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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SARAPTA YENi OLDURUCU MAYALARIN KARAKTERIZASYONU

Ahsen AFYONCU

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Calismamizda, o6nceki c¢aligmalarda baglardan izole edilerek tammlanmis olan
mayalar (ireme hizi, diger mayalan Oldiirme kapasiteleri incelenerek sarap
fermantasyonu i¢in seg¢ilmiglerdir. Maya biiylimesi spektrofotometrik olarak % 2 ve
% 10 oraninda YEPD sivi besiyerine, % 2 oraninda melas besiyerine inokulum
yapilarak belirlenmistir. S. cerevisae E7AR1 susunun ortalama olarak en yiiksek tireme
hizina sahip oldugu belirlenmistir.

Gelisme ve tireme durumu incelenen mayalar arasinda biyokiitle artis1 ve hizi
bakimindan S. cerevisiae ETAR1, T. delbrueckii CH126, T. delbrueckii EX1180 ve
T. delbrueckii BP4412 strainleri sarap yapiminda kullanilmak iizere se¢ilmigtir. Ayrica
spontan olarak da sarap fermantasyonu ger¢eklestirilmistir.

Fermantasyon siiresince gira ortamindaki mayalarin seker tiiketim miktar
incelendiginde; kirmizi ve beyaz iiziim sirasinda en iyi seker tiikketim kapasitesinin
S. cerevisiae ETAR1 (Swra 2) ve T. delbrueckii BP4412 + S. cerevisiae ETARI
(S1ra 5)’ de oldugu gézlenmistir. |

Fermantasyonun toplam stiresi, katil 6zellik, seker tiikketimi ve duyusal analiz
bakimindan {iretilen kirmizi ve beyaz saraplar karsilagtinlmigtir. Kirmizi ve beyaz
sarapta yapilan duyusal analizlerde berraklik puanlamasinda en diigik puam
T. delbrueckii BP4412 + S. cerevisiae ETAR1 ko-kiiltiirii ile iiretilen sarap almistir.
Sarap Fermantasyon hiz1 ve duyusal analiz sonuglar incelendiginde en yiiksek verimin
S. cerevisae ETAR] straininden elde edildigi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisae, Torulaspora delbrueckii, sarap
Fermantasyonu
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Nermin SARIGUL, Mehmet Akif Ersoy Universitesi,
Biyoloji Bolimii
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

CHARACTERIZATION OF NEW KILLER YEASTS IN WINE

Ahsen AFYONCU

Mehmet Akif Ersoy University

Institute of Natural andAppliedSciences
Department of Biology

In this study, yeast strains previously isolated and identificated from vineyards
were selected by their growth rate and killer abilities. Theinfluences of inoculum size
andmedium on %2 inoculum in molassesmedium. At theseconditionsS. cerevisae
E7ARI1 has the most rapid growth as average.

S. cerevisiaeE7AR1, T. delbrueckiiCH126,T. delbrueckiiEX1180 and
T. delbrueckiiBP4412 strains were selected for wine making according to their
population growth rates and killer abilities. Wine fermentation was also performed by
spontaneously.

During fermentation, sugar consumption in red and white grape must showed
that S. cerevisiaeE7AR1 (must 2) and T. delbrueckiiBP4412+ S. cerevisiaeE7AR 1 (must
5) had the highest sugar consumption capacity.

Red and white wines were compared for fermentation time, killer activity, sugar
consumption and sensory analysis. In sensory analysis of red and white wine,
T. delbrueckiiBP4412 + S. cerevisiaeE7AR1 had the lowest evaluation mark.
According to fermentation period and sensory analysis the best yield was gained from
the strainS. cerevisae E7ARI.

Keywords:Saccharomycescerevisae, Torulasporadelbrueckii, wine fermentation.

Advisor: Yrd. Dog. Dr. Nermin SARIGUL, Mehmet Akif Ersoy University, Instituteof
Natural andAppliedSciences, Department of Biology
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1. GIRIS

Sarap lretiminde 6zel olarak secilmis maya tilirlerinin kullanilmasi ile bir¢ok
iilkede cok iyi sonuglar alindigi belirtilmektedir. Saflagtirildiktan sonra karakterize
edilerek, sarap fabrikalarmin kiiltiir koleksiyonuna katilan mayalar ile iiretilen son
tirtinlerin kalitesinin, spontan fermantasyon yolu ile tiretilenlerden daha iyi oldugu ifade
edilmektedir. Son yillarda, ispanya gibi geleneksel sarap iiretimi yapan iilkelerde,
kontrollii sira fermantasyonu ig¢in Ozel olarak secilmis, yerel maya tiirlerinin
kullaniminda artis oldugu ifade edilmektedir. Yerel maya suslarinin, ¢evresel kosullara
daha iyi adapte olabilmeleri nedeni ile yariscil Ozelliklerinin daha fazla olduguna
inanilmaktadir. Bu nedenle yerel suslarin fermantasyon sirasinda baskin florada yer
alabilecekleri ve sarabin olusumundan sorumlu en 6nemli biyolojik etmen olabilecekleri
ifade edilmektedir.

Oldiiriicii mayalarin, sarap fermantasyonunda istenmeyen tiirlerin ve yabani
maya tiirlerinin gelismesini 6nlemede ve fermantasyonda istenmeyen bilesiklerin
olusumunun kontroliinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Sarap ve bira endiistrisinde
son yillardaki egilim; katil 6zellige sahip, saraplik kalitesi yliksek bir maya susu
gelistirmektir. Bunun icin fermantasyonda on kiiltiir olarak katil maya kullanilirsa, katil
mayalar dominant hale gelir; sarap fermantasyonunda istenmeyen yabani maya
tiirlerinin geligmesini Onler ve fermantasyonda istenmeyen bilesiklerin, agir1 H,S, ugucu
asitler ve aroma olusumunun kontroliinii saglar. Bir katil maya, sarap yapimi i¢in pozitif
karakteristiklere sahip olursa ve starter kiiltiir olarak kullanilirsa sarap fermantasyonu
sorunsuz tamamlanacak ve fermantasyon prosesi kendi kendini koruyabilecektir

Bu cgaligmada sarap iiretimi amaciyla Cizelge 2.2.” deki yerel katil mayalar ile
Ozellikleri bilinen ticari aktif kuru mayalar kullanmilmistir. Ticari maya suslar1 ve katil
mayalar sivi besiyerinde aktiflestirilmis ve fermantasyon ortamlarina inokiilasyonlari
yapilmustir. Farkli cinslere ait mayalar, katil mayalar ile kullanilarak bu mayalarin
fermantasyon yetenekleri karsilagtirilmigtir. Fermantasyonda ortamdaki gaz (CO,)
olusumu ile etil alkol olugsumu kantitatif olarak izlenmistir. Fermantasyona baslama hizi,
seker tiikketim kapasitesi ve duyusal analiz bakimindan kirmizi ve beyaz iizim siralarina

6ldiiriicii mayalarin etkisi incelenmistir.



Katil  mayalar ilk  olarak = Makower ve  (1963)  tarafindan
Saccharomyces cerevisiae’ nin laboratuvar suslarimin arasinda kesfedilmistir
(Marquina ve dig., 2002; Manfred ve Breinig, 2002; Mohamudha ve Ayesha Begum,
2010). Arastirmacilar maya suslarini katil, hassas ve ndtral olmak iizere 3 gruba
ayirmistir. Katil mayalar, ayni tiiriin duyarli suslarini 6ldiiren fakat kendilerinin bagisik
oldugu protein yapida toksinler salgilarlar. Bu proteinler oldiiriicii toksinler diye
adlandirilir (Schmitt ve Breinig, 2002; 2006; Rodrigez- Cousifio ve dig., 2011).

Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda ise o6ldiiriicii 6zellikleri bakimindan
mayalar dort sinifa ayrilmistir. Bunlar; Oldiiriici; K, duyarli; S, noétral; N,
oldiiriicii- duyarl; K-S suslaridir. Oldiiriicii suslar kendi toksinine bagisik olup, nétral
suslar ise hem toksin iiretmezler hem de Oldiiriicii toksine karst duyarsizdir.
Oldiiriicii-duyarli suslar ise oldiiriicii faktore sahip olup, aym zamanda diger Kkatil
mayalarin toksinine kars1 da duyarhdirlar (Hutchins ve Bussey, 1983). Bu toksinlerin
etkisi hem toksinin gii¢liiliigline hem de segilen kosullar altinda hiicrelerin duyarliligina
ve bilyiime fazina baghdir (Ozgelik ve dig., 1996).

Oldiiriicii toksin sentezleme &zelligi sarap ve bira fermantasyonlari ile ekmek
{iretim prosesi olmak iizere degisik fermantasyonlarda goriilebilir. Oldiiriicii maya
tiirleri, farkli gida ve igki fermantasyonlarindan olabildigi gibi, goller, nehirler, meyve
ve sebzeler gibi degisik ortamlardan da izole edilmislerdir. Ekolojik caligsmalar, katil
tiirlerdeki oldiiriicii aktivitenin toksin iireterek habitatindan diger mayalar1 uzak tutmak
seklinde bir rekabet mekanizmasi oldugunu isaret etmektedir
(Hutchins ve Bussey, 1983).

S. cerevisiae katil maya tiirleri arasinda ekonomik 6nemi nedeniyle en ok
incelenen tiirdiir (Vondrejs ve dig., 1996; Manfred ve Breinig, 2002). Cizelge 1.2.” de
S. cerevisiae katil tiire ait fenotipler ve ozellikleri gosterilmistir. Su anda katil olan
tiirlere ait bu mayalar, salgilanan toksinlerin molekiiler 6zelliklerine, onlarin 6ldiirme
profiline, ¢apraz bagisiklik eksikligine ve genetik belirleyicilerin kodlarina gore K1, K2
ve K28 olmak iizere 3 ana gruba ayrilmistir (Schmitt ve Breinig, 2002; 2006;
Mohamudha ve Ayesha Begum, 2010; Rodrigez-Cousifio ve dig., 2011). Bu mayalar,
dsRNA tarafindan kodlanan toksinleri iireten suslar tarafindan olusturulmustur. Ama
KHR ve KHS adli toksinleri iireten katil mayalar kromozomal DNA iizerinde
kodlanmistir (Goto ve dig., 1990; Onat, 2007; Rodrigez-Cousifio ve dig., 2011).



1978 yilinda Young ve Yagiu, capraz - karsilikli 6ldiirme ve Sldiriicii suglar
arasindaki immiin etkilesime bagl olarak 6ldiiriicii maya suslarini 10 gruba ayirmistir
(Young ve Yagiu, 1978; Goto ve dig., 1991; Yener, 2006; Stefanie ve dig., 2006).

Young ve Yagiu’ nun bu smiflandirmasina Wickner tarafindan K11 tipi
eklenmistir. Cizelge 1.1.° de oldiriici mayalar ve onlarin oSldiiriicii toksinleri
gosterilmektedir (Goto ve dig., 1991). ilk ii¢ grup (K1, K2 ve K3) Saccharomyces
cerevisiae susudur. K1 toksini yiiksek sicakliga ve proteazlara karsi duyarli olup,
pH optimumu 4,6-4,8 arasindadir. Bu nedenle K1 toksini diisiik pH’ da inaktif hale
geleceginden, sarap fermantasyonunda Onemli degildir (Manfred ve Breinig, 2002).
Buna karsilik K2 toksini pH 2,8-4,8 arasinda stabildir. Wingfield ve dig., (1986)
K3 toksin tipi K2 toksin tipinin bir mutant1 ve bu iki tipin K1’den farkli oldugunu
belirtmislerdir (Wickner, 1979; Wingfield ve dig., 1986). K3 tipinin sadece sarap
mayasindaki suslardan olusur ve K1, K2 tipi katilleri 6ldiirme aktivitesine sahiptir. Bu
nedenle K2 ve K3 tipi mayalar sarap endiistrisinde bir sorun yaratabilirler. Bu tip
mayalarin toksinlerinin fermantasyonu saglayan duyarli sarap mayalarina karsi,
oldiiriicti oldugu saptanmustir.

K4-K11 oldiiriicii tipleri ise Saccharomyces cerevisiae’ nin disindaki diger cins

ve tlirlere 6zgiidiir (Wickner, 1979). Bu simiflandirma Cizelge 1.1.” de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Oldiiriicii Mayalar ve Onlarin Oldiiriicii Toksinleri (Goto ve dig., 1991; Yener, 2006).

Oldiiriicii Protein Ureten Suslar Siniflandirma
Saccharomyces cerevisiae™ K1
Saccharomyces cerevisiae™® K2
Saccharomyces capensis K3
Candida glabrata K4
Pichia anomala K5
Kluyveromyces fragilis K6
Candida valida K7
Hansenula anomala K8
Hansenula mrakii K9
Kluyveromyces drosopHilarum K10
Torulopsis glabrata K11

* K2 yalnizca fermantasyon kontaminantlarinda bulunmasi ve K1 katillerini 6ldiirmesine ragmen, K1
fenotipi, genis bir sekilde S. cerevisiae’ nin laboratuvar suslarinda ve yabani suslarinda bulunmaktadir.

Oldiiriicii toksinler, tiirler ve suslar arasinda; proteinlerin 3 boyutlu yapisi,
toksinlerin etki mekanizmasi, molekiiler biiytlikliigli ve onlar1 kodlayan gen bakimindan
farkliliklar gosterir (Tlirkmen, 1993).

Oldiiriicii maya toksinlerinin etkinligi pH ve sicakliga bagl olarak
degismektedir. Genellikle pH 4-5 ve 20-25 °C’de aktif ve kararlidirlar. Ayrica her
toksinin daha oOldiiriicii etki gosterdigi optimum pH ve sicaklik degeri vardir

(Hutchins ve Bussey, 1983; Suzuki, 1999; Yener, 2006).



Cizelge 1.2. S. cerevisiae Katil Cinsinin Fenotipleri ve Ozellikleri (Yener, 2006; Ozcelik, 2007)

Fenotip Ozellikleri
Oldiiriicii protein iireten, kendi proteinine bagisik,
K + R+ K2 ve K3 proteinlerine duyarl tiirler.
1o
Lo Oldiiriicii protein iireten, kendi proteinine bagisik,
K2 R2 K1 ve K3 proteinlerine duyarl tiirler.

Oldiiriicii protein iireten, kendi proteinine bagisik,

K R K1 ve K2 proteinlerine duyarli tiirler

303

. Notral fenotip; Suslar katil protein liretmezler ve
KR bagisiktirlar.

oo+ Siiper katil fenotip; Suslar daha aktif ve daha stabil
K1 R1 K1 katil proteinini iiretir.

W Intihar fenotip; Toksin iireten ve K1 toksinine kars1
K1 R1 azalan bir bagisiklik gdsteren tiirlerdir.
KR Katil protein iiretmeyen duyarl: tiirlerdir.

* K'; Katil 6zelligin varligmi, K~ ; Katil 6zelligin yoklugunu,
* R"; Bagisiklik 6zelligin varligini, R™; Bagisiklik 6zelligin yoklugunu ifade eder.

1.1. Katil Sistemler

1.1.1. dsRNA Viriis Tabanh Katil Maya Sistemleri

Saccharomyces cinsi liyelerinin trettigi katil toksin, ¢ift sarmallit RNA plazmid
(dsRNA plasmid) varligima baghdir. Bunlar dsRNA viriisleri veya virlis benzeri
partikiiller olarak tanimlanirlar. Viriis benzeri bu partikiiller tomurcuklanma sirasinda
hiicreden hiicreye flizyon ile tasinirlar ve Saccharomyces, Kluyveromyces ve Pichia
cinslerine ait tiirlerde rastlanmaktadir (Tiirkiye 9. Gida Kongresi, 2006).

Oldiiriicii fenotip her zaman dsRNA ile belitlenmez. Kluyveromyces lactis gibi
diger maya cinslerinde, Sldiiriicii fenotip i¢in gerekli bilgi lineer ¢ift iplik¢ikli DNA

tarafindan taginmaktadir.



Candida sp. ve Hansenula anamola’nin Oldiriicii karakteri ise ekstrakromozomal
genlerle degil, kromozamal genlerle kodlanmistir (Tiirkiye 9. Gida Kongresi, 2006).

S. cerevisiae’ de L (4,6-4,8 kb) ve M (1,0-1,8 kb) olarak isimlendirilen iki
dsRNA (L dsRNA ve M dsRNA) plazmidi tanimlanmistir (Soares ve Sato, 1999;
Manfred ve Breinig, 2002; Tsutomu ve Esteban, 2010). Sirastyla K1, K2, K3 gibi farkli
tipte suslara ait farkli boyutlarda plazmitler vardir. Bunlar; M1 (1,9 kb), M2 (1,7 kb),
M3 ds (1,5 kb). M dsRNA hiicrede 10-100 arasinda degisen yiiksek kopya sayisinda
bulunmaktadirlar. M dsRNA katil toksinle beraber kendini, kendi iirettigi toksinden
koruyan bagisiklik faktorlerini kodlar. L dsRNA, M formundan 3 kat daha biiytiktiir.
L dsRNA, viriis benzeri kapsiil proteinini; M dsRNA ise katil toksin sentezini kodlar.
Diger bir ifade ile L dSRNA M dsRNA’ nin enkapsidasyonu i¢in gerekli proteinleri
kodlamaktadir M dsRNA ise katil fenotipin ortaya ¢ikmasindan sorumludur. M dsRNA
viriisii sadece oldiiriicii aktiviteye sahip suslarda bulunur. L dsRNA viriisii ise pek ¢ok

maya susunda bulunabilir.

1.1.2. Sitoplazmik Dogrusal DNA Plazmidli Katil Maya Sistemleri

Sitoplazmada bulunan dogrusal (lineer) ekstrakromozomal dsDNA elementleri
dogrusal plazmidler olarak bilinir ve prokaryotlar ile dkaryotlar arasinda genis yayilhim
gosterir. Dogrusal DNA plazmidi genellikle ipliksi mantarlar ve bitkiler arasinda
mitokondri ile iliskilidir. Mayalarda ise dogrusal DNA plazmidi sitoplazmadadir ve 6zel
bir genetik organizasyona sahiptir. Bu nedenle mayalarin dogrusal plazmidleri ayri bir
plazmid grubu olarak degerlendirilebilinir (Berry, 1995).

S. italicus, D. diastaticus, T. dattila ve K. lactis’de iki tane lineer ¢ift iplik¢ikli
ve Oldiriici toksin iretme yeteneginde DNA plasmidlerinin varligi aciklanmistir
Bunlar; pGKL 1 ve pGKL 2’dir. Bu DNA plasmidlerine sahip olan K. /actis susunun,
toksik maddeler salgilayarak diger mayalar1 (toksik madde sentezlemeyenler) dldiirdiigii
belirlenmistir. (Rosini, 1983; Stefanie ve dig., 2006). pGKL 1 ve pGKL 2 plazmidi
cekirdekte degil, sitoplazmada bulunmaktadir ve katil fenotipin olusmasi ile iligkilidir.
Bu oldiiriicii toksinler, pGKL 1 (8,9 kb), pGKL 2 (13,5 kb)’den daha kiigiiktiir ve
otonom degildir. pGKL 2 ise 13,4 kb’ dir ve otonomdur (Paluszynski ve dig. 2007,
Yener, 2006; Stefanie ve dig., 2006).



pGKL 1, katil toksinleri ve buna kars1 hiicrenin bagisikligi ile ilgili proteinleri
kodlarken; biiylik plazmid pGKL 2, linear plazmidlerin bakim ve replikasyonu i¢in
gerekli olmast muhtemeldir (Bostian ve dig., 1980; Stark ve dig., 1990;
Schickel ve dig., 1996; Yener, 2006; Stefanie ve dig., 2006). pGKL 2, daha {iniform bir
plazmid iken, pGKL 1 tiirler aras1 degiskenlik gosterir. Kluyveromyces lactis tiiriine ait
olan oOldiiriicii mayalar ytliksek molekiiler agirlikta iki alt tiniteli toksin iiretmektedirler.
Bu toksin, adenil siklaz aktivitesini inhibe etmektedir (Magliani ve Conti, 1997).

Ustilago maydis’te katil 6zellik dsRNA mikovirtisleri tarafindan kodlanir.
Santos ve dig. (2011) tarafindan yapilan bir calismada Ustilago maydis’in katil
faaliyetlerinin  Brettanomyces bruxellensis’e kars1t etkili oldugu kanitlanmistir.
B. bruxellensis sarap kalitesi i¢in en zararh tiirlerden biridir ve biyokontrolii zordur.
Yapilan calismada, U. maydis CYC 1410 susundaki KP6 toksininin pH 3,0 ile 4,5
arasinda ve 15 °C ile 25 °C degerinde B. bruxellensis’ e karst aktif oldugunu ve

sarapcilikta biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilecegini saptanmustir.

1.1.3. Kromozomlarda Kodlanan Katil Maya Sistemleri

Yapilan baz1 ¢alismalarda katil O6zelliklerin = plazmidlerde bulundugu
belirlenmistir. Bir halotolerant maya olan Pichia farinosa, katil geni [SMK1] kromozom
tizerinde bulunur ve S. cerevisiae’ nin K1 toksinine benzeyen toksini kodlar. Bu
toksinin  ekspresyonu (SMKT: Tuz aracili katil toksin) NaCl tarafindan
post-translasyonel kontrolliidiir (Meinhardt ve Klassen, 2007).

Halotolerant bir maya olan Candida nodaensis’den salgilanan CnKT Kkatil
toksini geni kromozomlarda kodlanmistir. Bu toksin genis pH araligi ve sicaklikta
aktiftir, uzun zaman periyodlarinda koruma ve donmaya karsi toleranshidir. CnKT’nin
stabilitesi, yiiksek iyonik kosullar altinda artar ve aktivitesi sodyum iyonlar1 tarafindan
uyarilarak kararligini etkileyebilir. Bu o6zellikleri acisindan c¢esitli biyoteknolojik
uygulamalarda gelecek vadeden bir toksindir (Da Silva ve dig., 2008).

Kluyveromyces thermotolerans kromozomal DNA’da kodlanmig katil toksini
salgilar. Bu toksinin 6ldiirme faaliyeti NaCl varligina baghidir ve katil etki spektrumu

genisligi NaCl yogunluguna gore degisir (Meinhardt ve Klassen, 2007).



S. cerevisiae susuna ait katil toksinler kromozomal DNA iizerinde kodlanmustir.
Bu genlerin optimum pH ve termostabiliteleri farklidir. KHR
(6ldiirticii of heat resistant) geni (20 kDa), IX kromozomu iizerinde kodlanmis ve KHS
(6ldiirticii of heat susceptible) geni (75 kDa) ise V kromozomu fiizerinde kodlanmigtir
(Magliani ve dig., 1997; Ciani ve Maccarelli, 2004).

Schwanniomyces occidentalis’ in katil toksinlerinin geni kromozomal
kodlanmigtir. Chen ve dig. (2000) tarafindan yapilan bir c¢alismada
Schwanniomyces occidentalis’ in katil toksinleri Saccharomyces cerevisiae (K1 ve K2),
Saccharomyces capensis (K3), T. glabrata (K4), Hansenula subpelliculosa (K5),
Hansenula anomala (K8) ve Candida glabrata katil mayalarina kars1 oldiiriicii iken
Kluyveromyces fragilis (K6), Candida valida (K7), Williopsis mirakii (K9) ve
Kluyveromyces lactis suslar1 direnglidir. Bu katil toksin pH 2 ile 5 arasinda kararli ve
40 °C’nin tizerindeki sicakliklarda inaktiftir. Bu toksin, W. mirakii’ nin K9 toksinine
benzerdir.

Hansenula mrakii’ nin 6ldiiriicii susu genis bir spektruma sahip katil toksin
tiretir. HMK (10,7 kDa) geni Hansenula mrakii’ nin dldiiriicii toksinlerini kodlar ve bu
toksin 88 aminoasitten olusmustur. Diger dldiiriicti toksinlere gore, daha yiiksek sicaklik
ve pH araliginda (pH:2-11) stabildir. HSK geni ise Hansenula saturnus’ un o6ldiirlici
toksinlerini kodlamaktadir (Kono, 1993). Farkl:1 katil maya suslarinda, toksin genlerinin

nerede bulundugu Cizelge 1.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Oldiiriicii fenotip mayalarda ekspresyonun genetik materyali
(Manfred ve Breinig, 2002; Ciani ve Maccarelli, 2004; Ozcelik ve Altuntas 2007).

Maya Genetik materyal Toksin geni
Saccharomyces cerevisiae ds RNA viriisi MI-, M2-, M28
Hansenula uvarum ds RNA viriisii M-dsRNA
Zygosaccharomycesbailii ds RNA virtisii M-dsRNA
Ustilago. Maydis ds RNA virtisii M-dsRNA
Kluyveromyces lactis Linear dsDNA plazmidi ~ pGKI/I
Kluyveromyces fragilis Kromozomal *ND



Maya Genetik materyal Toksin geni

Pichia acaice Linear dsDNA plazmidi ~ pPacl
Pichia inositovora Linear dsDNA plazmidi ~ pPinl
Pichia kluyveri Kromozomal ND
Pichia farinosa Kromozomal SMK 1
Pichia anomala Kromozomal ND
Williopsis mrakii Kromozomal HMK
Williopsis saturnus Kromozomal ND
Schwanniomyces occidentalis Kromozomal ND
Debaryomyces hansenii Kromozomal ND
Candida glabrata Kromozomal ND

*ND: Gen bolgesi heniiz tanimlanmamistir.

1.2. Katil Toksinlerin Etki Mekanizmasi

S. cerevisiae katil susu tarafindan tretilen K1 toksini, hiicre dist toksin olup,
kiiciik monomerik bir proteindir. Termostabil ve pH 4,2-4,6’da aktiftir. K1 toksini,
logaritmik biiylime fazinda hiicre disina salgilanir ve toksine hassas hiicrelerdeki
glukanlara baglanarak, hiicre membraninin gecirgenligini bozar
(Wen- Bao ve dig., 2000).

Katil toksinlerin etki mekanizmalar1 farkli olmasina ragmen, tiim viral toksinler
(K1, K2, K28), iki asamal1 bir siirecte reseptorleri araciligiyla hassas maya hiicrelerini
oldiiriir. Oldiirme; hiicre duvarmna baglanma ve hiicre zarma etki seklindedir.
Sekil 1.1.° de gosterilmistir (Mohamudha ve Ayshe Begum, 2010; Kimura, 1993;
Doger, 2004).

Mayalarin hiicre duvarlar1 % 85-90 oraninda polisakkarit ile % 10-15 oraninda
proteinden olusur. Maya hiicre duvarinin baslica bileseni B-1,3-glukandir ve % 50

civarinda bulunur. B-1,6-D-glukan ise % 15 oraninda bulunmaktadir.



Bunun disinda % 0,6-9 arasinda kitin icermektedir. Bu dagilim tiirlere gére oldukca
degiskendir. Cizelge 1.4.’de ¢esitli katil toksinler i¢in tanimlanan primer reseptorler

liste halinde verilmistir.

L D
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Sekil 1.1. Viral toksinlerin (K1, K2, K28) etki mekanizmasi.

Oldiiriicii toksinlerin etki mekanizmasi igin biiyiik 6lciide K1 ve K2 caligilmistir.
K1 ve K2 igin birincil reseptdr B-1,6-D-glukan olarak tespit edilmistir. Oysa K28 i¢in,
hiicre reseptorii yiiksek molekiil agirlikli K-1,3-mannoproteindir (Kimura, 1993;
Schickel ve dig., 1996; Manfred ve Breinig, 2002; Doger, 2004; Mohamudha ve Ayshe
Begum, 2010). Bu reseptorler, duyarli suslarin hiicrelerinde ve katil fenotipin suslarinda
cok sayida bulunur.

Oldiirme isleminde iki asamali bir mekanizma vardir. K1 katil toksini ilk olarak
mayanin hiicre duvarindaki 1-6-B-D-glukan reseptorlerine baglanir ve bu proses [
zinciri tarafindan kontrol edilir. Ardindan o zinciri hiicre zarina etki eder ve diizensiz
potasyum akisina, sonra da hiicrenin oliimiine neden olur (Manfred ve Breinig, 2002;

Anli, 2005; Sertkaya, 2005; Mohamudha ve Ayshe Begum, 2010).
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Cizelge 1.4. Oldiiriicii toksinler ve hedef hiicredeki reseptorleri (Hutchins ve Bussey, 1983;
Manfred ve Breinig, 2002; Doger, 2004; Altintas ve Ozgelik 2007).

Oldiiriicii Toksin Reseptor

Saccharomyces cerevisiae K1 B -1,6-D-Glukan
Saccharomyces cerevisiae K2 B -1,6-D-Glukan
Kluyveromyces lactis Kitin

Kluyveromyces pHaffii B -1,3-D-Glukan ve f -1,6-D-Glukan
Pichia acaciae Kitin

Pichia membrannifaciens B -1,6-D-Glukan

Williopsis mrakii HM-1 Hiicre duvan f -1,6-D-Glukan
Debaryomyces hansenii B -1,6-D-Glukan
Hanseniaspora uvarum B -1,6-D-Glukan
Saccharomyces cerevisiae KT28 Hiicre duvar1 mannoproteini
Zygosaccharomyces bailii Hiicre duvar1 mannoproteini
Pichia anomala K5 B -1,3-D-Glukan

Katil toksinlerin, hiicreye baglanmasi zar gecirgenliginde degisiklige neden olur
ve hiicre hasar1t meydana gelir. Hiicrede belirgin bir sekilde pH azalir, metabolik siire¢
inhibe olur, potasyum iyonlarinin serbest birakilir ve sonunda hiicre dliir. S. cerevisiae
tarafindan salgilanan K1 katil toksinlerinin etki mekanizmasi Sekil 1.2.A.” daki gibidir
(Jacops ve Van Vuuren, 1991; Sesti ve dig, 2001; Sertkaya, 2005; Rodrigez- Cousiflo
ve dig., 2011).

Diger katil hiicre toksinlerinden farkli olarak, S. cerevisiae KT28 toksini hiicre
duvariin mannoproteinlerine baglanir. Hiicre membrani ile etkilesim, DNA sentezinin
hizli inhibisyonuna neden olur. Hiicre canlilig1 yavasca kaybolur ve hiicre bdliinmesi
dongliniin S asamasinda toksin kesilir. Sekil 1.2.B.” deki gibidir (Bussey, 1990;
Nikolaou ve dig., 2006; Manfred ve Breinig, 2002).
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K28 toksini hedefi:
Cekirdek

T=25-352C
" H5-5,8
Hiicre &

K1 toksini hedefi:
Plazma Membrani

Duvari

T<242C
pH 4,3-4,7

Hiicre Zan

Hiicre Zani

Hiicre

Hiicre dongiisiinii durdurma +

A Duvari

DNA sentezini engelleme

Sekil 1.2. S.cerevisiae K1 ve K28 mayalariin viral toksinlerin reseptor aracili eylem modu
(Nikolaou ve dig., 2006).

Pichia kluyveri’ye ait toksin pH 2,5-4,7 ile 40 °C’nin {izerinde stabildir.
P. kluyveri toksini, 6nce hiicre duvarina ve daha sonra da hiicre membranina baglanarak
etkisini gostermektedir (Magliani ve dig., 1997). Membrana baglanmasi nedeniyle
membran biitiinliigii bozulur ve elektrokimyasal potansiyeli tahrip ederek iyon kanallari
olusmasina neden olur. Bu kanallar, fizyolojik katyonlar ve anyonlar i¢in nispeten
secici degildir. Toksin kaynakli bu kanallar, K" ve H" dengesinin bozulmasina neden
olur (Yabe, 1996; Sesti ve dig., 2001). Oldiiriicii hiicrelerin toksinlere karsi nasil
bagisiklik kazandig: ise hala bilinmemektedir.

1.3. Katil Mayalar ve Fermantasyon Teknolojisinde Kullanimlari

Mikrobiyoloji ve fermantasyon bilimindeki ilerlemeler ile sarap iiretimi daha
fazla kontrol edilebilmektedir. Bu amagla; sarabin bilesimini ve kalitesini belirlemede
en Oonemli katkiy1 saglayan etkenlerden biri olarak kabul edilen mayanin, teknolojik
Ozelliklerinin bilinmesi ve kullanilacak susun sira bilesimine gore secilmesi,
fermantasyon sirasinda maya icin uygun kosullarin saglanmasi Onemlidir

(Wickner, 1996).
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Sarap mayalarinin se¢iminde; iyi gelisme ve fermantasyon kapasitesi, etanol
toleranst ve H,S, asetat gibi istenmeyen bilesiklerin sinirli miktarda iiretimi gibi
ozellikler g6z Onilinde bulundurulmaktadir. Bunlarin yaninda; yiiksek seker
konsantrasyonuna dayaniklilik, farkli sicaklik derecelerinde gelisme, siranin sahip
oldugu diisiik pH degerinde gelisebilme, farkli seker tiirlerini fermente ve asimile
edebilme, az miktarda kopiik olusturma, etanol iretimi, gliserin iiretimi, sarap
endiistrisinde kullanilan ¢esitli koruyucu maddelere (SO, potasyum sorbat gibi) karsi
direng ve katil aktivite Ozellikleri de dikkate alinmaktadir (Regadon ve dig., 1997;
Ozgelik, 1999; Esteve-Zarzoso, 2000).

Sarap fermantasyonunda katil etkinin biiyiikliigii; katil suslarin duyarli suslara
ilk oranma, g¢evre kosullarina, duyarli hiicrelerin biiylime fazina, nétr (koruyucu)
mayalarin varligima, katil maya suslarinin toksinlerinin duyarli suslara etkisine,
inokulum miktarina ve azot durumuna baglidir (Kagan, 1983; Young, 1987;
Ramirez ve dig., 1998).

Starter kiiltlir olarak katil maya se¢iminde dikkat edilmesi gereken nokta
mayanin kendi dogal cevresinde test edilmesidir. Cilinkii katil mayalar biiyiik 6lgekli
sarap fermantasyonlarinda, yapay besiyeri ortamindaki testlerden daha farkli 6zellik
gosterirler (Rodriguez-Porrata ve dig., 2008).

Sarap fermantasyonunda, S.cerevisiae’ min duyarli ve katil suslari bir arada
bulunursa fermantasyon sirasinda duyarli mayalar, katil mayalar tarafindan inhibe
edilebilir. Bu durum sarabin kalitesini azaltir (Russel, 1986). Tracey ve dig. (1986),
sarap fermantasyonunun yavas ilerledigi bir caligmada, metilen mavisi ile boyanan
mayalarin % 90’mun Olii hiicreler oldugunu ve canli hiicrelerin ise katil o6zellik
gosterdigini saptamistir. Katil 6zellik gosteren S. cerevisiae sarap mayalarinin, diger
cins ve tirdeki mayalar1 Oldiirme ozelligi tasimasi ve genetik yapilarinin stabil
olmamasi nedeniyle sarap fermantasyonlarinda nétral mayalarin kullanilmasinin daha
uygun olacagini belirtmistir.

Sarap ve bira endiistrisinde son yillardaki egilim; katil 6zellige sahip, saraplik
kalitesi yiiksek bir maya susu gelistirmektir. Bunun i¢in fermantasyonda on kiiltiir
olarak katil maya kullanilirsa, katil mayalar dominant hale gelir; sarap

fermantasyonunda istenmeyen yabani maya tiirlerinin gelismesini onler.
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Fermantasyonda istenmeyen bilesiklerin, asir1 H,S, ugucu asitler ve aroma olusumunun
kontroliinii saglar. Bir katil maya pozitif enolojik karakteristiklere sahip olursa ve starter
kiiltiir olarak kullanilirsa sarap fermantasyonu sorunsuz tamamlanacak ve fermantasyon
prosesi kendi kendini koruyabilecektir (Tredoux,1986).

Cesitli ekolojik calismalar, apikulat mayalarinin (Hanseniaspora, Kloeckera)
taze sikilmis meyve sularinda ve {iziim ylizeylerinde yaygin oldugunu gostermistir.
Apikulat mayalar, diisiik etanol toleranslar1 nedeniyle fermantasyonun basinda goézlenen
ve mikroskop ile incelendiginde limon seklinde goriilen mayalardir. Uziim gibi steril
olmayan cevrelerde, apikulat mayalarmin biiylime kontrolii genellikle siilfiir dioksit
tarafindan yapilmaktadir. Ancak Diinya Saglik Orgiitii ve Avrupa Ekonomik Toplulugu
gibi pek ¢ok kurum, toksik etkileri nedeniyle gida {iriinlerinde antimikrobiyal ajanlarin
kullaniminm1 azaltma ihtiyacini vurgulamistir. Apikulat mayalarda, fermantasyon oncesi
asamada SO, kullanimini ortadan kaldirmak veya iiziim fermantasyonu sirasinda
kullanimin1 azaltmak i¢in kontrol ajan1 olarak katil toksin kullanimi tesvik edilmektedir
(Radler, 1980; Yavas, 1996).

Jijakli ve dig. (1998) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, narenciye ve elma
enfeksiyonlarindan sorumlu Botrytis cinerea, Pichia anomala’ nin Kkatil toksinlerine
duyarli bulunmustur.

Ciani ve dig. (2004), sarap yapiminda apikulat mayalarmin kontrolii i¢in
Kluyveromyces pHalffii’ nin toksin lireten suslarini kullanmistir. Kluyveromyces pHalffii
tarafindan salgilanan katil toksin (KpKT) sarap yapiminda bozulmaya neden olan
mayalara karsi aktiftir. Boylece sarap enstitlisiinde istenmeyen mikroorganizmalarin
biyokontrollerinde uygulama potansiyelleri vardir.

Da Silvaa ve dig. (2008), Candida nodaensis tarafindan iiretilen (CnKT) toksini
bulmustur. Bu toksin oldukg¢a tuzlu gidalarin {iretiminde mayalar tarafindan bozulmaya

kars1 kullanilabilir bir toksindir.

1.4. Melas

Melas; seker tliretiminde, maksimum kristal seker alindiktan sonra geriye kalan

ana suruptur.
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Baslica fermantasyon teknolojisinde en o©nemli ham maddelerden biri olarak
kullanilmasinin yaninda, iire gibi azotlu bilesiklerle karistirilarak hayvan yemi olarak da
degerlendirilmektedir. Ayrica melasin igerdigi sekerin kimyasal yoldan ya da iyon
degisimi yoluyla kristallestirilip kazanilmasi da ticari olarak uygulanmaktadir. Seker
fabrikalarinda seker pancarindan kristal seker elde edilirken; hasat sekli, depolama
sartlar1 ve seker elde etme yontemine bagli olarak kristallendirilemeyen en son surup
seklinde yaklasik % 4 oraninda melas kalir (Ates, 2007).

Melas; inorganik maddeler, su, seker ve seker dis1 organik maddelerden olusan
kompleks bir karigimdir. Ortalama % 75-80’1 kuru madde ve bu kuru maddenin
% 48-52’si toplam seker ve % 25-28’1 seker dis1 maddelerden olusur. Melasta baslica
seker olarak sakkaroz bulunur. Seker dis1 maddeler, hiicre gelisimini ve fermantasyonu
uyarict ve baskilayict maddelerden olusur. Ornegin azot fermantasyonu uyarirken, eser
miktardaki toksik baskilayicidir. Ticari amagla kullanilan melasta, toplam seker
% 47°den daha az, pH degeri 6,8’den asagi olmamali ve SO, igerigi % 0,15’
gecmemelidir (Ates, 2007). Biiyiik bir boliimii betainden olusan melastaki toplam azot
miktar1 % 1,2 - 2,4 arasinda bulunmaktadir (Pamir, 1978).

1.5. Smra

Sira, liziim sikildiktan sonra islem gérmemis, fermantasyona hazir iizim suyu
olarak tarif etmistir. Sarap iiretiminde presleme isleminden Once, Ttziimden
kendiliginden akan siranin higbir basing uygulamadan alinmasi islemine sira alma; bu
siraya da ilk sira denir (Onat, 2007; Altintag, 2007). Salkim saplarinin siraya, daha
sonra da fermantasyona karigmasi halinde, sarapta tanen miktar yiikselir ve kaba bir
¢Op tadi olusur. Saplarindan ayrilan {liziimlerin ise en kisa siirede sirasit alinmalidir.
Antik cagda liztimlerin ayakla ezilmesi sonucu elde edilen ilk siranin birince derecede
kaliteli sarap yapiminda kullanildigi, buna da “prodomus” veya “protopos” dendigi;
ayakla ezilen posanin bir kez daha sikilmasindan ikinci derecede sarap elde edildigi, bu
islemden arta kalan posanin kaynatilmasi sonucunda elde edilen siradan iiciincii kalitede

sarap elde edildigi bilinmektedir (Kimura, 1993).
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On siranin almmasindan sonra iiziimlerin geriye kalan kabuk ve cekirdek
kisimlarina cibre ismi verilir. Anli (2005), cibreyi, iiziimiin preste sikildiktan sonra
kalan kat1 kismi1 (posa) olarak tarif etmistir.

Aktan ve Kalkan (2000)' a gore, 100 litrelik iizim maysesi agirlik olarak 110 kg.
hesaplanir ve bunun cibresi ise ¢esitlere ve yillara gore degismekle beraber 15-26 kg.

arasindadir (Onat, 2007).

1.6. Aktif Kuru Mayalar

Aktif kuru mayalar giiniimiizde diinyanin bir¢ok sarap bolgesinde yayilmustir.
1962 yilinda biiylik bir sarap iireticisinin baslattigi kuru aktif maya kullanimi kisa
stirede Kaliforniya ve Kuzey Amerika’nin her tarafina yayilmistir (Yavuzeser, 1986).

1964 yilinda ise Avustralya’da preslenmis maya kullanimi model olusturmus,
bunu kuru aktif maya kullanimi izlemistir (Zagorc ve dig., 2001).

Avrupa’ da kuru aktif mayalarla biiyiikk capta ilk denemeler 1973 yilinda
baslamis, 1975 yilindan itibaren hizla yaygilasmistir. 1977-1978 yillar1 arasinda 20
sarap Ureticisi tilkede yapilan anketler, bu {ilkelerin 16’sinda kuru aktif mayanin yaygin
olarak kullanildigin1 gostermistir (Jacobsen, 1985).

Aktif kuru maya ve gergek maya kiiltiirlinii birbirinden ayirmak igin su
tanimlamalar yardimei olabilir: Aktif kuru maya, yasayabilir bir maya hiicresi
kaynagidir. Ger¢ek maya kiiltiirii ise, fermente olmus bir kiiltiirdiir. Aktif kuru mayalar,
uzun yillar higbir bulasma riski tasimadan saklanabilmekte ve aktivitesini uzun siire
koruyabilmektedir. Ustelik bu suslar siraya dogrudan dogruya asilanabilmekte ve belli
bir gelisme periyoduna gerek duyulmamaktadir (Radler, 1980).

Kuru aktif mayalar homojen olmalar1 ve stabil yapilar1 nedeniyle giivenli bir
fermantasyon gergeklestirirler. Uretimden sonra uzun siire saklanabilir Larue ve dig.
(1979) gore, kuru aktif mayalar anaerobik kosullarda siispansiyon halindeki mayalara
oranla sekeri daha aktif olarak parcalayabilmektedir.

Bidan ve dig. (1981), ayn1 konsantrasyonda maya igeren sivi ve kuru maya
katilan saraplar1 incelemis ve birbirine ¢ok yakin sonuglara ulasmistir. Belirlenmis

kosullarda seleksiyone sivi ve kuru maya suslar1 benzer performans gosterirler.
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Ote yandan yapilan calismalar kuru mayalarda duragan fazin siispansiyon s1vi mayalara
gore daha uzun oldugunu gostermistir. Ancak bu arastirmacilar denemelerini yalnizca
Schizosaccharomyces cinsine ait mayalarla gerceklestirmislerdir. Yapilan ¢alismalar

kuru mayalarin daha hizli fermantasyon yaptigini gostermistir.

1.7. Fermantasyon

Fermantasyon olay1 karmasik, ¢ok basamakli biyokimyasal prosestir. Bu
dontigiimiin olmasi i¢in ¢ok sayida farkli enzimlere ve mayalarin da bu enzimleri
tiretmeleri icin uygun kosullarin saglanmasina gereksinim vardir (Anonim, 1979;
Gengosman, 2006).

Alkol fermantasyonu mayanin sarap olusturmasinda onemli bir aktivitedir.
Mayalar bu olay1 birgok mekanizmayr ayni anda kullanarak gergeklestirir. Bu
mekanizmalar: {iziim suyu bilesenlerinin kullanilmasi, etanol ile birlikte iiziim suyu
icinde yer alan kati maddelerden sarap tadini olusturan bilesiklerin ekstrakte edilmesini
saglayan ¢oziiciilerin iiretilmesi, sarap i¢inde yer alan iiziim suyu bilesiklerinin sarabin
icerigini olusturan bilesiklere donlismesini saglayan enzimlerin iiretilmesi, sarap tadini
olusturan bir¢ok sekonder bilesiklerin (asitler, alkoller, esterler, aldehitler, ketonlar vs.)
iretilmesi ve fermantasyon sonunda 6lmiis olan maya hiicrelerinin otolitik sindirimidir.
Siraya katilan mayalar Oncelikle ortamdaki mevcut oksijeni ve bir miktar sekeri
kullanarak ¢ogalirlar. Bu asamada sadece maya hiicresi iiretilir. Cok biiyiik miktarda
maya hiicresi iiretmek icin oksijen gereklidir. Fermantasyon baslangic asamasinda
mayalarin sayisinda artis devam ederken bir yandan da oksijen tiiketildigi i¢cin anoksik
kosullar gelismeye baslar ve mayalar ihtiyag duyduklari enerjiyi hazirlanan sira
ortamindaki karbonhidratlar1 metabolize ederek saglarlar. Fermantasyonda ilk olarak
glikoliz ile glukoz piruvik aside doniistiiriiliir (Anonim, 1979; Gengosman, 2006).

Mayalar piriivat1 6nce sitoplazmasindaki piriivat dekarboksilaz enzimi araciligi
ile dekarboksile etmek suretiyle asetaldehite, daha sonrada asetaldehiti alkol
dehidrojenaz  enzimi ile indirgemek suretiyle etil alkole doniistiiriirler

(Anonim, 1979; Gengosman, 2006).
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Fermantasyon esnasinda olusan CO, ve alkol maya i¢in atitk maddelerdir ve
belirli konsantrasyonlarin {istiinde toksiktirler. Ortamdaki sekerlerin tiikenmeye
baslamasi ile mayalar fermantorlerin dip kismina dogru ¢okmeye baslarlar, bu olay
sedimentasyon olarak tanimlanir. Besinin tamamen tiikkenmesi ile beraber liziz bagslar.
Otoliz olay1 sarapta dnemli derecede maya tadi birakir. Bu durumun 6niine gegmek igin
fermantasyonun bitisi takip edilir ve belirli araliklarla aktarim islemi yapilir
(Pamir, 1985; Gengosman, 2006).

Sarabin bozulmasinda 6nemli rol oynayan mikroorganizmalarin basinda bazi
asetik asit bakterileri ve laktik asit bakterileri gelmektedir. Laktik asit bakterilerinin
sarapta gelismesine etki eden bir¢ok faktor vardir. Bunlar arasinda pH, SO, ve etanol en
onemli faktorlerdendir. Sarabin dogal yapisi i¢inde tanimlanan bakteriler Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus'tur. Bunlar arasinda bozulmaya sebep olan
tirler ise L. brevis, L. fructivorans, P. domnosus, L. oenos, L. hilgardii, O. oeni ve
Bacterium mannitopoeum'dur. Bu bakterilerin faaliyeti sonucu sarabin ugar asit miktari
artar, acilasma, donme ve siinme hastaliklari, kotii koku, biyojen amin ve etil karbonat
olusumu gdzlenir (Rosini, 1983).

Genel olarak sarap yapiminda kullanilan iiziim sirasi bilesimi nedeniyle, birgok
mikroorganizmanin, Ozellikle mayalarin gelisebilecegi uygun bir ortamdir
(Pursley, 1999). Uziim siras1 mayalar tarafindan fermantasyona ugratildiginda birincil
tirtinler olarak etil alkol ve karbondioksit olusur. Bu iirlinler yaninda, miktar olarak az
fakat tat ve koku iizerinde etkili, yiiksek alkoller, esterler, karbonil bilesikleri ve organik
asitler gibi ikincil tirtinler yani aroma maddeleri de tiretilir (Mateo ve dig., 1991).

Sarapta tat - koku iizerine etkili bilesiklerin biiyiik dlgiide, alkol fermantasyonu
sirasinda olusan; asetaldehit, yliksek alkoller, yag asitleri, esterler ve gliserin gibi yan
tirtinler olduklar1 belirtilmektedir (Bostanci, 2004). Bu yan {irlinler arasinda derigimi en
ylksek olanin gliserin oldugu ve son yillarda saraptaki gliserin iiretimi iizerindeki
calismalarin arttig1 bildirilmektedir. Gliserinin, ugucu bir madde olmamasi nedeni ile
sarabin aromasini etkilemedigi ancak, sarabin tadini gelistirdigi belirtilmektedir. Sarapta
istenen tathiligin saglanmasinda yiiksek gliserin derisiminin faydali oldugu bildirilmigtir

(Ewart, 1997).
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Tamamlanmamis fermantasyon, sirada bulunan sekerlerin tamamu tiiketilmeden
fermantasyonun durmasi olarak tanimlanir. Yavas fermantasyonlar ise, diisiilk oranda
seker kullaniminin oldugu fermantasyon olarak tanimlanir. Bu tarz fermantasyonlar
sarap ireticileri i¢in onde gelen fermantasyon problemleridir. Sarapta kalint1 sekerin
bulunmasi, sarapta dengeyi bozarak herhangi bir zamanda fermantasyonu yeniden
baslatabilecek bir durumdur. Fermantasyon problemleri genel olarak birkac faktoriin
kombinasyonu ile ortaya c¢ikan kompleks problemlerdir (Scanes ve dig., 1998).
Bagslangigtaki yiiksek seker konsantrasyonu, limit miktardaki besin elementleri, etil
alkol toksisitesi, ekstrem sicaklik degerleri, fungisit ve pestisit kalintilar1 gibi faktorler
fermantasyon oranina etki ederek tamamlanmamis fermantasyona ve yavas

fermantasyonun olusmasina neden olabilir (Senses Ergiil, 2009).

1.7.1. Fermantasyon Ortaminda Mayalar

Sarap yapiminda alkol fermantasyonu, spontan olarak ya da saf maya
kullanilarak ~ gergeklestirilir. ~ Spontan  kosullarda,  fermantasyon  genellikle
(Kloeckera spp./Hanseniaspora spp.) ve Candida spp. tarafindan baglatilir ve alkol
miktar1 arttikca bu mayalarin sayist azalir. Fermantasyon etil alkole daha dayanikli ve
sekeri ¢abuk parcalayan S. cerevisiae tarafindan tamamlanir (Berry, 1995;
Farkas, 1998; Gengosman, 2006).

Bugiine kadar iizerinde en ¢ok c¢alisilan ve biyokimyasal o6zellikleri en iyi
anlasilan maya olarak belirtilen Saccharomyces cerevisiae, gida ve alkollii igkiler
endiistrisinde ticari dneme sahip bir mikroorganizmadir. Bu mayanin, fermente alkollii
ickiler ve ekmek {iretiminde, gida artiklarmin degerlendirilmesinde ve gida katki
maddelerinin  tiretiminde  kullanilabildigi  bildirilmektedir. Bunun  yanisira,
S. cerevisiaemin probiyotik ozellik tasimasi ve bozulmus bazi gidalardan da izole
edilebilmesi de bu mayanin gida endiistrisindeki Onemini ortaya koymaktadir
(Fleet ve Heard, 1993; 2002).

Gunimiizde, S. cerevisiae Ozellikle fermente triinlerdeki kullanimi ile One
cikmaktadir. Fermente alkollii ickilerde bu mayanin aroma {izerine olumlu etkide
bulundugu ve son iirlin kalitesini Onemli Olclide etkiledigi belirtilmektedir.

S. cerevisiae, sarap fermantasyonlarinda da ana mikroorganizma olarak bilinmektedir.
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Bu maya, heksozlardan etil alkol ve karbondioksit ile, gliserol, ester, aldehit, asit ve
cesitli alkolleri igeren yan fiiriinler tlretmektedir. Bu f{iriinlerin sarabin duyusal
ozelliklerini gelistirdikleri ve miktarlarinin kullanilan susa bagli olarak degisebilecegi
bildirilmektedir (Karasu, 2002).

Sarap {retilen bir bolgedeki spontan popiilasyon dinamigi, karakteristik
Ozelliklere sahip sarap tiretimi i¢in goz Onilinde bulundurulmasi gereken kosullar
hakkinda bilgi saglar. Belirli bir bolgedeki saraba islenen iiziimlerden izole edilen
mayalar endojen mayalardir. Bu mayalar, spesifik ¢cevre kosullarina ve substratlara daha
iyi adapte olur (Giiven, 2003).

Saf maya kullaniminin, sarabin bilesim ve kalitesini etkileyen 6nemli bir faktor
oldugu kabul edildiginden, maya suslar1 arasinda teknolojik ve biyokimyasal farkliliklar
arastirilarak, sarap iiretimi i¢in en iyi maya suslarinin bulunmasi konusunda
calisilmaktadir.

Sarap iiretiminde kullanilacak S. cerevisiae suslarinin bazi 6zellikler tagimasi
istenmektedir. Yiiksek fermantasyon derecesi, yliksek ve diisiik 1siya dayaniklilik,
kiikiirde, yiiksek alkol derisimine, yliksek seker derisimine dayaniklilik, az kopiik
olusturma ozelligi, sarapta 6zel tat ve koku maddelerinin olusturulmasi, istenmeyen
koku veren bilesiklerin olusturulmamasi, kap cidarina tutunma ve dibe kolay ¢okebilme
gibi  Ozellikler  istenilen  Ozelliklerden  baglicalaridir  (Wickner, 1996;
Vilojen ve Heard, 2000). Siiflandirmada 500 kadar maya tiirii vardir, ancak bunlardan

yaklasik 15-20 tanesi sarap yapiminda 6nemlidir (Farkas, 1998; Gengosman, 2006).

1.7.2. Sarap Fermantasyonlarinda Endojen Mayalarin Kullanim

Uzun siire iiziim bag1 olarak kullanilan bir ¢evrede yillar boyunca bag topraklari
mikrofloralarinda daha istiin nitelikli Saccharomyces tiirlerinin yerlestikleri ve diger
yabani mayalar1 elimine edilmis olabilecekleri belirtilmektedir. Bu durumda spontan
fermantasyon yolu ile 6zel karaktere sahip iistiin nitelikli kaliteli sarap elde edilebilir
(Bostanci, 2004).

Sarap iiretiminde 6zel olarak secilmis maya tiirlerinin kullanilmasi ile bir¢ok

ilkede ¢ok iyi sonuglar alinmaktadir.
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Son yillarda, ispanya gibi geleneksel sarap iiretimi yapan iilkelerde, kontrollii sira
fermantasyonu i¢in 6zel olarak secilmis, yerel maya tilirlerinin kullaniminda artisg vardir.
Sira fermantasyonu amaciyla ticari mayalar da kullanilmasina ragmen yerel suslarin
kullanim1 daha etkindir. Yerel maya suslarinin, c¢evresel kosullara daha iyi adapte
olabilmeleri nedeni ile yariscil 6zellikleri daha fazladir. Bu nedenle yerel maya suslari
fermantasyon sirasinda baskin florada yer alabilir ve sarabin olusumunda en 6nemli
biyolojik etmen olabilir. Uygun 6zelliklere sahip endojen maya tiirlerinin segilmesi ile,
belirli bir bolge liziimlerinden tipik duyusal nitelikler tasiyan saraplar tiretilmektedir.
Secilen bu maya suslarinin, endiistriyel sarap iiretimi i¢in bazi teknolojik Ozellikleri
tasimalar1 gerekmektedir. Bu oOzellikler ise; iiretilecek sarap c¢esidi ile birlikte
uzmanlarin  gorliglerine  bagli  olarak  degisir (Scanes ve dig., 1998;

Ergiil ve Ozbas 2009).

1.7.3. Alternatif Sarap Mayalarinin Secimi ve Karisik Starter Kiiltiir Kullanimi

Sarap iiretimi amaci ile segilen S. cerevisiae suslar1 diger mayalardan; iliziim
suyunu (siray1) kuvvetli fermente edebilme, ortamda ¢ok az miktarda fermente olmamis
seker birakma ve yiiksek etanol derisimine sahip sarap iiretebilme ozellikleri ile ayirt
edilmektedir. Bu mayalar ile genellikle belirli aromatik profile sahip saraplar
tiretilmektedir (Soden ve dig., 2000). Saccharomyces cinsi igerisinde yer almayan maya
tirleri giderek artan oranda, ABD ve Avustralya' daki ticari sarap lretimlerinde
kullanilmaktadir. Bu uygulama, sonucu tahmin edilemeyen ve genellikle bu nedenle
problem olusturan spontan fermantasyon yontemine karst iyi bir segenektir.
Saccharomyces cinsi disindaki bu mayalar, sarapta endojen olarak bulunmalari
nedeniyle belirli bir bolgeye 0zgli saraplarin kendilerine 06zgli karakteristiklerinin
gelistirilmesine katkida bulunmaktadir (Scanes ve dig., 1998; Ozcelik ve Denli, 1999;
Soden ve dig., 2000; Ergiil ve Ozbas 2009).

Yapilan son calismalarda Saccharomyces cinsi igerisinde yer almayan maya
tirlerinin  duyusal oOzelliklerinde olusturduklart  farkliliklar ~ vurgulanmaktadir
(Garcia ve dig., 2000; Ergiil ve Ozbas 2009). Bazi arastirmacilar bu farkliliklari,
Saccharomyces cinsi igerisinde yer almayan mayalarin esteraz, glukozidaz, lipaz,

proteaz ve seliilaz gibi enzimleri tiretmeleri ile iligkilendirmektedir.
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Bu enzimler iizimdeki onciil bilesiklerle etkilesime girip sarap aromasinda cesitliligi
saglayan aroma aktif bilesiklerinin iiretimini saglar. Sarap mayasi olarak bilinen
S. cerevisiae'nin ise; hiicre dis1 enzim liretme Ozelligi zayiftir. Bu nedenle iiziim
florasinda bulunan ve hiicre dis1 hidrolitik enzim {iretme 6zelligine sahip maya tiirleri
sarap iiretimi acisindan dnem tasir (Egli ve dig., 1998; Ergiil ve Ozbas 2009).

Saccharomyces cinsi disindaki endojen sarap mayalar1 genellikle yiiksek
derisimde esterler, yliksek alkoller, aldehitler ve gliserin gibi sarabin duyusal profilini
belirleyen bilesikler iiretmektedir. Bu tiir bilesiklerin tiretimi farkli maya tiirlerine gore
degiskenlik gosterir. Ornegin C. stellata ve K. apiculata tiirleri yiiksek derisimde
gliserin, C. colliculosa tiirii ise yiiksek derisimde asetaldehit ve n-propanol {iretir.
Malik asidi pargalama yetenegi, 6zellikle asitligi oldukca yiiksek olan ve soguk iklime
sahip bolgelerde iiretilen saraplar i¢in tercih edilen bir 6zelliktir. Sarap kiiltiirii olarak
kullanilan S. cerevisiae suslari ise, genellikle liziim suyunda bu diizeyde etkin bir
asitligi  giderme  Ozelligi  gosterememektedir  (Soden ve  dig, 2000;
Rainieri ve Pretorius, 2000; Ergiil ve Ozbas 2009).

S. cerevisiae'nin yani sira liziim suyu ve saraptan kolaylikla izole edilen
Saccharomyces cinsi igerisinde yer alan mayalar, genellikle Saccharomyces uvarum
tiirline aittir. Bu suglar 6-10 °C’de kuvvetli fermantasyon yeteneklerine sahiptir. Bu
acidan sogukta muhafaza edilen iliziim sularinda fermantasyonun baglamasindan
sorumludurlar. Bu mayalarin en énemli enolojik karakteristikleri malik asit sentezleme
yetenekleridir. Malik asit miktarindaki artis, {iziim suyu asitliginin yetersiz oldugu,
sicak iklime sahip bolgelerde iiretilen saraplarin asitliginin gelistirilmesine katk1
saglayabilir. Bunun yanisira suslarin, diisiik derisimde asetik asit ve yiiksek derisimde
gliserin ve siiksinik asit iireterek saraplarin aromatik profillerinin gelistirilmesinde
onemli role sahip olduklari ifade edilmektedir (Scanes, 1998; Ergiil ve Ozbas 2009).

Soden ve dig. (2000) tarafindan yapilan bir calismada, C. stellata’ nin bir susu
ile asilanan {iziim suyundan elde edilen sarapta gliserin, asetik asit ve etil asetat
derisimlerinde artis gbzlenmistir. Elde edilen sarap S. cerevisiae kullanilarak iiretilen bir
baska sarap ile duyusal 6zellikleri agisindan karsilastirildiginda; C. stellata ile iiretilenin
daha yogun bal, kayisi, lahana tursusu ve etil asetat aromasina sahip oldugu
belirtilmektedir. Bu sarabin ihlamur, muz ve ¢igek aromalarinin ise daha az oldugu

rapor edilmektedir (Ergiil ve Ozbas 2009).
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Garcia ve dig. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada, Debaryomyces vanrijii
tiirline ait bir maya susunun yiiksek diizeydeki p-glukozidaz enzimi ile saraptaki aroma
bilesiklerini arttirdig1 ifade edilmektedir.

Ciani ve Maccarelli (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Tp. Delbrueckii,
C. stellata, Hsp. uvarum ve Kluyveromyces apiculata tirleri enolojik ozellikleri
acisindan incelenmistir. Calismada, 6zellikle 7p. delbrueckii ve C. stellata tiirii mayalar
sarabin fermantasyonunu ve aromatik 6zelliklerini olumlu yonde etkilemistir. Apikulat
mayalar1 ise; yiiksek miktarda asetoin, etil asetat {iretmis ve sarap aromasini olumsuz
etkilemistir (Ergiil ve Ozbas 2009).

Ciani ve dig. (2006) tarafindan yapilan bir baska calismada, Hsp. wuvarum,
Ip. delbrueckii ve Kly. thermotolerans tiirleri S. cerevisiae ile birlikte karigik starter
kiiltir olarak kullanilmistir. Yiiksek seker igerigine sahip iiziim siralarinda
gergeklestirilen  calismada,  karisik  kiiltlirlerin @+~ kullanildigt  denemelerde
S. cerevisiae’ nin saf kiiltiirleri ile yapilan denemelere gore daha iyi diizeyde
fermantasyon davranisi ve sarap bilesimi gozlenmistir. Buna karsilik ayni calismada
Tp. delbrueckii ve Kly. thermotolerans Xiiltiirlerinin sirali olarak kullanildigt
denemelerin agirlasmis fermantasyon ile sonuclandigi, Hsp. uvarumun kullanildig
denemelerin ise; etil asetat igeriginde kabul edilemeyecek diizeyde artisa neden oldugu

ifade edilmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEMLER

2. 1. Materyaller

2.1.1. Maya Suslan

Sarap yapiminda kullanilacak sarap mayasi suslarinin 6ldiiriicii aktivite testi i¢in,

Cizelge 2.1." de gosterilen ¢esitli mayalar yayma mayalari olarak kullanilmistir.

Cizelge 2.1. Yayma mayalari.

SUSLAR  GENOTIP ORJIN

EX33 [K1-0; K2-0; K28-0; K/us-0] J. A."Regodona. *D.O. Ribera del
Guadiana

EX73 L-A M-2 [K2+] J. A."Regodona. D.O. Ribera del
Guadiana

F166 L-A-HNB M-I [K1+] J.C? Ribasb. D.O. Ribera del
Guadiana

F182 L-A M-28 [K28+] J. CP Ribasb. D.O. Ribera del
Guadiana

aJ. A. Regoddn, Analitik kimya boliimii, Extremadura Universitesi, Badajoz, ispanya.
b J. C. Ribas, Mikrobioloji Enstitiisii, CSIC/Salamanca Universitesi, Ispanya.

* D.O. (Denominacion de Origen: Orjinin tayini) Ribera del Guadiana bolgesi.

Sarap yapimmi i¢in kullanilan sarap mayalar1 ve orjinleri Cizelge 2.2.° de
gosterilmistir. Bu suslar fermantatif 6zelliklerindeki farkliliklar nedeniyle segilerek

farkli iireticilerden temin edilmistir.
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Cizelge 2.2. Maya iiretimi i¢in kullanilan sarap mayas1 suslari.

SUSLAR ORJIN

EX88 Heral S.L. sirketinden satin alindi.
(Saccharomyces cerevisiae) (Almendralejo, Ispanya)

E7AR1 Heral S.L. sirketinden satin alindu.
(Saccharomyces cerevisiae) (Almendralejo, Ispanya)

ROD 23 Heral S.L. sirketinden satin alindi.
(Saccharomyces cerevisiae) (Almendralejo, Ispanya)

EX1160 Spontan sira fermantasyonundan izole
(Saccharomyces cerevisiae) edilmistir. (Extramadura, Ispanya)

CHI126 Uziim baginin topragindan izole edilmistir.
(Torulaspora delbrueckii) (Extramadura, Ispanya)

EX1178 Incirin spontan fermantasyonundan izole
(Torulaspora delbrueckii) edilmistir. (Extramadura, Ispanya)
EX1180 Incirin spontan fermantasyonundan izole
(Torulaspora delbrueckii) edilmistir. (Extramadura, Ispanya)
Torulaspora delbrueckii Lallemand S.A. sirketinden satin alindu.
BP4412 (Toulouse, Fransa)

2.1.2. Kiiltiir Besiyerleri

2.1.2.1 YEPD Besiyerleri

Rutin  ekimLer i¢in Adams ve dig. (1998)’e gore YEPD-sivi
(Yeast Extract Peptone Dextrose) ve YEPD-agar besiyeri kullanilmistir. YEPD-agar
besiyeri, YEPD-sivi besiyerine % 1-2 oraninda agar ve sikloheksimide direncli
mayalarin gelisimini saglamak i¢in (katil mayalar) 2 pg/mL konsantrasyonda

sikloheksimid ilavesi ile hazirlanir. YEPD-s1v1 igerigi Cizelge 2.3.” de gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Rutin ekimler i¢in kullanilan YEPD-s1v1 besiyerinin icerigi.

Bilesenin Adi1 Miktan
Maya ekstrakt1 (% 1) 10 g
Pepton (% 2) 20¢g
Glikoz (% 2) 20g
Distile Su 1000 mL

Besiyeri 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.2 Spor Olusturma Besiyeri

Spor olusturma amaci ile kullanilan besiyerinin igerigi Cizelge 2.4.” de

gosterilmistir. Besiyeri 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Cizelge 2.4. Spor olusumuna bakmak i¢in kullanilan besiyerinin igerigi.

Bilesenin Ad1 Miktan
Potasyum Asetat (% 1) 10g
Maya Ekstrakti (% 0,1) lg
Glikoz (% 0.05) 0,5¢g
Agar (% 2) 20g
Distile Su 1000 mL

2.1.2.3 Katil Ozellik Belirleme Besiyeri (Maya Ekstrakt Pepton Dekstroz-Metilen
Mavisi Agar= YEPD-MMA)

Mayalarin katil 6zelliklerini gézlemlemek icin yapilan oldiiriicii aktivite testi
diisiik pH araliginda (pH 4.0, 4.7) yapilmistir. pH 4.0° de oldiiriicii aktivite testi igin,
sitrat ( 1M, pH 4) ile tamponlu % 2 bakto-agar ile birlikte YEPD besiyeri kullanilmistir.
YEPD-agar besiyerine % 0,5’ lik metilen mavisi soliisyonu % 10 oraninda eklenerek

inhibisyon zonu gézlenmistir.
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Fosfat-sitrat tamponu (1M, pH 4), 500 mL steril suya 96,1 g sitrat eklenerek ve
K,;HPOy, ile pH 4’ e ayarlanarak hazirlanmistir. pH 4,7’ de 6ldiirticti aktivite testi i¢in
ise, KoHPO,4 (1M) ile pH 4,7 ye ayarlanmigtir.

2.1.2.4 Tomato Juice Agar

Sirada Lactobacillus tiirlerinin tespiti i¢in kullanilmistir. Tomato juice agar
hazirlamak i¢in; Oxoid marka CMO113 kodlu dehidre besiyeri {iretici firma talimatina
uygun olarak, 52 g/L’ si damitik su iginde 1sitilarak eritilmis ve otoklavda 121 °C' de
15 dakika steril edilmistir.

2.1.2.5 MRS Agar

Sirada Lactobacillus tiirlerinin tespiti i¢in kullanilmistir. MRS kat1 besiyerini
hazirlamak i¢in; Scharlau marka MD21 kodlu dehidre besiyeri liretici firma talimatina
uygun olarak 68,2 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilmis ve otoklavda
121 °C' de 15 dakika steril edilmistir.
2.1.2.6 GYC Agar
Sirada asetik asit bakterilerinin tespiti i¢in kullanéilan GYC agarin igerigi

Cizelge 2.5.¢ de gosterilmistir. Besiyeri 121°C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
Hazirlanan GYC- Agar petrileri 24 saat 30°C” de tutulduktan sonra kullanilmustir.

Cizelge 2.5. GYC-agarn igerigi.

Bilesenin Adx Miktari
Maya ekstrakti (% 1) 10g
CaCOs3 (% 0,004) 4¢g
Glikoz (% 5) S0g
Agar (% 2) 20g
Distile su 1000 mL
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2.1.2.7 Melas Ortami

Seker pancart  fabrikasinin  yan {irlini  olan melas, Heral S.L.
(Almendralejo, Ispanya) sirketinden temin edilmistir. Mayalarin ¢ogalmasi icin
kullanilan melas ortami Cizelge 2.6.” daki gibi hazirlanmigtir. A ve B soliisyonlari
121 °C’ de 15 dakika otoklavda sterile edilmistir. Daha sonra B karisimi1 A karisimina

aseptik kosullar altinda ilave edilerek melas ortami hazirlanmistir.

Cizelge 2.6. Mayalarin cogalmasi i¢in hazirlanan melas ortami (pH 4,0)

Bilesenin Ad1 Miktari
N Maya ekstrakt S5¢g
A Amonyum fosfat 0,75 g
Soliisyonu > Magnezyum stilfat 0,7¢g
Distile su 900 mL
J
B } pH 4,0
Soliisyonu Melas 100 mL

2.1.2.8. Sira

Beyaz sarap yapimi i¢in kullanilan sira, Tierra de Barros bolgesi Ispanya’dan
2009 mabhsiilii Cigiientes cinsi beyaz tiziimden elde edilmistir.

Kirmizi sarap yapimi igin kullanilan sira, Tierra de Barros bolgesi Ispanya’dan
2010 mabhsiiliit Cabernet sauvignon tiirii kirmizi tiziimden elde edilmistir.

Beyaz  ilizim  swrasinda  fermantasyon  aktivatori = Actimax  Bio
(Agrovin SA, Spain) kullanilmigtir. Siranin mikrobiyal kontrolii i¢in Velcorin

(Sigma, Germany) kullanilmistir.
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2.1.3. Gram Boyamada Kullanilan Kimyasallar

Gram boyamada kullanilan soliisyonlar Atlas ve dig. (1995)’e gore

hazirlanmistir.

2.1.3.1. Kristal Viyolet Soliisyonu

Cizelge 2.7. Kristal viyolet soliisyonu icerigi.

Bilesenin Adi Miktari
Kristal Viyolet (%90 boya igeren) 2¢
A Soliisyonu
Etanol (%95 v/v) 20 mL
Amonyum okzalat 0,8 g
Distile Su 80 mL B Soliisyonu

Kullanilan kristal violet soliisyonu; Ayri ayri hazirlanan A ve B soliisyonlari

birlestirilip, iyice karistirilip ve filtre edilerek hazirlanmistir.

2.1.3.2. Gram lyodiir Soliisyonu

Cizelge 2.8. Gram iyodiir soliisyonu icerigi.

Bilesenin Adi Miktar1 (300 mL’ de)
Potasyum iyodiir 2g
Iyot lg

Kullanilan Gram iyodiir soliisyonu; potasyum iyodiir ve iyotun bir kap igerisinde iyice
ezilerek karistirllmasi ve yavas yavas su eklenmesi ile hazirlanmistir. Koyu renk

siselerde muhafaza edilerek kullanilmistir.
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2.1.3.3. Safranin Soliisyonu

Cizelge 2.9. Safranin soliisyonu icerigi.

Bilesenin Adi1
Safranin O
Etanol (%95 v/v)

Deiyonize Su

Miktan
025¢g
10 mL

100 mL

Safranin 10 mL etanol igerisinde iyice ¢Oziilmiis ve tizerine 100 mL deionize su

eklenmistir, iyice karistirilarak birkag¢ giin dinlenmesi saglanmistir. Kullanilmadan 6nce

filtreden gecirilerek boyama i¢in hazir hale getirilmistir.

2.1.4. Arastirmalarda Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Cizelge 2.10. Arastirmalarda kullanilan ara¢ ve gerecler.

Cihaz Ad1

Inkiibator (20°C) Trade Rayda

Inkiibator (30°C)  P. Selecta

Inkiibatér (37°C)  Membert

Orbital

Optik Ivymen System

calkalayici

Otoklav Trade Raypa Sterilclav-75

Mikrosantrifiij Sigma

Marka ve Model

Kullanim Amaci

Mayalarin rutin biiylimesi ve katil
testi
Mayalarin rutin biiyiimesi ve katil
testi
Mayalarin rutin biiylimesi ve katil

testi

YEPD-s1v1’ da maya {iretimi

Sterilizasyon

Mayalarin santrifiiji
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Cihaz Ad1

Spektrofotometre

Isik Mikroskobu

Hassas Terazi

Vorteks

Termometre

Refraktometre

Dansimetre

pHmetre

Kamera

Isik Mikroskobu

Marka ve Model

PHarmacio Biotech

Ultrospec-1000

Nikon, Eclipse E600

Kern PCB 1000-1

Velp

Selecta-95100

Zuzi

Nahita 71355150

Crison pHmeter Basic-20

Zeiss, Axiocam HRc

Olimpus CH20

Kullanim Amaci

Mayalarin tireme ve biiylime

kinetigini inceleme

Spor olusumunu inceleme

Mayalarin 1slak ve kuru agirlik

Ol¢timii

Homojenizasyon

Sirada ve sarapta sicaklik Slgiimii

Sirada ve sarapta briks 6l¢limii

Sirada ve sarapta yogunluk 6l¢timii

Sirada ve sarapta pH ol¢iimii

Resim ¢ekme

Tomurcuk, canli ve 6lii hiicre hiicre

sayimi
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2.2. Yontemler

2.2.1. Katil Mayalarin Tespitine Yonelik Calismalar

2.2.1.1. Saflik Kontrolii

Stoklardan alinan Saccharomyces cerevisiae tiiriine ait EX88, E7AR1, EX1160,
ROD23 suslarinin, Torulaspora delbrueckii CH126, EX1178, EX1180 ve ticari sus
Torulaspora delbrueckii BP44122’nin saflik kontroli YEPD-Agar’da tek koloni

diisiirme teknigi ile yapilmstir.

2.2.1.2. Katil Toksin Testi

Mayalarin birbiri iizerindeki etkisini ve dldiiriicii aktivitesini gézlemlemek i¢in
katil toksin testi Kaiser ve dig. (1994)’ e gore yapilmistir. Bunun i¢in asagidaki
asamalar takip edilmistir.

1- Kontrol amacgh kullanilan S. cerevisiae’ ye ait EX33, EX73, F166 ve F182
suglari, YEPD-s1v1 besiyerine 30 °C’ de 180 rpm’ de 48 saat inkiibe edilir.

2- Cizelge 3.2.° deki S. cerevisiae tiirline ait EX88, E7AR1, EX1160 ROD23
suslar, T. delbrueckii CH126, EX1178, EX1180 ve ficari sus T. delbrueckii
BP44122 suslar1 ise YEPD-agar besiyerinde nokta ekim yontemiyle ekildikten sonra
30 °C* de 48 saat inkiibe edilir.

3- YEPD-s1v1 besiyerinde gelisen suslarin her birinden 100 pl alinir ve YEPD - MM
Agar igeren petrilere L baget ile yayilir.

4- Yayma ekim yapilan YEPD - MM Agar petrilerinin iizerine, YEPD Agar’ da
inkiibe edilmis olan mayalardan nokta ekimler yapilir. Kontrol olarak ise
Cizelge 3.1.” deki kontrol suslarindan da nokta ekimler yapilir.

5- Tiim petri kutulari 20 °C 1-5 giin inkiibe edilir.

6- Inkiibasyon siiresi sonunda nokta ekim yapilan maya suslarma ait kolonilerin

etrafinda inhibisyon zonunun varlig: katil maya testi i¢in pozitif sonugtur.
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2.2.2. Sarap Yapim Oncesi Mayalar Uzerinde Yapilan Analizler

Endiistriyel boyutta bir iiretimin planlanmasi asamasinda {iretilecek veya
katalizor olarak kullanilacak mikroorganizmanin en uygun tiir oldugunun belirlenmesi,
mikroorganizmanin fizyolojik 6zelliklerinin tespiti, ortam faktorlerine bagl degisimi ve
teknolojik acidan en uygun reaktoriin sekillendirilmesi gerekir. Bu nedenle

fermantasyon Oncesi ¢esitli parametreler incelenmistir.

2.2.2.1. Sarap Yapiminda Kullanilacak Mayalarin Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi

48 saatlik aktif S. cerevisiae tiirline ait EX88, E7TAR1, EX1160 ROD23 suslari,
T. delbrueckii tiriine ait CH126, EX1178, EX1180 suslar1 ve ticari sus 7. delbrueckii
BP44122 sarap mayalarindan, 1 6ze alinarak 5 mL YEPD-s1v1 besiyeri igerisine inokiile
edilmistir ve 30 °C’de 180 rpm’ de 24 saat gelismeye birakilmustir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, aktif kiiltiirlerden 1 mL ve 5 mL alinarak 50 mL YEPD-s1v1 besiyerine inokiile
edilmis 30 °C’de 180 rpm’ de 5 gilin inkiibasyona birakilmigtir. Giinde 2 kez 6rnek
almarak 600 nm’ deki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Substratin  biyokiitle degisimi iizerine etkisini incelemek i¢cin, 1 mL
(inokiilasyon orani sabit) substrat olarak YEPD-sivis1t yerine 50 mL melas ortami
kullanilmig ve 30 °C’de 180 rpm’ de 5 giin inkiibe edilmistir. Giinde 2 kez 6rnek

almarak 600 nm’ deki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

2.2.2.2. Sarap Yapiminda Kullanilacak Mayalarin Canh Hiicre Sayimi ve Toplam

Hiicre Sayim

Her bir sarap mayasi i¢in toplam hiicre, 6lii hiicre ve tomurcuklanma sayisi
Thoma lami ile belirlenmistir. Cizelge 2.2° deki mayalarin 10% lik diliisyonlaridan
sayim yapilmustir. Olii ve canli mayalar1 ayirt edebilmek igin 5 pl metilen mavisi ile
boyama yapilmistir ve 6li olan hiicreler boyay: igine aldigi i¢in mikroskopta mavi

renkte, canli hiicreler ise seffaf olarak goriilmiistiir.
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Canli hiicre sayimi i¢in kullanilan diger bir yontem koloni sayimidir. Bunun i¢in
10~ oranma kadar seyreltme devam etmistir ve 100 pl’ si ile YEPD-agar besiyerine
yayma ekim yapilarak 24-48 saat 30 °C” de inkiibasyona birakilmistir. Olusan koloniler
sayllmigtir. Bu sayim sarap yapimi sirasinda biiylime egrisinin ¢ikarilmasinda

(koloni sayis1) kullanilmustir.

2.2.2.3. Sarap Yapiminda Kullanilacak Mayalarin Biyokiitle Tayini

Biyokiitle tayini i¢in, 50 mL YEPD-siv1 (% 2 ve % 10 inokulum olmak iizere) ve
50 mL melas ortamina (% 2 inokulum olmak tlizere) S. cerevisiae tiiriine ait EX88,
E7ARI1, EX1160 ROD23 suslari, T. delbrueckii CH126, EX1178, EX1180 suslar1 ve
ticari sus 7. delbrueckii BP44122 ekilerek 30 °C’ de 180 rpm 150 saat inkiibe edilmistir.
Maya hiicreleri 6nceden darasi alinmis olan santrifiij tiiplerinde 3500 rpm’ de 3 dakika
santrifiijlenerek toplanmustir. Kalan sivinin vakum ile alinmasindan sonra tartim
yapilmistir. Dara farki diisiiriilerek 1slak agirlik belirlenmistir.

Kuru agirlik tayini i¢in, 1slak agirliklari hesaplanan 6rnekler 40 °C” de 1 hafta
kurumaya birakilmistir. Agirligin sabitlenip sabitlenmedigi 2-3 hafta boyunca kontrol

edilmistir. Net kuru agirlik tartim sonucunda belirlenmistir.

2.2.3. SIRA UZERINDE YAPILAN ANALIZLER

2.2.3.1. pH Tayini

Fermantasyona baslamadan 6nce, beyaz liziim ve kirmizi iiziim siralarinin pH’ 1

dogrudan pHmetre kullanilarak dl¢tilmiistir.

2.2.3.2. Spesifik Yogunluk ve Briks Tayini

Siranin yogunlugunu 6lgmek i¢in densimetre kullanilmistir. Briks tayini i¢in, el

tipi refraktometre kullanilmistir.
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2.2.3.3. Sicakhik Tayini

Siranin sicakligini 6lgmek i¢in termometre kullanilmistir.

2.2.4. Sarap Fermantasyonu

Sarap yapimi Oncesi mayalar iizerinde yapilan analiz sonuclarina gore;
S. cerevisiae tiiriine ait E7AR1 susunun, Torulaspora delbrueckii tiriine ait CH126,
EX1180 susunun ve ticari bir maya olan Torulaspora delbrueckii BP4412’ nin sarap
yapiminda kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica saf kiiltiir kullanilmadan spontan
olarak da sarap yapilmistir.

Secilen sarap mayalar sirasiyla beyaz iiziim sirasina 30 mL ve kirmizi tizim
sirasina 15 mL inokiile edilerek fermantasyona birakilmistir. Sadece beyaz {iziim sirasi
icin 0,5 g/mL fermantasyon aktivatorii kullanilmistir.

Fermantasyonun basladiginin gostergesi olan CO, gaz ¢ikist baglama ve
sonlanma stireleri kalitatif olarak izlenmistir. Fermantasyonun gidisi seker ve sicaklik
Olctimleriyle izlenerek seker orani sifir olana kadar devam ettirilmistir. Agirlik
degisiminin olmamasi ve CO; ¢ikisinin sona ermesiyle fermantasyonun tamamlandigina
karar verilmistir. Olusan sarap (dibindeki tortuyu almadan) paslanmaz c¢elik bir huni
yardimiyla 2 L’ lik pet siselere aktarilmistir. Siselemeden sonra bozulmay1 engellemek
icin koruyucu olarak 200 pL/L dimetilkarbonat kullanilmistir. Siseler 10 °C’deki
buzdolabinda saklanmistir. Bu sayede Olii olan mikroorganizmalarin ve sarap

partikiillerinin dibe ¢okmesi saglanmustir.
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Cizelge 2.11. Siralara uygulanan mayalar.

Sira  Dimetilkarbonat

1 Kullanilmada.

2 Kullanilmada.

3 Kullanilmada.

Beyaz tiziim;
300 uL/L

4  Kirmizi liziim;
600 uL/L

Beyaz tiziim;
300 uL/L

5 Kirmizi Giziim;
600 uL/L

Fermantasyon Aktivatorii

Beyaz iizim sirast; 0.5 g/mL
Kirmizi tiziim sirasi; -

Beyaz liztim sirasi; -
Kirmizi tizim sirasi; -

Beyaz lizim sirasi; -
Kirmizi tiziim sirasi; -

Beyaz lizim sirasi; -
Kirmizi tizim sirasi; -

Beyaz lizim sirasi; -
Kirmizi tizim sirasi; -

Kullanilan Mayalar

+E7ARI (S. cerevisiae)

+CH126 (T. delbrueckii)

+EX1180 (T.delbrueckii)
+ E7ARI1 (8. cerevisiae)

+T.delbrueckii BP4412
+ E7ARI1 (8. cerevisiae)
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Cizelge 2.12. Beyaz {iziim sirasinda spontan fermantasyon ¢aligmasi.

Sira 1
(15L)

l

20 °C’ de inkiibasyon
\l/ 0,5 g/mL fermantasyon aktivatorii

CO; cikis1 (+) fermantasyon baslar.

J

CO; cikisi (-) fermantasyon sona erer.

l

2 L ¢ lik pet siselere aktarilir.
(Dibindeki tortu alinmaz.)
\l/ ¢ 200 pL/L dimetilkarbonat

10 °C’ de inkiibasyon
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Cizelge 2.13. Beyaz iiziim sirasinda mayalar ile fermantasyon ¢aligmasi.

y y v y

S mL S mL S mL S mL
S. cerevisiae E7TAR1 T. delbrueckii CH126 T. delbrueckii EX1180 T. delbrueckii BP4412

l

50 mL YEPD- s1v1 ekim
(%10 inokulum) 20 °C’ de inkiibasyon

y y

15 mL 15 mL 15 mL 15 mL
S. cerevisiae ETAR1  T. delbrueckii CH126 S. cerevisiae E7TAR1
+ +

T. delbrueckii EX1180 T. delbrueckii BP4412

y J v

Sira 2 Sira 3 Sira 4 Sira 5
(1,5L) (1,5L) (1,5L) (1,5L)

CO; cikis1 (+) fermantasyon baslar.
20 °C’ de inkiibasyon

l

CO; cikisi (-) fermantasyon sona erer.

2 L ¢ lik pet siselere aktarilir.

(Dibindeki tortu alinmaz.)
\L ¢ 200 pL/L dimetilkarbonat

10 °C’ de saklanir.
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Cizelge 2.14. Kirmizi {iziim sirasinda spontan fermantasyon c¢aligmast.

Sira 1
(3,5L)

24 °C’ de inkiibasyon

CO; cikis1 (+) fermantasyon baslar.

CO; cikisi (-) fermantasyon sona erer.

2 L ¢ lik pet siselere aktarilir.
(Dibindeki tortu alinmaz.)
\l/ ¢ 200 pL/L dimetilkarbonat

10 °C’ de inkiibasyon
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Cizelge 2.15. Kirmizi iiziim sirasinda mayalar ile fermantasyon calismasi.

y y v y

S mL S mL S mL S mL
S. cerevisiae E7TAR1 T. delbrueckii CH126 T. delbrueckii EX1180 T. delbrueckii BP4412

50 mL YEPD- s1v1 ekim
(%10 inokulum) 20 °C’ de inkiibasyon

y J y v

30 mL 30 mL 30 mL 30 mL
S. cerevisiae E7AR1 T. delbrueckii CH126 S. cerevisiae E7AR1
+ +

T. delbrueckii EX1180 T. delbrueckii BP4412

y J y y

Sira 2 Sira 3 Sira 4 Sira §
3,5L) 3,5L) 3,5L) (3,5L)

CO; cikis1 (+) fermantasyon baslar.
24 °C’ de inkiibasyon

J

CO; cikisi (-) fermantasyon sona erer.

J

2 L ¢ lik pet siselere aktarilir.
(Dibindeki tortu alinmaz.)
\L ¢ 200 pL/L dimetilkarbonat

10 °C’ de saklanir.
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2.2.5. Fermantasyon Sirasinda Yapilan Analizler

2.2.5.1. Canh Hiicre Sayimi ve Toplam Hiicre Sayimi

Fermantasyon sirasinda periyodik olarak (fermantasyonun basi, ortast ve
sonunda) canli hiicre sayimi yapilarak, fermantasyon ortaminda iireme Kkinetigi
gbzlenmistir. Toplam hiicre sayimi1 ve canli hiicre sayimi 3.2.2.2. numarali yontemdeki
gibi yapilmistir. Sayim sonucu, iiziim suyu asilamada kullanilan kiiltiir ortamindaki

canli hiicre sayisin1 (KOB/mL.) vermektedir.

2.2.5.2. Spesifik Yogunluk, Briks ve Sicaklik Tayini

Fermantasyon hergiin ayn1 saatte briks, yogunluk ve sicaklik 6l¢iimleriyle takip
edilmistir. Yogunlugu 6l¢mek icin densimetre, briks Olcltimiinde voliimii % 0-25 olan

refraktometre, sicaklik tayininde termometre kullanilmistir.

2.2.5.3. Gram Boyama

Sarapta eksimeye ve bozulmaya neden olan bakterilerin gozlenmesi igin,
Gram boyama Atlas ve dig. (1995)’e gore uygulanmistir. Siralart her birinden
(swra 1, 2, 3, 4, 5) yayma preparat hazirlandiktan sonra, havada kurutulup ve 1s1 ile fikse
edilmistir. Lamlarin {izeri hazirlanan “Kristal Viyole” boya soliisyonu ile tamamen
kaplanmistir. Bir dakika muamele edildikten sonra ve su ile yikanmustir. Fazla su
akitilip, iizerlerine “Gram Iyodiir” soliisyonu dokiildiikten bir dakika sonra su ile
yikanmistir, kurutma kagidi ile fazla nemi alinmistir. Preparat 20-30 saniye % 95°lik
etanol ile muamele edildikten sonra su ile yikanmistir. Fazla su alindiktan sonra
“Safranin” ile preparatin yiizeyi tamamen kaplanmistir ve 30 saniye muamele edilmistir.
Preparat su ile yikanmis ve kurutulmustur.

Daha sonra immersiyon yagi ile 100X biiylitmeli objektif kullanilarak 11k

mikroskopta incelenerek sonuglar kaydedilmistir.
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2.2.6. Duyusal Analiz

Amerine ve dig. 1965' e gore, saraplarin duyusal analizinde "20 puan" ve tercih
testi yapilmistir. Analizler 3 kisilik secilmis iiyelerden olusan uzman bir panelist grubu
tarafindan gergeklestirilmistir. 20 puan sistemi, bazi uluslararasi yarigmalarda
uygulanan yontemlerden biridir. Bu yontemlerde, panelistler saraplari, sarabin gesitli
ozelliklerini g6z oniinde bulundurarak dort farkl: kritere gére degerlendirmislerdir ve 20

tam puan lizerinden Sekil 3.16' daki formda belirtilen sinirlar igerisinde puanlamislardir.

Cizelge 2.16. Duyusal analiz formu.

Panelistin Adi, Soyadi
Panel Tarihi
) ORNEK
Duyusal Ozellik Puan
i 1 2 3
Duyusal Ozellik Puan
Renk 0-2
Berraklik 0-2
Koku 0-4
Tat ve Genel izlenim 0-12
Toplam 0-20

Ornekleri tercihinize gore siralayiniz.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen bulgular ii¢ baslik altinda verilmistir. Tlk
yapilan calisma sarap yapimi i¢in kullanilacak 6ldiiriicli mayalarin 6zelliklerinin
belirlenmesine yoneliktir. Elde edilen bulgulara dayanarak segilen sarap mayalarinin
fermantasyon oncesi YEPD-sivi besiyerinde ve melas igerisinde gelisme ve lireme
durumu ¢esitli parametrelerle incelenmistir. Uygun sarap mayalar tespit edildikten

sonra bu mayalarla iiretilen beyaz ve kirmiz1 sarap kalitesi incelenmistir.
3.1. Yayma Mayalarimin Kontrolii Ve Katil Maya Ozelliginin Belirlenmesi
Sarap fermantasyonunda o&ldiriicli mayalarin tespiti i¢in, kullanilacak olan

yayma mayalar1 (S. cerevisiae EX33, EX73, F166 ve F182) oncelikle birbirine kars1
kontrol edilmistir. Sekil 3.1.°de gosterilmistir.

EX33 F166 EX73 F182

EX33 (K-)

EX73 (K2)

F166 (K1)

~ F182 (K28)

Sekil 3.1. Bilinen fenotiplerle, mayalarin 20 °C’ de pH 4’ de test plagi. Goriintiiniin tist kismindaki
sirali mayalar, test edilmek icin agilanan mayalari; sagda gosterilen mayalar ise petrinin tabanina yayilan

yayma mayalarini ifade etmektedir. EX33 (duyarli ve katil degil), EX73 (K2), F166 (K1), F182 (K28).
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S. cerevisiae EX33 susu yayma maya olarak kullanildiginda, kendisi harig
denenen diger 3 maya susuna karst duyarlidir. En yiliksek duyarliligi sirasiyla
S. cerevisiae F166, S. cerevisiae EX73 ve S. cerevisiae F182 suslarina kars1 gosterdigi
belirlenmistir. S. cerevisiae EX73 susu yayma maya olarak kullanildiginda,
S. cerevisiae F166 ve S. cerevisiae F182 toksinlerine duyarl, kendi toksinlerine ise
bagisiktir. S. cerevisiae EX33 susu S. cerevisiae EX73 mayasina kars1 duyarh ve katil
degildir. S. cerevisiae F166 yayma mayas1 kendi toksinlerine bagisik, S. cerevisiae
EX73, S. cerevisiae F182 suslarina kars1 duyarli ve S. cerevisiae EX33 susuna karsi
katil bir tiirdiir. S. cerevisiae F182 toksini ise kendisi hari¢ diger S. cerevisiae F166,
S. cerevisiae EX73 suslarina karsi duyarli, S. cerevisiae EX33 susuna kars1 katil etki
gostermistir. Bu denemede sonu¢ olarak yayma mayalarinda en duyarli susun
S. cerevisiae EX33, en az duyarli susun ise S. cerevisiae F 166 oldugu belirlenmistir.

Sarap fermantasyonu icin kullanilacak sarap mayalarinin 6ldiiriici toksin
varligina bakmak icin pH 4,7 ve 20 °C’ de Kkatil testi yapilmistir. Izolasyonu ve
tanimlanmas1 6nceki calismada yapilmis olan S. cerevisiae tiiriine ait EX88, E7ARI,
ROD23 suslari, 7. delbrueckii CH126, EX1180 ve ticari olarak saglanan
T. delbrueckii BP4412 susunun katil toksin testi; S. cerevisiae EX33 (K-) yayma mayasi
kullanilarak yapilmistir. Negatif kontrol olarak S. cerevisiae EX33, pozitif kontrol
olarak S. cerevisiae F166, S. cerevisiae EX73 ve S. cerevisiae F182 suslar
kullanilmigtir. Sekil 3.2° de sarap mayalarinin mikroskobik goriintiisii yer almaktadir.
Deneme sonucunda 7. delbrueckii BP4412 susunun katil ozellik gostermedigi,
S. cerevisiae ETARI1, S. cerevisiae EX88, S. cerevisiae ROD23 ve T. delbrueckii
EX1180, T. delbrueckii CH126, katil toksin iirettigi belirlenmistir. Sekil 3.3’ de elde

edilen sonuclar gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Sarap mayalarinin mikroskobik goriintiisii.
A: T. delbrueckii EX1180, B: T. delbrueckii CH126, C: T. delbrueckii BP4412, D: S. cerevisiae ETAR1,
E: S. cerevisiae EX88, F: S. cerevisiae ROD23
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Sekil 3.3. Sarap yapiminda kullanilacak mayalarin yayma mayas1 S. cerevisiae EX33 kullanilarak katil
testi. S. cerevisiae F166 (K1); + Kontrol, S. cerevisiae EX73 (K2); + Kontrol,
S. cerevisiae F182 (K28); + Kontrol, S. cerevisiae EX33 (K-); - Kontrol

3.2. Sarap Yapim Oncesi Mayalar Uzerinde Yapilan Analizler

Mikrobiyoloji bilimindeki ve teknolojisindeki ilerlemeler giiniimiizde sarap
iireticisine, liretimi daha fazla kontrol edebilme olanagi vermistir. Sarabin bilesimini ve
kalitesini belirlemede en Onemli katkiyr saglayan etkenlerden biri olan mayanin
teknolojik ozelliklerinin bilinerek; sira bilesimine goére secilmesi, fermantasyon
sirasinda maya i¢in uygun kosullarin yaratilmasi ya da ¢evresel kosullarin uyarlanmasi
ile yiiksek kalitede tiriinler verecek sekilde yonlendirilmesi gerekmektedir.

Sarap yapiminda kullanilmak amaci ile maya sec¢imi icin katil 6zelligin
belirlenmesinin yaninda biiylime hizi da Olclilmiistiir. Biiyiime egrileri YEPD-sivi
besiyeri ve melas ortaminda 30 °C’ de 180 rpm’ de 48 saat inkiibasyon siiresince
absorbans degerinin Sl¢iilmesi ile olusturulmustur. Bilyiime egrileri % 2 ve % 10 (v/v)
olmak {tizere iki farkli inokulum orani i¢in yapilmistir. Absorbans degerleri 6lgiiliirken
1’den yliksek olan Slgiimler i¢in seyreltme yapilmistir. Elde edilen deger seyreltme
faktorii ile carpilarak elde edilen absorbans degerleri ile zamana kars1 biiyiime egrileri
olusturulmustur. Elde edilen egrilerden her sus icin belirtilen kosullardaki ikilenme

stireleri de hesaplanmustir.
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Sekil 3.4 de S. cerevisiae EX88 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae EX88 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 50. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 2,42 saattir.

S. cerevisiae EX88
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0 50 100 150 200
Zaman (Saat)

Sekil 3.4. S. cerevisiae EX88 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki bilylime egrisi (% 2 inokulum orani).

Sekil 3.5.” de S. cerevisiae ETARI susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae E7TAR1 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 1,96 saattir.
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S. cerevisiae ETAR1

Absorbans (600 nm)
N
\

0 T T T
0 50 100 150 200

Zaman (Saat)

ekil 3.5. S. cerevisiae ETAR1 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiyiime egrisi (% 2 inokulum orani).
Y yu g

Sekil 3.6.” da S. cerevisiae ROD23 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae ROD23 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 2,03 saattir.

S. cerevisiae ROD23
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Sekil 3.6. S. cerevisiae ROD23 suguna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki bilyiime egrisi (% 2 inokulum orant).
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Sekil 3.7.°de S. cerevisiae EX1160 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae EX1160 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 50. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 2,12 saattir.

S. cerevisiae EX1160

Absorbans (600 nm)

o B N W A~ O O

0 50 100 150 200

Zaman (Saat)

Sekil 3.7. S. cerevisiae EX1160 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki bilyiime egrisi

(% 2 inokulum oran1).

Sekil 3.8.’de T. delbrueckii CH126 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii CH126 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 2,04 saattir.
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T. delbrueckii CH126

Absorbans (600 nm)

0 50 100 150 200

Zaman (Saat)

Sekil 3.8. T. delbrueckii CH126 susuna ait mayalarin YEPD-sivi besiyerinde biiylime egrisi

(% 2 inokulum orani).

Sekil 3.9.° da T. delbrueckii EX1178 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
bliylime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii EX1178
susu logaritmik biiylime fazina gegmistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar stirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 2,35 saattir.

T. delbrueckii EX1178

Absorbans (600 nm)

0 50 100 150 200

Zaman (Saat)

Sekil 3.9. T. delbrueckii EX1178 susuna ait mayalarin YEPD-sivi besiyerinde bilyiime egrisi

(% 2 inokulum oran1).

50



Sekil 3.10.” da T. delbrueckii EX1180 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
bliytime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii EX1180
susu logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 1,82 saattir.

T. delbrueckii EX1180
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N
\

0 50 100 150 200
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Sekil 3.10. T. delbrueckii EX1180 susuna ait mayalarn YEPD-sivi besiyerinde biiylime egrisi

(% 2 inokulum orani).

Sekil 3.11.> da T. delbrueckii BP4412 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
biliylime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii BP4412
susu logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 50. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 1,47 saattir.
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T. delbrueckii BP4412
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Sekil 3.11. T. delbrueckii BP4412 susuna ait mayalarin YEPD-siv1 besiyerinde bitylime egrisi
(% 2 inokulum orani).

Biiyltime egrilerinin ¢ikarilmasinda kullanilan YEPD-s1v1 besiyerine inokulum
oraninin etkisinin belirlenmesi i¢in % 10 inokulum kullanilarak ekimler yapilmigtir.
Sekil 3.12.” de S. cerevisiae EX88 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiyiime egrisi
gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae EX88 susu logaritmik
bliylime fazina ge¢mistir ve bu faz 50. saatin sonuna kadar stirmiistiir. Logaritmik faz
degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-s1v1 besiyerinde 13,86

saattir.
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Sekil 3.12. S. cerevisiee EX88 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiylime egrisi

(% 10 inokulum orani).
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Sekil 3.13.” de S. cerevisiae ETAR1 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae E7TAR1 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 50. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 11,27 saattir.

S. cerevisiae E7TAR1
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Sekil 3.13. S. cerevisiae E7AR1 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiylime egrisi

(% 10 inokulum orant).

Sekil 3.14.” de S. cerevisiae ROD23 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae ROD23 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 11,31 saattir.
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S. cerevisiae ROD 23
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Sekil 3.14. S. cerevisiae ROD23 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiylime egrisi
(% 10 inokulum orani).

Sekil 3.15.” de S. cerevisiae EX1160 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
bliylime egrisi gosterilmistir. Yaklagik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae EX1160
susu logaritmik biiylime fazina gegmistir ve bu faz 35. saatin sonuna kadar stirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 8,57 saattir.

S. cerevisiae EX1160
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Sekil 3.15. S. cerevisiae EX1160 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiylime egrisi

(% 10 inokulum oranr).
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Sekil 3.16.” da T. delbrueckii CH126 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
bliylime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii CH126
susu logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 30. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 6,57 saattir.

T. delbrueckii CH126
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Sekil 3.16. T. delbrueckii CH126 susuna ait YEPD-s1v1 besiyerindeki biiyiime egrisi
(% 10 inokulum orani).

Sekil 3.17.” de T. delbrueckii EX1178 susuna ait YEPD-siv1 besiyerindeki
biiylime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii EX1178
susu logaritmik biiylime fazina gegmistir ve bu faz 40. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 9,03 saattir.
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T. delbrueckii EX1178
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Sekil 3.17. T. delbrueckii EX1178 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiyiime egrisi

(% 10 inokulum orant).

Sekil 3.18." de T. delbrueckii EX1180 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
bliytime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii EX1180
susu logaritmik biiylime fazina gegmistir ve bu faz 30. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 5,78 saattir.

T. delbrueckii EX1180
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Sekil 3.18. T. delbrueckii EX1180 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiylime egrisi

(% 10 inokulum orant).
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Sekil 3.19.” de T. delbrueckii BP4412 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki
bliylime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii BP4412
susu logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 30. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger YEPD-sivi

besiyerinde 5,83 saattir.

T. delbrueckii BP4412
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Sekil 3.19. T. delbrueckii BP4412 susuna ait YEPD-sivi besiyerindeki biiylime egrisi
(% 10 inokulum orani).

Substratin biyokiitle degisimi iizerine etkisini incelemek icin, 6nceki ¢alismadaki
inokiilasyon orant (V% 2) sabit tutulup substrat olarak YEPD-sivi yerine melas
kullanilmigtir. Sekil 3.20.” de S. cerevisiae EX88 susuna ait melas besiyerindeki
bliylime egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae EX88
susu logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger melas

besiyerinde 3,88 saattir.
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Sekil 3.20. S. cerevisiae EX88 susuna ait melas ortaminda biiyliime egrisi (% 2 inokulum orani).

Sekil 3.21. de S. cerevisiae ETARI1 susuna ait melas besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae ETAR1 susu
logaritmik biiylime fazina geg¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar stirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmigtir. Bu deger melas

besiyerinde 3,00 saattir.

S. cerevisiae E7TAR1

Absorbans (600 nm)
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Sekil 3.21. S. cerevisiae ETARI susuna ait melas ortaminda bilyiime egrisi (% 2 inokulum orani).
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Sekil 3.22.” de S. cerevisiae ROD23 susuna ait melas besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae ROD23 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger melas

besiyerinde 4,12 saattir.

S. cerevisiae ROD23
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Sekil 3.22. S. cerevisiae ROD23 susuna ait melas ortaminda biiyiime egrisi (% 2 inokulum oranr).

Sekil 3.23.” de S. cerevisiae EX1160 susuna ait melas besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra S. cerevisiae EX1160 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger melas

besiyerinde 3,28 saattir.
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S. cerevisiae EX1160
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Sekil 3.23. S. cerevisiae EX1160 susuna ait melas ortaminda biiyliime egrisi (% 2 inokulum orani).

Sekil 3.24.” de T. delbrueckii CH126 susuna ait melas besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii CH126 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmigtir. Bu deger melas

besiyerinde 4,50 saattir.
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Sekil 3.24. T. delbrueckii CH126 susuna ait melas ortaminda biiyiime egrisi (% 2 inokulum orani).
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Sekil 3.25.” de T. delbrueckii EX1178 susuna ait melas besiyerindeki biiylime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii EX1178 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger melas

besiyerinde 3,50 saattir.
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Sekil 3.25. T. delbrueckii EX1178 susuna ait melas ortaminda biiyiime egrisi (% 2 inokulum orani).

Sekil 3.26.” da T. delbrueckii EX1180 susuna ait melas besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmigtir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii EX1180 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger melas

besiyerinde 3,60 saattir.
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T. delbrueckii EX1180

Absorbans (600 nm)

Zaman (Saat)

Sekil 3.26. T. delbrueckii EX1180 susuna ait melas ortaminda biiylime egrisi (% 2 inokulum orani).

Sekil 3.27.” de T. delbrueckii BP4412 susuna ait melas besiyerindeki biiyiime
egrisi gosterilmistir. Yaklasik 4 saatlik lag fazdan sonra 7. delbrueckii BP4412 susu
logaritmik biiylime fazina ge¢mistir ve bu faz 25. saatin sonuna kadar siirmiistiir.
Logaritmik faz degerleri ile ikilenme zamani hesaplanmistir. Bu deger melas

besiyerinde 3,00 saattir.

T. delbrueckii BP4412

Absorbans (600 nm)
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Sekil 3.27. T. delbrueckii BP4412 susuna ait melas ortaminda biiyiime egrisi (% 2 inokulum orant).
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YEPD SIVI %2 iNOKULUM YEPD SIVI %10 iNOKULUM MELAS ORTAMI

Sekil 3.28. Mayalarin YEPD-s1v1 besiyeri ve melas ortaminda ikilenme siireleri.

Fermantasyon dncesi YEPD-s1v1 besiyeri ve melas ortaminda gelisme ve iireme
durumu incelenen mayalar arasinda biyokiitle artis1, hiz1 ve katil 6zellikleri bakimindan
S. cerevisiae ETARI1 susu, T. delbrueckii CH126, T. delbrueckii EX1180 ve
T. delbrueckii BP4412 suslar sarap yapiminda kullanmak {izere se¢ilmistir.

3.3. SIRA ANALIZLERI

3.3.1. pH Tayini

pH, pHmetre (Crison pHmeter Basic-20) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Beyaz iiziim

sirasinda pH 3,46 iken kirmizi iizim sirasinda pH 3,5 olarak okunmustur.

3.3.2. Spesifik Yogunluk ve Briks Tayini

Spesifik yogunluk dansimetre (Nahita 71355150) ile oOl¢iilmiistiir. Siranin
yogunluk degerinde dansimetre diagraminda karsilik gelen degeri 20 °C’ de kirmizi
lizlim siras1 i¢in 1094 g/L beyaz iiziim sirast i¢in 1055 g/L olarak okunmustur. Sirada
¢Ozlniir seker tayini icin el tipi refraktometre kullanilmistir

(Grenier, 0l¢lim araligt: % 0-25 Vol, % 0-40 Briks).
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Kirmizi {iziim sirast i¢in Briks 22 (% seker, w/w) iken beyaz sarap sirasi i¢in
Briks 13,8 dir. Genelde kirmizi iiziim suyu 14 ile 24 arasinda Briks degerlerine
sahiptir. Fermantasyon sirasinda her 1 Briks % 0,535 alkole ¢evrilir.

Bu ¢alismada o6l¢iilen kirmizi liziim sirasindaki % 22’ lik sekerin Briks skalasina
gore fermantasyon sonucunda olusacak alkol miktarinin % 11,0-12,0 araliginda, beyaz

lizlim sirast i¢in Ol¢iilen 13,8 Briks’ in ise % 7,0- 7,5 aralifinda olmas1 beklenmistir.

3.4. Fermantasyon Sirasinda Yapilan Analizler

3.4.1. Sicaklik Degisimleri

Sarap fermantasyonu oda kosullarinda gergeklestirilmistir. Fermantasyon
esnasinda sicaklik artis1 siraki liziim kabuklarindan renk ve aroma eldesini saglarken,
mayalarin 6liimiine ve fermantasyon miktarinin diigmesine neden olabilir. Bunun 6niine

gecmek icin fermantasyon baslangicinda, ortasinda ve sonunda sicaklik oOlgiimleri

yapilmistir. Elde edilen sicaklik dereceleri Cizelge 3.1.” de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Fermantasyon siiresince gozlenen sicaklik degigimleri.

Sira 1. Sira 2. Sira 3. Sira 4. Sira 5. Sira
T.delbrueckii | T.delbrueckii
Fermantasvon S. T.delbrueckii EX1180 BP4412
Mavasi Su)iarl Spontan cerevisiae CHI126 + +
y 3 E7ARI (Velcorin) | S. cerevisiae | S. cerevisiae
E7AR1 E7AR1
Tip K* B** K B K B K B K B
Siire
Fermantasyon | 00 | 5000 | 20°c | 20°C | 20°C | 20°C | 20°C | 20°C | 20°C | 20°C
Baslangici
Fermantasyon
24°C | 18°C | 24°C | 18°C | 24°C 20°C 24°C 18°C | 24°C 19°C
Ortasi
Fermantasyon o o o o o o . o o o
Sonu 22,5°C | 18°C | 24°C | 18°C | 24°C 20°C 23°C | 18°C | 24°C | 19°C

*: Kirmiz1 tizlim sirasi, **: Beyaz liziim siras1
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3.4.2. Briks Tayini

Fermantasyon siiresince sira ortamindaki seker miktarinin degisimi dl¢tilmiistiir.
Sonuglar, Cizelge 3.2.” de gosterilmistir. Kirmizi {iziim sirasinda seker tiiketim miktari
spontan fermantasyonda % 63,63, S. cerevisiae ETAR1’ de % 64,91, T. delbrueckii
CHI126 da % 64,58, T. delbrueckii EX1180 + S. cerevisiae ETARI1 c¢oklu starter
kiiltiirde % 56,92, T. delbrueckii BP4412 + S. cerevisiae ETAR1 coklu starter kiiltiirde
% 64,90 olarak hesaplanmistir.

Beyaz iiziim sirasinda ise seker tiikketim kapasitesinin spontan fermantasyonda
% 56,52, S. cerevisiae ETAR1’ da % 69,69, T. delbrueckii CH126’ da % 68,88,
T. delbrueckii EX1180 + S. cerevisiae E7TAR1 c¢oklu starter kiiltiirinde % 68,75,
T. delbrueckii BP4412 + S. cerevisiae ETAR1 % 71,59 oraninda oldugu hesaplanmistir.
Secilen sarap mayalarinin, seker tiiketim kapasitesinin beyaz iiziim sirasinda daha

ylksek oldugu goriilmiistiir. Sonuglar, Cizelge 3.2.” de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2. Fermantasyon siiresince siralardaki briksin fermantasyon boyunca degisimi.

Fermantasyon | Fermantasyon | Fermantasyon
Mayalar Sl.l‘?f Basla.nglcl Orl.:as1 So.nu % Sel.(er.
Tipi Briks Briks Briks Tiiketimi
(g/100mL) (g/100mL) (g/100mL)
Kirmizi 22 15,5 8 %63,63
1. Spontan
Beyaz 13,8 13,8 6 256,52
Kirmiz1 22,8 14,8 8 264,91
2. E7AR1
Beyaz 13,2 10,8 4 269,69
0
3. CH126 Kirmizi 24 16,5 8,5 %64,58
Beyaz 13,5 6g 4,2 268,88
4. EX1180 Kirmiz1 26 19 11,2 256,92
+ETARI Beyaz 16 58 5 %68,75
5.T delbrueckii Kirmizi 22,8 15,6 8,8 %64,90
BPA412+ETARL | 5. ., 17,6 7.8 5 %71,59
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3.4.3. Uziim Sirasinda Spesifik Yogunluk Tayini

3.4.3.1. Kirmuz1 Uziim Sirasinda Spesifik Yogunluk Tayini

Secilmis sarap mayalariyla yapilan denemelerde alkol fermantasyonunun sirada
spesifik yogunluk takibiyle yapilmigtir. Spontan gergeklesen fermantasyonda spesifik
yogunluk degerleri fermantasyonun basindan itibaren ¢ok yavas bir sekilde azalmaya
baslamis ve fermantasyon kirmizi iiziim sirasinda 10 giin siirmiistiir. Fermantasyon
sonunda spesifik yogunluk degerleri 999 g/L olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3.).

Inokulum olarak S. cerevisiee E7AR1 mayasmmn kullannmiyla etil alkol
fermantasyonu hizli bir sekilde baglamis ve 3. giine kadar yogunlukta ¢ok hizli bir
azalma gozlenmistir. 3. giinden itibaren spesifik yogunluktaki azalma yavaglamis ve
6 giinlik fermantasyon sonunda yogunluk degerleri 994 g/L olarak belirlenmigtir
(Cizelge 3.3.).

Inokulum olarak T. delbrueckii CH126 mayas1 kullanilarak yapilan etil alkol
fermantasyonu hizli bir sekilde baslamis ve 3. giline kadar yogunlukta ¢ok hizli bir
azalma gdzlenmistir. 3. giinden itibaren yogunluktaki azalma yavaglamis ve 6 giinliik
fermantasyon sonunda yogunluk degerleri 996 g/L olarak belirlenmistir.

T.delbrueckii EX1180 + S. cerevisiae ETARI ¢oklu starter kiiltiirleri ile yapilan
karisik inokiilasyonlarda, fermantasyon saf kiiltiirlere gore daha yavas gerceklesmistir.
(Cizelge 3.3.). Fermantasyon, yogunluk degeri 1 g/L’in altina diistiigi zaman
tamamlanmaktadir. Fermantasyon siireci 29. giinde tamamlanmistir. 7. delbrueckii
BP4412 + S. cerevisiae ETAR1 c¢oklu starter kiiltiirleri ile yapilan karisik
inokiilasyonlarda, fermantasyon saf kiiltiirlere gére daha yavas ger¢eklesmis olmasina
ragmen EX1180+E7ARI1 Kkiiltiiriine goére daha hizlidir. Fermantasyon 8. giinde

tamamlanmis ve fermantasyon sonrasi gézlenen yogunluk 1006 g/L’ dir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. Kirmizi {iziim sirasinin fermantasyonu sirasindaki yogunluk degisimi.

T.delbrueckii | T.delbrueckii
FermantaS)ion Spontan S.cerevisiae T.delbrueckii EX11§0_+ BP441_2_+
Zamam (Giin) E7AR1 CH126 S.cerevisiae S.cerevisiae
E7AR1 E7AR1
0 1094 g/L 1100 g/L 1110 g/L 1112 g/L 1097 g/L
1 1090 g/L. 1075 g/L 1090 g/L 1098 g/L 1090 g/L
2 1067 g/L 1044 g/L 1055 g/L 1081 g/L 1067 g/L
3 1047 g/L 1020 g/L 1027 g/L 1065 g/L 1048 g/L
4 - - - - -
5 - - - - -
6 1011 g/L 994 g/L 996 g/L 1026 g/L 1016 g/L
7 1007 g/L - 995 ¢/ 1022 g/L 1011 g/L
8 1004 g/L - - 1020 g/L 1006 g/L
9 1000 g/L - - 1017 g/L -
10 999 g/L - 990 g/L 1015 g/L -
14 996 g/ - - - 998 g/
17 - - - 1006 g/L -
20 - - - 1004 g/L -
24 - - - 1003 g/L -
29 - - - 1002 g/L -

3.4.3.2. Beyaz Uziim Sirasinda Spesifik Yogunluk Tayini

Spontan gerceklesen fermantasyonda yogunluk degerleri fermantasyonun
basindan itibaren ¢ok yavas bir sekilde azalmaya baslamis ve fermantasyon beyaz {iziim
sirasinda kirmizi ilizim sirasina gore daha uzun siirmiistiir. 10. giinlin sonundaki
yogunluk degerleri 1009 g/L olarak belirlenmistir. Bu deger kirmizi iiziim sirasinda 999
g/L’ dir (Cizelge 3.4.).

S. cerevisiae ETAR1 mayasinin kullanimiyla etil alkol fermantasyonu hizli bir
sekilde baglamis ve 3. gline kadar yogunlukta c¢ok hizli bir azalma gozlenmistir.
3. glinden itibaren yogunluktaki azalma yavaglamis ve 6 giinliik fermantasyon sonunda

yogunluk degerleri 998 g/L olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4.).
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T. delbrueckii CH126 mayasinin kullanimiyla etil alkol fermantasyonu hizli bir
sekilde baslamis ve 3. giine kadar yogunlukta ¢ok hizli bir azalma goézlenmistir.
3. glinden itibaren yogunluktaki azalma yavaglamis ve 6 giinliik fermantasyon sonunda
yogunluk degerleri 995 g/L olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4.).

T. delbrueckii EX1180+ S. cerevisiae ETAR1 ¢oklu starter kiiltiirleri ile yapilan
karisik inokiilasyonlarda, fermantasyon saf kiiltlirlere gore daha yavas gerceklesmistir.
Yogunluk degerleri fermantasyonun basinda ¢ok daha yavag bir sekilde azalirken
3. gilinden itibaren yogunluktaki azalma hizlanmistir. 9. giinde fermantasyon
sonlanmaya baslamis, 9. ve 10. giiniin sonundaki yogunluk degeri 980 g/L ve 970 g/L
olarak bulunmustur (Cizelge 3.4.).

T. delbrueckii BP4412+ S. cerevisiae ETAR1 ¢oklu starter kiiltiirleri ile yapilan
karisik inokiilasyonlarda, fermantasyon 8. giinde tamamlanmis ve fermantasyon sonrasi

gbzlenen yogunluk oran1 999°dur (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Beyaz iiziim sirasinin fermantasyonu sirasindaki yogunluk degisimi.

T.delbrueckii T.delbrueckii
Fermantas;:on Spontan S.cerevisiae | T.delbrueckii EX118_0_+ BP441_2_+
Zamam (Giin) E7AR1 CH126 S.cerevisiae S.cerevisiae
E7AR1 E7AR1
0 1055 g/L | 1052 g/L 1055 g/L 1065 g/L 1071 g/L
1 1055 g/L | 1039 g/L 1035 g/L 1062 g/L 1073 g/L
2 1060 g/L | 1029 g/L 1015 g/L 1057 g/L 1071 g/L
3 1056 g/L | 1015 g/L 1000 g/L 1046 g/L 1060 g/L
4 _ . . - -
5 _ - . - -
6 1050 g/L | 998 g/L 996 g/L 1000 g/L 1015 g/L
7 1040 g/L - 995 g/L 950 g/L 1007 g/L
8 1029 g/L - - - 999 g/L
9 1020 g/L - - 980 g/L -
10 1009 g/L | 995 g/L - 970 g/L -
14 996 g/L - - - 998 g/L
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3.4.4. Kirmiz1 Uziim Sirasinda Fermantasyon Siiresince Genel Degisimler

Kirmizi iizim sirasinin  spontan yolla gergeklestirilen fermantasyonda,
fermantasyonun basinda % 59 oraninda apikulat mayalar1 gézlenmistir (Sekil 3.29.). Bu
mayalar S. cerevisiae’nin daha kolay gelistigi % 3-5 etanol diizeyine kadar
fermantasyonda baskin olup fermantasyonu baslatmislardir. Fermantasyonun ortasinda
bu mayalarinin oram1 % 41’ e diigmiistiir. Uziim suyu igerisindeki seker tiiketiminin
sabitlendiginin gézlenmesiyle fermantasyonun bittigine karar verilmistir. Fermantasyon
14 giin stirmiistiir.

S. cerevisiae susuna ait E7TARI1 ile yapilan fermantasyonda, CO; ¢ikis1 ilk giinde
fermantasyon ortamindaki kopiirme ile gozlenmistir. Briks tiiketimi fermantasyonun
2. giiniinde maksimuma ulasmistir. Uziim suyu igerisindeki seker tiiketimi ve siranin
yogunlugu 6. giinde sabitlenmistir (Sekil 3.31.).

Saf T. delbrueckii CH126 susunde fermantasyonun 2. giiniine kadar Briks
tilketimi ve fermantasyon hiz1 ¢ok yiiksektir. Fermantasyon 10. giinde tamamlanmistir
(Sekil 3.31.).

T. delbrueckii EX1180 susu ve S. cerevisiae ETARI susu ile yapilan karigik
kiltiirlerde fermantasyon hizi saf Kkiiltiirlere gore daha yavastir. Fermantasyonun
3. giinliinde fermantasyonu sorunsuz tamamlamak icin siraya E7ARI1 eklenmistir.
Fermantasyon, seker tiiketiminin durdugunun goézlenmesiyle 29. giinde bitmistir
(Sekil 3.31.).

T. delbrueckii BP4412 susu ve S. cerevisiae ETAR1 susu ile yapilan karisik
kiiltiirlerde fermantasyonun 3. giiniine kadar toplam hiicre sayis1 yiikselmemistir. Bunun
sebebi, S. cerevisiae ETAR1 susunun katil toksininin 7. delbrueckii BP4412 susunu
oldiirmesidir. Fermantasyonun tamamlanmasi i¢in 3. giin {iziim sirasina E7AR1 susu
inokiile edilerek fermantasyonun uygun bir sekilde tamamlanmasi saglanmistir
(Sekil 3.31.). Fermantasyon 14. giin sonlanmistir. Fermantasyon siiresince bir

kontaminasyon gozlenmemistir.
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Sekil 3.29. Kirmizi iiziim sirasinin spontan fermantasyonundan YEPD Agar besiyerine yapilan yayma
plaka ekimi.

Sekil 3.30. Kirmizi {iziim sirasinin spontan fermantasyonunda gozlenen apikulat mayalarinin mikroskobik

goruntiisi.
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Sekil 3.31. Kirmiz1 iiziim sirasinda fermantasyon ve toplam hiicre sayisi degisimi.

3.4.5. Beyaz Uziim Sirasinda Fermantasyon Siiresince Genel Degisimler

Fermantasyon boyunca, sarap mayalar1 tarafindan tiiketilen toplam seker miktari
ve fermantasyon ortaminda lireme hizina bakilmistir. Beyaz iizlim sirasinin spontan
olarak gerceklestirilen fermantasyonda fermantasyon hizi yavastir ve fermantasyon 14.
giinde sonlanmistir (Sekil 3.32).

S. cerevisiae ETAR1 susu ile yapilan fermantasyonda, CO, c¢ikist 1. giinde
fermantasyon ortamindaki kopiirme ile gozlenmistir. 6. giinde {iziim suyu igerisindeki
seker tiiketiminin sabitlendiginin goézlenmesiyle fermantasyonun bittigine karar
verilmistir (Sekil 3.32.).

Saf T. delbrueckii CH126 susunda fermantasyonun 2. giiniine kadar seker
tiiketimi ve fermantasyon hizi ¢ok yiiksektir. Fermantasyon 7. giinde tamamlanmistir

(Sekil 3.32.). Fermantasyon siiresince bir kontaminasyon gozlenmemistir.
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T. delbrueckii EX1180 susu ve S. cerevisiae ETARI susu ile yapilan karisik
kiiltiirlerde fermantasyonun 3. giiniinde iiziim sirasinda S. cerevisiae E7TAR1 susu
hakimdir. Fermantasyon, seker tiiketiminin durdugunun gdzlenmesiyle 7. giinde
bitmistir (Sekil 3.32.).

T. delbrueckii BP4412 ve S. cerevisiae ETAR1 susu ile yapilan karisik
kiiltiirlerde toplam hiicre sayist fermantasyonun 2. giinline kadar artmamistir.
Fermantasyonun 3. giinlinde {iziim sirasinda S. cerevisiae E7ARI1 susunun hakim
oldugu ve hiicrelerin 6lmeye basladigi gozlenmistir (Sekil 3.32.). Bunun sebebi
S. cerevisiae ETAR1 susunun sahip oldugu katil toksinleri ile BP4412 susunu

oldirmesidir.
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Sekil 3.32. Beyaz iiziim sirasinda fermantasyon ve toplam hiicre sayis1 degisimi.
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3.4.6. Uziim Sirasinda Fermantasyon Siiresince Laktik Asit Bakterisi ve Asetik

Asit Bakterilerindeki Genel Degisimler

Kirmiz1 ve beyaz iiziim sirasinda spontan fermantasyonun 1. giiniinde laktik asit
bakterileri gozlenmistir. Asetik asit bakterisi ise fermantasyon = siiresince

gozlenmemistir.

3.4.7. Duyusal Analiz

Saraplarin duyusal analizi 3 kisilik se¢ilmis tiyelerden olusan bir jiiri tarafindan
bazi uluslararasi yarigsmalarda uygulanan puanlama sistemine gore 20 puan tlizerinden ve
tercth yontemine gore yapilmistir. Duyusal analizlerden elde edilen sonuglar
Cizelge 3.5.' de verilmistir.

Kirmizi sarap ornekleri arasinda renk ve berraklik bakimindan énemli bir fark
bulunmamaktadir. Genel olarak sarap, kirmizi ve kizileik rengindedir. Koku, tat ve
genel izlenim bakimindan ise 1 ve 2 numaral saraplar diger saraplara tercih edilmistir.

Kirmiz1 iziim meyve aromast hakimdir.

Cizelge 3.5. Kirmizi1 saraptaki duyusal analiz sonuglari.

1 2 3 4 5
T.delbrueckii | T.delbrueckii
Duyusal - ..
Kriterler Spontan S.cerevisiae | T.delbrueckii EX1180 + BP4412 +
p E7AR1 CH126 S.cerevisiae S.cerevisiae
E7AR1 E7AR1
Renk (0-2) 1,80 1,95 1,87 1,85 1,92
Berraklik (0-2) 1,87 1,90 1,85 1,80 1,75
Koku (0-4) 2,90 3,45 3,00 2,90 3,00
Tat ve Genel
. 11,50 11,25 11,20 10,00 9,80
Izlenim (0-12) ’ ’ ’ ’ ’
Toplam (0-20) 18,07 18,55 17,92 16,55 16,47
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Sekil 3.33. Duyusal analiz agsamasinda kirmizi saraplar.

Beyaz sarap oOrneklerinde spontan fermantasyon ve saf maya kiiltiirleri ile

yapilan saraplar (1, 2 ve 3), 4 ve 5° e berraklik ve renk agisindan tercih edilmistir.

5 numarali sarapta bulanik bir goriiniim vardir. Spontan fermantasyon ve saf kiiltiirlerle

yapilan saraplar berrak altin rengindedir. Koku, tat ve genel izlenim bakimindan en iyi

sonu¢ 2 numarali sarap denemesinde elde edilmistir.

Cizelge 3.6. Beyaz saraptaki duyusal analiz sonuglari.

Toplam (0-20)

1 2 3 4 5
D ! T.delbrueckii | T.delbrueckii
Ku,i’usla Spontan S.cerevisiae | T.delbrueckii EX1180 + BP4412 +
riterier P E7AR1 CH126 S.cerevisiae | S.cerevisiae
E7AR1 E7AR1
Renk (0-2) 1,70 1,90 1,80 1,85 1,92
Berraklik (0-2) 1,85 1,95 1,85 1,80 1,30
Koku (0-4) 2,90 3,45 3,00 2,90 2,80
Tat ve Genel
. 11,50 11,80 10,50 10,00 9,50
Izlenim (0-12) ’ ’ ’ ’ ’
17,95 19,1 17,15 16,55 15,52
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Sekil 3.34. Duyusal analiz agamasinda beyaz saraplar.

75



4. TARTISMA ve SONUC

Sarapta fermantasyon sirasinda alkol oraninin yiikselmesi ¢ogu mikroorganizma
icin sinirlayict olmaktadir ve bozulmadan sorumlu organizmalar genel olarak bazi
Saccharomyces suslari ile Saccharomyces olmayan mayalardir. Bozulma etkisi olarak
depolanan saraplarda film olusumu, siselenmis saraplarda bulaniklilik, ¢okelti ve gaz,
tiretim esnasinda koku ve tat kayiplar1 sayilabilir. Bu etkilerden kurtulmak i¢in sarap
tiretimine uygun saf kiiltiirler kullanilmaktadir ya da spontan sarap yapiminda iyi
ozellikli maya sayisinin arttirilmasi ile avantaj yaratilmaktadir
(Loureiro ve Malfeito- Ferreira, 2003). Her iki durumda da eger iyi sarap iireticisi maya
susu diger mayalarin gelisimi engelleyecek toksinler salgilarsa, zararli mayalari
Oldiirtirse, iiretim i¢in ¢ok yararli olacaktir. Bu nedenle katil sus gelistirme ve katil
fenotipin ortaya cikarilmasi 6nemlidir. Calismamizda oncelikli olarak cesitli literatiirde
katil fenotip ozellik gosterdigi belirlenen suslarin hangisinin yayma maya olarak
kullanilacaginin anlasilmasi i¢in test edilmistir.

Sarap fermantasyonunda Oldiiriicii mayalarin tespiti i¢in, kullanilacak olan
yayma mayalari ile yapilan sonuglar literatiirde belirtildigi gibi S. cerevisiae fenotipleri
ve Ozellikleri ile uyumludur (Bendova, 1986; Magliani ve dig., 1997; Sertkaya, 2005;
Yener, 2006). S. cerevisiae EX33 Kkatil toksin iiretmeyen duyarli bir susdur.
S. cerevisiae F166 (K1) katil bir sus olup, S. cerevisiae EX73 (K2) ve S. cerevisiae
F182 (K28) susuna karst duyarhidir, bu suslar tarafindan salgilanan katil toksin
S. cerevisiae F166 (K1) susu icin oldiriictidiir. S. cerevisiae EX73 (K2) katil bir sus
olup, S. cerevisiae F166 (K1) susu ve S. cerevisiae F182 (K28) susuna kars1 duyarhidir,
bu suslar tarafindan salgilanan katil toksin S. cerevisiae EX73 (K2) susu igin
oldiirtictdiir. S. cerevisiae F182 (K28) katil bir susdur, S. cerevisiae F166 (K1) susu ve
S. cerevisiae EX73 (K2) susuna kars1 duyarhidir ve bu suglar tarafindan salgilanan katil
toksin S. cerevisiae F182 (K28) susu i¢in oldiiriictidiir. S. cerevisiae EX33 diger
mayalara kars1 6ldiirticii etki gdstermemistir ve duyarli bir susdur. Bu nedenle 6nceden
izole edilerek tanimlanmis olan ve sarap yapiminda kullanilacak mayalarin se¢ilmesinde

yayma maya olarak kullanilmistir.
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S.  cerevisiae EX33 susu yayma maya olarak  kullamildiginda;
T. delbrueckii BP4412 susunun katil 6zellik gostermedigi, S. cerevisiae E7ARI,
S. cerevisiae EX88, S. cerevisiae ROD23 ve T. delbrueckii EX1180, T. delbrueckii
CH126 katil toksin iirettigi belirlenmistir. 7. delbrueckii BP4412 susu ticari olarak
saglanan maya iireticisi bir susdur. flging olarak sarap yapiminda kullanilan ¢ogu ticari
maya susu iiziimlerden degil uzun yillardir kullanilan sarapHane ortamindan ve
ekipmanlarin lizerinden izole edilmektedir (Le Jeune ve dig., 2006). Calismamizda
kullanilan suglar ise ticari olarak saglanan 7. delbrueckii BP4412 harig, baglardan
tiziimlerin tlizerinden izole edilerek tanimlanmistir. Sarap yapiminda immobilize maya
kullanim1 da alternatif bir iiretim seklidir. Immobilize ve serbest ayn1 maya susu ile
yapilan sarap fermantasyonunda aroma, koku ve sarap kalitesi olarak duyusal
analizlerde hicbir fark olmadigi belirtilmistir. Calismamizda saf serbest mayalar ve
spontan sarap iiretimi yapilmistir (Komaitisa ve dig., 2003).

Oldiiriicii toksinler peptid yapisinda bilesenlerdir. Sadece sarap iireticisi mayalar
tarafindan degil ayn1 zamanda sarapta bozulmaya neden olan Brettanomyces, Candida,
Hanseniaspora, Pichia, Metschnikowia, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces ve
Zygosaccharomyces suglart tarafindan da {retilmektedir (Marcos ve dig., 2007;
Susanne ve dig., 2009). Bu nedenle katil toksin iiretimi iyi sarap mayasi se¢iminde tek
basma yeterli bir 6zellik degildir. Diger 6zellikleri ile birlikte degerlendirilmelidir.
T. delbrueckii BP4412 herhangi bir katil fenotip 6zellik gdstermemesine ragmen sarap
mayast olarak degerli bir susdur.

Katil 6zellik gosteren maya kullanmak yerine toksik 6zellik gosteren peptidi
izole ederek sarap iretiminde kullanmak alternatif bir yaklasim olabilir. Yapilan
calismalarda bu peptidler izole edilerek S. cerevisiae, Z. bailii ve Z. bisporus
kiiltiirlerinin gelisimine etkisi incelenmistir. S. cerevisiae’nin en yiiksek toleransi
gosterdigi  belirlenmistir (Marcos ve dig., 2007). Bu da o6zellikle spontan
fermantasyonda Saccharomyces disindaki mayalarin gelisiminin engellenmesinde
kullanilabilecegi anlamina gelmektedir.

Katil ozelliklerinin belirlenmesinin yaninda sarap iiretiminde kullanilacak olan
mayalarin biiyiime egrileri ¢ikarilarak ikilenme siireleri hesaplanmistir. % 2 inokulum
orant ile YEPD sivi besiyerinde yapilan biliylime egrileri caligmalarinda

S. cerevisae ETAR1 susunun ikilenme siiresi 1,96 saat olarak hesaplanmistir.
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Bu susun Saccharomyces suslart i¢inde en kisa ikilenme siiresine sahip oldugu
belirlenmistir. Kisa ikilenme siiresi hizli alkol iiretimi ve sarap fermantasyonu anlamina
gelmektedir. Bu da sarap fermantasyonu i¢in bu susun tercih edilmesinin nedenlerinden
biridir. Biiyiime egrilerinin ¢ikarilmasina yonelik % 2 inokulum ile YEPD sivi
besiyerinde yapilan ¢alismada denenen tiim suslarda yaklasik 4 saatlik uyum fazi
gozlenmistir. Logaritmik biiylime fazi ise 35 - 45 saat siirmiistiir.

% 10 inokulum orani ile YEPD sivi besiyerinde yapilan biiyiime egrileri
calismalarinda S. cerevisae E7AR1 susunun ikilenme siiresi 11,27 saat olarak
hesaplanmistir ve Saccharomyces susglari iginde EX1160 susundan sonra (8,57 saat) en
kisa ikilenme siiresine sahip oldugu belirlenmistir. Biiyiime egrilerinin ¢ikarilmasina
yonelik % 10 inokulum ile YEPD sivi besiyerinde yapilan ¢aligmada denenen tiim
suslarde yaklasik 4 saatlik uyum fazi goézlenmistir. Logaritmik biiylime fazi ise
25 - 50 saat slirmiistiir.

Yiiksek inokulum oraninin etkilerini belirlemek i¢in optimum pH ve sicaklik
kosullart belirlenmelidir. Kumar ve dig. 2009 tarafindan yapilan ¢aligmada inokulum
oraninin etanol ve gliserol {liretimine etkisi incelenmistir. Gliserol, etanol ve CO,’den
sonra sarap fermantasyonunda en c¢ok fliretilen yan iriindiir. Tek olarak inokulum
oraninin arttirilmasinin etanol verimini diisiirdiigi belirlenmistir. Etanol {iretiminin
diismesi kullanilan S. cerevisiae susunun yavas iiremesi, yani ikilenme siiresinin artmasi
ile agiklanmaktadir (Kumar ve Prakasam, 2009). Benzer sekilde bizim ¢alisgmamizda da
yiiksek inokulum oraninda uzun ikilenme siireleri elde edilmistir. Bu nedenle % 2
inokulum kullanilmistir. Fermantasyonun optimizasyonu sicaklik, pH degerleri ve
inokulum oranlarinin birlikte incelenmesi ile yapilmalidir.

Uziim sirast  icin  belirtilen optimum pH degeri 3-3,8 araligindadir
(Zuzuarrregui ve Olmo, 2004). Yapilan ¢aligmada, beyaz iiziim sirasinda pH 3,46 iken
kirmiz1 iiziim sirasinda pH 3,5 olarak okunmustur. Diisiik pH’ larda sira ortaminin
kontamine olma riski minimum olup, mayalar bu pH degerinde fermantasyonu
stirdiirmiiglerdir

Melas ortaminda % 2 inokulum orani ile yapilan biiyiime egrileri ¢calismalarinda
S. cerevisae ETAR1 susunun ikilenme siiresi 3 saat olarak hesaplanmistir en kisa

ikilenme siiresine sahip oldugu belirlenmistir. Melas olduk¢a kompleks bir ortamdir.
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Bu nedenle pargalanmasi daha zordur. Ikilenme zamanlarmin artmasi normal olarak
degerlendirilmistir.

Yapilan bir c¢alismada  Saccharomyces  cerevisiae CCMI 885 ve
Hanseniaspora guilliermondii NCYC 2380 suglarina ait biiyiime egrileri sentetik {iziim
suyu ortaminda c¢ikarilmistir. 30 gilinliikk inkiibasyonda oOl¢limler giinliikk olarak
yapilmistir. Uyum fazi gozlenmemistir. Uyum fazi ekim ile 6l¢tim alinan ilk nokta olan
1. glin arasinda tamamlanmstir. 4 giinliik logaritmik biiylime fazindan sonra, stasyoner
faz yaklasik 20 gilin siirmiistir ve sonrasinda Olim fazmna  girmistir
(Perez-Nevado ve dig., 2006). Bu c¢alismay1 sarap fermantasyonu ile karsilagtirmak
sentetik liziim suyunun substrat olarak siraya daha yakin olmasi nedeni ile daha
dogrudur.

Kirmizi1 ve beyaz sarap yapiminda; 7. delbrueckii EX1180+S.cerevisiae ETARI
ile T. delbrueckii BP4412+S. cerevisiae ETARI1 ko-kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalarda
sarap lretimi saf kiiltiirlere gére daha uzun slirmiistiir. Bunun nedeni olarak her iki
iretimde de kullanilan S. cerevisiae E7AR1 susun toksin iiretimi olabilir. Benzer
sekilde sarapta spontan fermantasyonda alkol oraninin temel sinirlayict faktér oldugu
genel olarak kabul edilmesine ragmen, yapilan caligmalarda fermantasyon siiresince
ortamda bulunan mayalarin ¢esitliligindeki azalmanin alkolden degil, ortamdaki bazi
mayalarin sentezledigi peptid yapisindaki OSldiiriicii  toksinlerden kaynaklandigi
belirlenmistir.  Hanseniaspora  guilliermondii  ve  Saccharomyces  cerevisae
ko-kiiltlirtinde her iki mayanin tireme durumlar1 incelenmis ve zamanla Hanseniaspora
guilliermondii’nin baskilandigr goézlenmistir. Alkol oraninin mayanin gelisimini
engeleyecek seviyede olmadigi etken faktdriin S. cerevisae tarafindan tretilen peptidler
oldugu belirlenmistir (Perez-Nevado, 2007).

Spontan sarap fermantasyonunda baslangicta S. cerevisiae sayilar tipik olarak
azdir, apikulat mayalar baskindir fakat zamanla durum tersine donmektedir.
Catania ve dig. (2005)° ya gore bu durum artan alkol miktar1 ile ilgilidir.
Caligmamizda spontan fermantasyondaki maya degisimi mikroskobik olarak
incelenmistir ve fermantasyonun ilerlemesi ile apikulat maya oraninin azaldigi

gozlenmistir.
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Spesifik yogunluk tayini sarapin sonlandirilma zamaninin belirlenmesinde
kullanilan parametrelerden biridir. Genellikle 990 g/L. degerine ulagsmasi beklenir bazi
caligmalarda 1000 g/L’nin altina diigmesi yeterlidir. Spesifik yogunluktaki diisiis maya
suslarina bagli olarak degismekle beraber kullanilan {iziim c¢esidine gore de
degismektedir. Diger bir deyisle fermantasyonun tamamlanmasi kullanilan maya susu
kadar iiztim ¢esidine de baglidir.

Torrensa ve dig. (2008) tarafindan yapilan calismada, yogunluk degerinin
kullanilan iiziime bagli olarak, 10-14 giinde ticari maya suslar ile istenilen seviyeye
diistiigii belirlenmistir. Calismamizda kirmizi iiziim sirasinda, beyaz liziim sirasina gore
daha kisa siirede spesifik yogunluk degisimi gozlenmistir. Kirmizi sarap
fermantasyonunda S. cerevisae E7TAR1 en kisa siirede (6 giinde) istenilen degere
ulasmistir. T. delbrueckii EX1180+S.cerevisiae ETARI1 ko-kiiltiirii ile yapilan
fermantasyonda ise 29 giin sonunda arzu edilen degere ulagilamamistir. Beyaz sarap
fermantasyonunda S. cerevisae ETAR1 (6 giinde) istenilen degere ulasmistir. Beyaz
sarap fermantasyonunda T. delbrueckii CH126 susu da oldukg¢a basarili sonu¢ vermistir
6 giin sonunda fermantasyon tamamlanmustir. 7. delbrueckii BP4412+S.cerevisiae
E7AR1 ko-kiiltiirii ile yapilan fermantasyonda ise 14 giin sonunda arzu edilen degere
ulagilmigtir. Sarap yapiminda S. cerevisae E7AR1 susunun pek c¢ok calismada
kullanilan ticari maya susundan daha hizli fermantasyonu tamamladig: goriilmektedir.

Saraplarda istenmeyen mikroorganizmalarin biiyimesinin engellenmesinde
kimyasal madde olarak ozellikle kiikiirt dioksit (SO,) kullanilmaktadir. Fakat saglik
riskleri ve miimkiin olduk¢a dogal ve katki maddesi i¢cermeyen liriin kullanimina
yonelik egilim, koruyucu kullaniminda artan kisitlamalar nedeni ile diinya genelinde
SO, kullanimi azaltilmaya calisilmaktadir (Marcos ve dig., 2007). Calismamizda
koruyucu olarak Avrupa Birligi ve Diinya Saglik Orgiitii tarafindan giivenli olarak
siniflandirilan dimetilkarbonat kullanilmustir.

Beyaz saraplarda bulaniklik karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir. Kolloidal
stabilite ve beyaz sarabin berrakliginda proteinler ¢ok az konsantrasyonlarda bulunsalar
bile anahtar rol oynarlar. Sarapta proteinler genellikle iiziimlerden ve otolize olmus
mayalardan kaynaklanir. Sarapin instabilitesi protein disindaki pH, etanol miktari,
polisakkarit, polifenol, flavonol, siilfat ve metal iyonlar1 gibi faktdrlere de bagldir.

Bulaniklilik gideriminde bentonit diinya genelinde kullanilmaktadir.
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En O6nemli sinirlandirici faktor ise proteinlere spesifik olmamasidir, sarapta negatif
yukliidiir ve pozitif ylklii bilesenleri tutarak ¢okelmesini ve berraklasmay1 saglar. Bu
esnada diger pozitif yiiklii bilesikleri de yakalayabilir. Bu durum berraklagsma saglasa da
tat ve kokuda azalmaya ve sarabin kalitesinin diismesine neden olabilir bu nedenle
calismamizda kullanimi tercih edilmemistir (Milena ve dig., 2012).

Calismamizda hem kirmizi hem de beyaz sarapta yapilan duyusal analizlerde
berraklik puanlamasinda en diisiik puan1 7. delbrueckii BP4412 + S. cerevisiae ETAR1
ko-kiiltiiri ile tiretilen sarap almistir. Baglangicta her iki mayanin da iiremeye basladigi
fakat liremenin artmasi ve logaritmik fazin ilerlemesi ile S. cerevisae E7TAR1 susunun
toksik  peptidleri  iirettigi ve fermantasyon ortamima salgiladigi  sonugta
T. delbrueckii BP4412 hiicrelerinin lizise ugradigi ve bunun da bulaniklig1 arttirdigi
distiniilmektedir.

T. delbrueckii suslar1 sarap iiretimi gibi yiiksek seker igeren iiretimlerde
S. cerevisiae suslarindan daha diisiik oranda asetik asit tiretmektedir. S. cerevisiae ile
yapilan fermantasyonlarda asetik asit miktarinda zaman zaman yasal sinirlarin asildigi
goriilmektedir. Bu nedenle son yillarda 7. delbrueckii ile sarap fermantasyonunun
yapilmasi yoniinde artan bir egilim vardir (Masneuf-Pomarede ve dig., 2008).
Calismamizda elde edilen saraplarda duyusal olarak asitlik tat ve kokusu alinmamaistir.
pH degerleri beklenen sinirlar i¢indedir.

Sarap yapiminda ve satisinda en 6nemli parametre miisteri memnuniyetidir. Tat
ve koku kullanilan iizim ¢esidine, sarap yapimi ve olgunlastirma siirecine bagl olarak
degismektedir. Spontan fermantasyonda standardize edilemeyen {iriin elde etme riskine
kars1 saf kiiltiirlerin ve 6zellikle ko-kiiltiirlerin kullanimi 6nem kazanmaktadir. Yapilan
calismada 3 farkli Saccharomyces cerevisae susu ile saf olarak ve ko-kiiltiir ile sarap
iiretimi gerceklestirilmistir ve duyusal analizler yapilmistir. Ug susun kullanildig
iiretim duyusal analizlerde yiiksek ester bilesiklerine, ¢iceksi aromaya ve ugucu tiollere
sahip olmasi nedeni ile en diisiik puan1 almistir (Francis ve dig., 2010). Tat ve aromanin
olusumunda sicakliginda etkisi oldugu belirlenmistir (Torrensa ve dig., 2008;
Molina ve dig., 2009). Yaptigimiz ¢caligmada da benzer sekilde ko-kiiltiir fermantasyon
trtinleri en diisiik puami almistir. Burada ilging olan her iki iiretimde de spontan
fermantasyon iirlinliniin daha yiiksek puan almis olmasidir. Caligmamizda sicakligin

aroma ve tat lizerine etkisine bakilmamistir.
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Sarap fermantasyonu sonunda kalan tortu, saraptan cesitli toksinlerin 6zellikle
okratoksin A, pestisitler ve istenmeyen diger bilesenlerin uzaklastirilmasinda 6nemlidir.
Pek ¢ok bilim adami sarapta iizlimle kiyaslandiginda diisiik miktarda okratoksin A
bulunmasini tortu ile uzaklastirilmasina baglamaktadir. Bununla beraber tortu ve sarap
arasindaki temas tat ve aromanin olusumunda Onemlidir. Bu nedenle c¢ogu
fermantasyonda kalan son tortu son ambalajlamaya kadar uzaklastirilmamaktadir
(Chassagne, 2005; Perez-Serradilla ve dig., 2008). Calismamizda bu nedenle duyusal
analiz 6ncesinde dipte kalan tortu uzaklastirilmamastir.

Geleneksel olarak spontan fermantasyonda duyusal olarak yiiksek kaliteli iiriin
elde edilmesi son yillarda fermantasyon ortamindaki Saccharomyces disindaki
mayalarin tirettigi tat ve koku bilesikleri ile agiklanmaktadir. Bu mayalarin ¢ogu yiiksek
alkol konsantrasyonuna dayanamamaktadir. Bunlarin arasinda 7. delbrueckii suslari
dikkat ¢ekmektedir (Zott ve dig., 2011).

Bulaniklilik diginda 6zellikle beyaz saraplarda kahverengilesme de 6nemli bir
problemdir ve depolama siiresince ortaya ¢ikarak pazarlama sansini azaltmaktadir. Bu
problem genel olarak iiretilen fenolik bilesiklere baglhidir
(Lopez-Toledano ve dig., 2006). Calismamizda depo kosullarinin ve siiresinin etkisine
yonelik deneme yapilmamustir.

Sonu¢ olarak, sarap fermantasyon hizi ve duyusal analiz sonuglar
incelendiginde en yiiksek verimin S. cerevisae E7AR1 susundan elde edildigi
goriilmektedir. Bu sug kullanilarak yapilacak optimizasyon ¢alismalarii takiben, depo
kosullarinin ve siiresinin etkisi ile tiretilen toksinin kimyasal yapisinin belirlenmesi,
susun ticarilestirilmesinde yararli olacaktir ve daha sonraki c¢alismalar icin

Onerilmektedir.
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KIMYASALLAR
Maya ekstrakti
Bakto-pepton
Bakto-agar
Bakto-glikoz
Sitrik asit

Metilen mavisi
Potasyum asetat
Hidrojen klortir

Sodyum kloriir
Etanol

Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,)
MRS-agar

GYC-agar

Fermantasyon aktivitorii
Siklohesimid

Tomato Juice agar

Sodyum Dodesil Siilfat

Dimetilkarbonat (Velcorin)

SATICILARI
Cultimed, Ispanya
Cultimed, Ispanya
Cultimed, Ispanya
Panreac, Ispanya
Panreac, Ispanya
Panreac, Ispanya
Panreac, Ispanya
Panreac, ispanya
Panreac, Ispanya
Panreac, Ispanya
Panreac, Ispanya
Scharlau, Ispanya
Scharlau, ispanya
Agrovin S.A., Ispanya
Sigma, Almanya
Oxoid, Ingiltere
Prolabo, Ispanya

Lanxess, Almanya
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