlart %14
etanole kadar gelisebilmislerdir. S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olamayan
izolatlarin SO, tolerans: yiiksek bulunmus, 521 kodlu L. thermotolerans, 682
H’spora uvarum, 1028 kodlu S.cerevisae izolatlar: ise bitlin konsantrasyonlarda
zayif gelismislerdir. S. cerevisiae ve Saccharomyces spp. olmayan mayalar genel
olarak orta dizeyde (agik kahverengi, kahverengi) H,S Uretmislerdir. Bazi S.
cerevisiae (61, 1353, 1363, 1412) izolatlar: ile W. anomalus, I. terricola ve I.
orientalis tirleri killer aktivite gostermemistir. izolatlarin cogu (521 ve 1212 haric)
yiksek seker derisiminde (200 mg/L) yogun gelismis ve fermantasyonu
baslatmislardir. izolatlarin kopik olusturma ozelliklerinin sicaklikla birlikte
degistigi belirlenmis, 30° C’de bitin izolatlar yiksek koplk olusturmus, 20°C’ de
1 adet S. cerevisiae izolat1 (148) ile Saccharomyces spp. olmayan, 214, 476 ve 480
kodlu izolatlar diisiik koplk olusturmus, 15°C de ise (1212 kodlu izolat harig)
izolatlar dlsuk diizeyde kopik olusturmuslardir. S. cerevisiae izolatlarinin
tamaminin yuksek diizeyde 16sin arilamidaz ve asit fosfotaz aktivitesi gosterdikleri,
606, 1378 ve 1412 kodlu izolatlarin B-glukozidaz aktivitesi gosterdikleri
belirlenmistir. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin esteraz, 16sin arilamidaz
gosterdikleri ve yalnizca 480 kodlu I. terricola izolatinin B-glukozidaz aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir. Saccharomyces spp olmayan izolatlarin genel olarak
fermantasyon gucu S. cerevisiae izolatlarina gore daha disik bulunmustur. Ancak
214 kodlu T. delbrueckii izolatimin fermantasyon giici (%9.4 h/h) vyiksek,
ortamdaki sekerin cogunu (indirgen seker 3.4 g/L) fermente etmistir. Genel olarak
fermantasyon bitiminde maya suslarinin drettikleri ucar asit miktarlarinin ylksek
oldugu belirlenmistir.

S. cerevisiae izolatlarinin Saccharomyces spp. olmayanlara gore daha fazla
miktarda gliserol Urettigi belirlenmistir. S. cerevisiae izolatlari 27 adet aroma
maddesi Uretmis ve Urettikleri toplam aroma maddelerinin ortalamas: 373 mg/L

bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin farkli sayilarda aroma
144



5. SONUCLAR VE ONERILER Zeynep Dilan CELIK

maddesi Urettigi, 773 kodlu H’spora uvarum izolatinin 25, 214 kodlu T. delbrueckii
izolatinin 26, diger izolatlar ise 27 adet aroma maddesi Urettigi belirlenmistir.
Saccharomyces spp. olmayan mayalarin Grettigi toplam aroma maddelerinin
ortalamas: 251 mg/L bulunmustur. Kontrol susunun ise 27 adet aroma maddesi
Urettigi ve toplam aroma miktarinin 328 mg/L oldugu belirlenmistir. S.cerevisiae
izolatlarinin Urettigi toplam aroma maddesi, izoamil asetat ve etil oktanoat
miktarlar: kontrol susundan ve Saccharomyces spp. olmayan izolatlardan daha
yuksek bulunmustur. Saccharomyces spp. olmayan izolatlarin ise daha yuksek
miktarda asetaldehit ve gama-butirolaktaon Urettigi belirlenmistir. PCA analizi
sonucuna gore S. cerevisiae, Saccharomyces spp olmayan mayalar ve kontrol
mayas: Urettikleri aroma maddeleri miktarlarina gére birbirinden ayrilmistir. F1
bileseni S.cerevisiae izolatlar: Urettikleri aroma maddeleri miktarlarina gore kontrol
sarabindan ve Saccharomyces spp olmayan izolatlardan ayrilmistir. F2 bilesenine
gore ise Saccharomyces spp olmayan mayalar Urettikleri aroma maddelerine gore
S. cerevisiae izolatlar1 ve kontrol mayasindan ayrilmistir.

Narince’den izole edilen diger maya izolatlarindan daha iyi teknolojik
Ozelliklere sahip ve esterler, etil asetat, asetaldehit gibi sarabin duyusal 6zelligini
etkileyen aroma bilesiklerin dengeli miktarlarda treten Nevsehir Ydresinden izole
edilen 1281 ve 1044 kodlu S. cerevisiae izolatlart Tokat Ydresinden izole edilen
1088 kodlu S. cerevisiae izolatt Narince sarabinin Uretiminde kullanilabilecek
potansiyel starter S. cerevisiae Kdltdrleri olarak secilmislerdir. Nevsehir
Yoresinden izole edilen 214 kodlu T. delbrueckii ve 773 kodlu H’spora uvarum
izolatlar1 ise Narince sarabinin Uretiminde S. cerevisiae ile birlikte karigik kultlr
olarak kullanilabilecek potansiyel starter Saccharomcyes spp. olmayan mayalar
olarak secilmislerdir.

Sonug olarak Narince’den izole edilen S. cerevisiae ve Saccharomyces spp.
olmayan bazi izolatlarin kalite Narince sarabi Uretimi icin uygun olduklar
belirlenmistir. Bu galismada elde edilen bulgular Avrupa Birligi Ulkelerinde kalite

saraplar i¢in uygulanan ve Ulkemizde de uygulanmas: gereken Kokeni Kontrollu
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Isimlendirme sistemine geciste Narince sarabr icin kaynak olusturabilir. Elde edilen
potansiyel izolatlar ile uygulamaya doniik biyuk capli sarap Gretilerek sonuclarin

dogrulanmasinda yarar vardir.
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Ek 1. Tokat ve Nevsehir Yoreleri’nden 2014 yilinda izole edilen mayalar

izolasyon  Ornekleme . - Blast
Maya kodu kaynag: Zaman: Besiyeri Maya tlri omt;/loogy

1 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
2 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
3 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
4 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
8 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
9 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
10 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
14 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
17 NH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
21 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
25 TH 1 LiziN H'spora uvarum 99%
30 TA 2 LiziN H'spora uvarum 99%
37 TA 2 LiziN H'spora uvarum 99%
54 B 2 YPD W. anomalus 99%
61 B 2 YPD S.cerevisiae/paradoxus 99%
62 B 2 YPD S.cerevisiae/paradoxus 99%
68 B 2 YPD S.cerevisiae/paradoxus 99%
83 B 2 YPD H'spora guilliermondii 100%
95 TA 2 YPD H'spora uvarum 99%
100 TA 2 YPD H'spora uvarum 99%
101 TB 2 LiziN H'spora uvarum 99%
102 TB 2 LiziN H'spora uvarum 99%
103 TB 2 LiziN H'spora uvarum 99%
105 B 2 YPD S.cerevisiae 99%
110 TB 2 LiziN H'spora uvarum 99%
113 B 2 LiziN W. anomalus 99%
114 TB 2 LiziN H'spora uvarum 99%
122 B 2 YPD W. anomalus 99%
123 B 2 YPD W. anomalus 99%
125 B 2 YPD W. anomalus 99%
135 B 2 YPD S.cerevisiae 99%
137 NB 2 LiziN W. anomalus 99%
141 NA 2 LiziN W. anomalus 99%
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EK 1’in devam

Maya kodu Izk(;!?r?ggln Orzna?:](;enr?e Besiyeri Maya tiri omg)llgs; %
142 NA 2 YPD W. anomalus 99%
148 NA 2 LiziN S.cerevisiae 98%
149 NA 2 YPD S.cerevisiae 98%
159 NA 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
171 NA 2 LiziN W. anomalus 99%
176 NA 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
177 NA 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
192 NA 4 LiziN T. delbrueckii 99%
198 NB 3 YPD S.cerevisiae 99%
211 NB 3 YPD T. delbrueckii 99%
214 NB 3 LiziN T. delbrueckii 99%
215 NB 3 YPD H'spora uvarum 99%
218 NB 3 YPD S.cerevisiae 99%
219 NB 3 YPD S.cerevisiae 99%
222 NB 3 LiziN H'spora guilliermondii 99%
223 NB 3 LiziN H'spora guilliermondii 99%
224 NB 3 LizIN T. delbrueckii 99%
225 NB 3 LiziN T. delbrueckii 99%
227 TA 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
229 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
236 TA 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
238 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
241 B 3 LiziN H'spora uvarum 99%
247 B 3 YPD H'spora uvarum 99%
249 B 3 YPD S.cerevisiae 99%
251 B 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
255 B 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
256 B 3 YPD H'spora guilliermondii 99%
258 B 3 YPD S.cerevisiae 99%
264 NB 4 YPD S.cerevisiae 99%
267 NB 4 YPD S.cerevisiae 99%
269 NB 4 YPD S.cerevisiae 99%
270 NB 4 YPD T. delbrueckii 99%
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EK 1’in devam

izolasyon Ornekleme . - Blast
Maya kodu kaynag: Zaman: Besiyeri Maya tlri omg/logy
0

279 NB 4 YPD S.cerevisiae 99%
285 NA 4 YPD S.cerevisiae 99%
289 NA 4 YPD S.cerevisiae 99%
292 NA 4 YPD S.cerevisiae 99%
363 B 4 YPD S.cerevisiae 98%
364 B 4 YPD S.cerevisiae 98%
365 B 4 YPD S.cerevisiae 99%
394 TA 4 YPD S.cerevisiae 99%
397 TA 4 YPD S.cerevisiae 99%
398 TA 4 YPD S.cerevisiae 99%

T:Tokat, N: Nevsehir, A: tortu alma islemi uygulanmamis deneme, B: tortu alma islemi uygulanmamis deneme, 1:
iziim, 2: fermasntasyon basi, 3: fermantasyon ortasi, 4: fermantasyon sonu
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Ek 2. Tokat ve Nevsehir Yoreleri’nden 2015 yilinda izole edilen mayalar

Maya kodu Izkgifr?ggln Orznaenlﬂienrlwe Besiyeri Maya tiri om(?llcgi;; %
438 TH 2 YPD H'spora uvarum 99%
442 TH 2 YPD H'spora uvarum 99%
468 NA 3 YPD H'spora uvarum 99%
466 NA 3 YPD C. zemplinina 99%
470 NA 3 YPD H'spora uvarum 99%
475 NA 3 YPD I. terricola 99%
476 NA 3 YPD W. anomalus 99%
477 NA 3 YPD C. zemplinina 99%
480 NA 3 YPD (+) I. terricola 99%
481 NA 3 YPD (+) . terricola 99%
483 NA 3 YPD (+) I. orientalis 100%
484 NA & YPD (+) S.cerevisiae 99%
488 NA 3 YPD (+) C. zemplinina 99%
498 NA 3 LiziN I. orientalis 99%
515 NA 3 YPD P. kluyveri 99%
516 NA 3 YPD P. kluyveri 99%
518 NA 3 YPD C. zemplinina 99%
521 NA 3 YPD L. thermotolerans 99%
523 NA 3 YPD T. delbrueckii 99%
528 NA 3 YPD (+) C. zemplinina 98%
529 NA 3 YPD (+) C. zemplinina 99%
532 NA 3 YPD (+) 1. orientalis 99%
536 NA 3 YPD (+) I. orientalis 99%
539 NB 3 LiZIN H'spora uvarum 99%
541 NB 3 LiZIN P. kluyveri 99%
542 NB 3 LiziN P. kluyveri 99%
543 NB 3 LiziN W. anomalus 99%
545 NB 3 LiziN H'spora uvarum 99%
546 NB 3 LiziN H'spora uvarum 99%
547 NB 3 LiziN H'spora uvarum 99%
549 NB 3 LiZIN H'spora uvarum 99%
550 NB 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
553 NB 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
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EK 2’nin devam

izolasyon  Ornekleme . - Blast
Maya kodu kaynag: Zaman: Besiyeri Maya tlri omg/loogy

555 NB 3 YPD (+) S.cerevisiae 100%
556 NB 3 YPD (+) W. anomalus 99%
558 NB 3 LiziN W. anomalus 99%
570 NB 3 YPD T. delbrueckii 99%
573 NB 3 YPD T. delbrueckii 99%
580 NA 3 YPD (+) S.cerevisiae 100%
583 NA 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
590 NH 2 YPD S.cerevisiae 99%
591 NH 2 YPD S.cerevisiae 99%
592 NH 2 YPD S.cerevisiae 99%
594 NH 2 YPD S.cerevisiae 99%
606 NB 3 YPD I. orientalis 99%
659 TB 3 YPD H'spora uvarum 99%
662 B 3 YPD S.cerevisiae 99%
672 TB 3 YPD (+) H'spora guilliermondii 99%
673 B 3 YPD (+) H'spora guilliermondii 99%
678 B 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
679 B 3 YPD (+) H'spora guilliermondii 99%
680 B 3 LiZIN P. occidentalis 99%
681 B 3 LiZIN S.cerevisiae 98%
682 B 3 LiZIN H'spora uvarum 99%
683 B 3 LiZIN H'spora uvarum 99%
684 B 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
687 B 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
688 B 3 YPD C. zemplinina 99%
702 B 3 YPD (+) P. kluyveri 99%
703 TB 3 YPD (+) P. kluyveri 99%
705 B 3 YPD P. kluyveri 99%
708 B 3 LiZiN P. kluyveri 99%
709 TA 3 YPD P. kluyveri 99%
710 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
711 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
727 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
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EK 2’nin devam

Maya kodu Iig'ﬁ?;’gln Orzna?:](;enr?e Besiyeri Maya tiru omg)llgs; %
728 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
729 TA 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
730 TA 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
740 TA 3 YPD (+) S.cerevisiae 99%
741 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
744 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
751 TA 3 YPD S.cerevisiae 99%
754 TA 3 LiziN Metschinikowia sp. 99%
755 TA 3 LiziN Metschinikowia sp. 99%
773 NB 3 LiziN H’spora uvarum 99%
774 NB 3 LiziN H’spora uvarum 99%
782 NB 4 YPD S.cerevisiae 99%
787 NB 4 LiziN S.cerevisiae
788 NB 4 LiziN H’spora uvarum 99%
789 NB 4 LiziN H’spora uvarum 99%
790 NB 4 LiziN H’spora uvarum 99%
793 NB 4 YPD S.cerevisiae 99%
800 NB 4 YPD (+) S.cerevisiae 99%
801 NB 4 YPD (+) S.cerevisiae 99%
835 NB 4 YPD H’spora uvarum 99%
836 NB 4 YPD H’sporauvarum 99%
837 NA 4 YPD S.cerevisiae 99%
840 NA 4 YPD S.cerevisiae 99%
844 NA 4 YPD S.cerevisiae 98%
853 NA 4 YPD H’spora uvarum 99%
866 NA 4 LiziN H’spora uvarum 99%
867 NA 4 LiziN H’spora uvarum 99%
870 NA 4 YPD T. delbrueckii 99%
871 NA 4 YPD S. cerevisiae 99%
879 B 4 YPD T. delbrueckii 99%
880 TB 4 YPD H’spora uvarum 99%
882 B 4 YPD T. delbrueckii 99%
884 NA 4 YPD S. cerevisiae 99%
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EK 2’nin devam

Maya kodu Iig'ﬁ?;’gln OrZr;enIfIL?]Te Besiyeri Maya tiri omg)llgs; %
885 NA 4 YPD T. delbrueckii 99%
886 B 4 YPD S. cerevisiae 99%
887 B 4 YPD S. cerevisiae 99%
888 TB 4 YPD H’spora uvarum 99%
890 TB 4 YPD H’spora uvarum 99%
891 TB 4 YPD H’spora uvarum 99%
893 B 4 YPD C. zemplinina 99%
896 TB 4 YPD C. zemplinina 99%
899 TB 4 YPD H’spora uvarum 99%
900 B 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
902 TB 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
916 TB 4 YPD C. zemplinina 99%
917 B 4 YPD (+) S. cerevisiae 100%
918 TB 4 YPD H'spora uvarum 100%
919 TB 4 YPD H'spora uvarum 99%
920 TB 4 YPD C. zemplinina 99%
924 B 4 YPD T. delbrueckii 99%
928 B 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
930 B 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
931 B 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
935 B 4 YPD T. delbrueckii 99%
938 NB 4 YPD T. delbrueckii 99%
941 NB 4 YPD H'spora uvarum 99%
942 NB 4 YPD H'spora uvarum 99%
950 NB 4 YPD H'spora uvarum 99%
951 NB 4 YPD H'spora uvarum 99%
952 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
953 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
999 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
1006 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
1017 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
1028 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
1029 NB 4 YPD S. cerevisiae 100%
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EK 2’nin devam

Maya kodu Izk(:;r?;/gln Orznaenljlaenr?e Besiyeri Maya tiri omg)llgs; %
1032 NB 4 YPD S. cerevisiae 100%
1033 NB 4 YPD S. cerevisiae 100%
1044 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
1045 NB 4 YPD S. cerevisiae 99%
1048 NB 4 YPD (+) S. cerevisiae 99%
1068 NA 4 YPD (+) S. cerevisiae 99%
1082 TA 4 YPD S. cerevisiae 99%
1088 TA 4 YPD S. cerevisiae 99%
1089 TA 4 YPD S. cerevisiae 99%
1090 TA 4 YPD S. cerevisiae 99%
1094 TA 4 YPD S. cerevisiae 99%
1120 TA 4 YPD (+) L. thermotoelrance 98%
1121 TA 4 YPD S. cerevisiae 100%
1122 TA 4 YPD L. thermotolerans 99%
1144 TA 4 YPD S. cerevisiae 98%
1149 TA 4 YPD S. cerevisiae 98%
1150 TA 4 YPD S. cerevisiae 99%
1151 TA 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
1152 TA 4 LiZIN H'spora uvarum 99%
1186 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1188 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1191 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1193 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1196 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1198 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1199 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1210 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1203 NB 5 YPD H'spora guilliermondii 99%
1212 NB 5 YPD S. cerevisiae 99%
1213 NB 5 YPD H'spora guilliermondii 99%
1256 NA 5 YPD S. cerevisiae 99%
1259 NA 5 YPD S. cerevisiae 99%
1261 NB 5 LiZIN H'spora uvarum 97%

173



EK 2’nin devam

Maya kodu Iig'ﬁ?;’gln OrZr;enIfIL?]Te Besiyeri Maya tiri omg)llgs; %
1262 NB 5 LiziN H'spora uvarum 97%
1266 NA 5 LiziN T. delbrueckii 98%
1268 NA 5 YPD (+) S. cerevisiae 99%
1273 NA 5 YPD (+) S. cerevisiae 98%
1277 NA 5 YPD (+) S. cerevisiae 99%
1281 NA 5 YPD S. cerevisiae 99%
1286 NA 5 YPD S. cerevisiae 99%
1287 NA 5 YPD H'spora uvarum 98%
1319 NA 5 YPD H'spora uvarum 98%

T:Tokat, N: Nevsehir, A: tortu alma islemi uygulanmamis deneme, B: tortu alma islemi uygulanmamis deneme, 1:
liziim, 2: fermasntasyon basi, 3: fermantasyon ortasi, 4: fermantasyon sonu
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