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Bu cal mann amac, alt fermantasyon bira mayd&Saccharomyces
carlsbergensisNCYC 1056 ve st fermantasyon bira may&accharomyces
cerevisiaeNCYC 1006 mayalar ile yurittlen bira fermantasyonlar ndan izdiken
mitokondriyal mutantlar n bira kalitesi Gzerine etkisini incelemektir.

Cal mada malt ralarna izole edilen mitokondriyal mutantlar 1X10
hiicre/mL oran nda ilave edilntir. Mitokondriyal mutant kullan Imayan doudan
1x10 hiicre/mL bira mayas ilave edilen deneme kontrol olarak kullart hm
Cal mada fermantasyon suresince maya wmeli ve fermantasyon hz
belirlenmi tir. Elde edilen biralarda yanluk, etil alkol, titrasyon asitli, pH,
indirgen eker ve toplameker analizleri ile aroma maddeleri tayini yap ltm.

Mitokondriyal mutantlar n n kullan Id denemelerde fermantasyon hz ve
maya geliimi kontrol érneine gore daha yavabulunmutur. Ayr ca, mitokondriyal
mutant kullan m ile elde edilen biralarda etil alkol ve aromaddeleri miktar
kontrole gore daha diik de erlerde belirlenmtir. Bira Uretiminde istenmeyen bir
aroma maddesi olan diasef. cerevisiaeNCYC 1006 mayas n n mitokondriyal
mutantlar ile Uretilen biralarda daha yuksek buluntomu

Anahtar Kelimeler: Bira, Mitokondri, Mitokondriyal Mutant, Mutasyon,
Saccharomycespp.



ABSTRACT
MSC. THESIS
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The objective of this study was to determine the effect obahdndrial
mutants of bottom fermentation yeastS#ccharomyces carlsbergendl€YC 1056
and top fermentation yeast @accharomyces cerevisiddCYC 1006 on beer
quality.

Wort inoculated with mitochondrial mutants at 1%1@ell/mL. Wort
inoculated with main yeasts at 1¥16ell/mL was used as control. During the
fermentation the yeast growth and fermentation rate were negaSpecific gravity,
ethyl alcohol, pH, titration acidity, total and reducing sugarsanca compounds
were determined in the beers.

According to the results obtained, fermentation rate and growth axt ye
decreased in the samples producky mitochondrial mutants. In addition,
mitochondrial mutants produced lower amounts of ethyl alcohol and aroma
compounds than the main yeasts. The amount of diacetyl which isaedufl and
play an important role on the beer quality were found higher isghwles produced
by mitochondrial mutant oSaccharomyces cerevisid¢dCYC 1006 than that of
control.

Key Words: Beer, Mitochondri, Mitochondrial Mutant, MutatioBaccharomycespp.
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1. GR

Bira, arpan n cimlendirilip kurutulmas ile elde edilen maltun ik belirli
artlar alt nda mayelenmesi ve elde olunanran n erbetciotu ile kaynat Id ktan
sonra, alkol fermantasyonuna terk edilmesi sonucu meydana gelenyalke®
iceren igkidir (Turker ve Canba2001).

Bira kalitesini etkileyen unsurlardan en o©nemlisi kullan lan mayad
Fermantasyon s ras ndaadaki ekerler maya taraf ndan esas urtin olarak alkol ve
COy'e donutaralar. Bunlar yan nda gliserol, organik asit, yuksek alkol, ester gi
ikincil drtnler de oluur. Bu ikincil drtnler biraya eiz bir aroma kazandrr.
Kullan lan maya rk n n fizyolojik durumu olacak aroma maddelerinin miktar n
etkiler (Guido ve ark., 2003; Walker, 2004).

Bira ureticileri kulland klar maya sltarnn mutasyona uamalarn
istemezler. Ancak der bitin organizmalarda oldu gibi bira mayas da mutasyona
kar hassastr (Pearson, 1996). Mutasyon, DNA'da meydana gelen Ikaltsa
nitelikteki yap sal dei iklik olarak tan mlan r ve bu dé ikli e bircok etken neden
olur. DNA'da baz sras nn de mesi bircok ekilde ortaya ¢ kabilir. Nukleotid yer
de i tirmeleri, ¢ kmalar, girmeleri ve yeniden dizenlemeler asyonlar n esas
nedenleridir (Arda, 1995).

Tam organizmalar cevre ile ikileri s ras nda tesadifi veya normal olarak
mutasyona wayabilir. Mutasyonlar daal yani kendiliinden oluan veya fiziksel
(UV- nlar, x nlar, s vb.) ve kimyasal etkenlerin (nitroz asidi, akridin, piuen
pirimidin analoglar vs.) etkisi ile yapay olarak o olmak Uzere ikiye ayrlr
(Ensari, 2002; Arda, 1995).

Bira mayas nda en sk rastlanan ve aoolarak kendiliinden ortaya
¢ kabilen mutasyon “mitokondriyal mutasyon” dur. Bu mutasyona mitokondriyal
genomdan kaybolan blyuk parcalar neden olur (Bernardi, 1979). Mitokondrisi
mutasyona wram mayaya mitokondriyal mutant denir. Bu mutantlar mitokondri
aktivitesindeki eksikliklerle karakterize edilirler ve haval amtl solunum olay n
tam olarak gercekléremezler. Ayrca laktat, gliserol ve etanol gibi fermente

olmayan karbon kaynaklarn da kullanamazlar (Ernandes ve ark., 1993).
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Mitokondriyal mutantlar ve normal dar aras nda gorulen temel farkl | k
sitokrom sistemindeki eksiklikten kaynaklanr ve en yaygn gorilen déksikl
sitokrom a, sitokromzve sitokrom b’nin yokluudur (Silhankova ve ark., 1970a).

Bira mayas suar nda alkol fermantasyonu s ras nda mitokondriyal mutant
olu um oran %0.5-5.0 aras nda dar. S cakl a ve kultur koullar na bal olarak
bu oran ayn maya su icin %50'ye kadar ¢ kabilir (Boekhout ve Robert, 2003;
Walker, 2004).

Mitokondriyal mutasyonun fermantasyon performans ve bira kalitesiine
onemli bir etkisi vard r. Mitokondri kayb hiicre getnini buyuk 6lgctide engeller ve
fermantasyon h z n n azalmas na neden olur (Ernandes ve ark., 1993; Pearson, 1996).

Silhankova ve ark. (1970b), bir alt fermantasyon bira mayasingan elde
ettikleri be spontan mitokondriyal mutant tzerinde gal lar ve bu mutantlardan
elde ettikleri biralar n daha aromatik ve serbest aminoasalifagik alkol iceri inin
daha duuk, pH de erinin ise daha yuksek oldunu belirlemilerdir.

Gyllang ve Martinson (1971), mitokondriyal mutantlar n ana mayaya gore

ekeri, Ozellikle maltotriozu daha yaveparcalad n ve farkl miktarkarda n-
propanol, izo-butanol, 2-metil butanol ve 3- metil butanol Greitbelirtmi lerdir.

Morrison ve Sugget (1983), mitokondriyal mutantlar ve normal bira mayas
su lar yla dretilen biralar n aromalar n n farkl oldunu, mitokondriyal mutantlarla
Uretilen biralarda vikinil diketon (diasetil ve 2,3-pentanedion) konsamnasyin
0.17 ppm iken normal bira mayas ku yla tretilen biralarda bu derin 0.05 ppm
oldu unu bildirmi lerdir.

Good ve ark. (1993), iki alt fermantasyon bira mayas ve onlardan elde
ettikleri mitokondriyal mutantlar n besin ortam na adaptasyonu lUzgapeklar bir
aratrmada, besin maddelerince zengin bir ortamdan fakir bir ortantanan
sularn mitokondriyal mutantlardan daha k sa surede ortama adapte olduklar
bildirmi lerdir.

Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal mutantlar kullan larak Gretilen
biralarda aroma maddelerinden Ozellikle diasetil ve izoamilatki&tar nn artt n,
etilasetat ve izoamil asetat miktar n n ise azafd bildirmi lerdir.
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Bu cal mann amac alt ve Ust fermantasyon bira mayalar ndan izokenedil

mitokondriyal mutantlar n bira kalitesi Gzerine etkisini ortaya koymakt r.
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2. ONCEK CALI MALAR
2.1. Bira Uretimi
Bira, arpan n c¢imlendirilip kavrulmas yla elde edilen malt n dabara su,

erbetciotu ve maya kullan Imas ile dretilen alkollt bir icki@itirker ve Canba

2001). Bira uretiminin amalar ekil 2.1’de verilmitir.

Arpa malt > Fermantasyon
l l
O itme Mayan n ayr Imas
l l
May eleme Su Dinlendirme
l l
May enin Suzilmesi Filtrasyon
l l
Kaynatma — erbetciotu Dolum
l l
So utma Pastorizasyon

ekil 2.1. Bira tretiminin aamalar (Turker ve Canba2001).



2. ONCEK CALI MALAR Gulten YMUR

Biran n bal ca hammaddesi olan malt, arpan n ¢imlendirilip kurutulmas yla
elde edilir (Turker ve Canba2001). Malt, ra tretimi icin gerekli olan-amilaz, -
amilaz ve proteazlar gibi enzimler ve substratlarca zenginmaddedir. Bira
yap m ndaki ilk aama mayelemedir. Bu aamada malt ditilerek s cak su (50-
75°C’de) ile kar trIr (Moll ve Blauwe, 1994; Tucker ve Woods,1995). Maleme
sras nda malt icindeki maddelerin, 6zellikle astan n, - ve -amilaz enzimleri
taraf ndan parcalan p suda ¢ozunur hale getiriimedasm olur. Ayn zamanda
proteazlar proteinlere etki ederek mayalarn kullanabilecamino asitleri
olu tururlar. Mayeleme ilemi bitince maye suzilerek kat maddeleri ayr I r. Elde
edilen s vya ra denir (Lee, 1996; Green, 2002; Bamforth, 2005).

ra, biraya 6zel aromas n vermek icierbetciotu ile yaklak 1-1.5 saat
kaynat | r. Kaynatma s ras ndarbetciotunun bileminde bulunan humulon ve dir
-asitler izomerize olarak biraya karakteristik ac tatwerzohumulon gibi izo- -
asitlere dontir (Varnam ve Sutherland, 1994; Bamforth, 2005). Ote yandan,
kaynatma ile birlikte enzimler inaktive edilirra sterilize olur, proteinler ¢coker ve
ekstrak miktar nda art olur. ra, erbetciotu ve tortuyu uzaklar Imak igin
filtreden gecirilir veya santrifijlenir (Potter ve Hotchkiss, 19®iggs ve ark.,
2004).

Maya ilave edilmeden ©6nce rann fermantasyon s caklna kadar
so utulmas gerekir. Mayan n sterol ve yasitleri gibi hiicre zarnn yap s nda
bulunan temel zar bilenlerinin sentezini yapabilmesi i¢in oksijene ihtiyac vardr.
Bu amacla, sautulan ra havalandrlr ve daha sonra bira mayas yldaar
(Iserentant, 2003; Moonjai ve ark., 2003). Bira endustrisinde kullan ldrcdoaki
maya turd vard r. BunlaBaccharomycegS) carlsbergensise S. cerevisiad r. S.
carlsbergensis bir alt fermantasyon mayasdr, fermantasyonun sonunda
kimeleerek h zla ¢coker ve fermentorin alt nda toplar.cerevisiadse bir tst
fermantasyon mayas olup, fermantasyon sras ndaaml(CQ kabarc klar ile
yukselerek kal n kahverengi bir tabakaklinde fermente olan ran n Uzerinde
toplanr (Lewis ve Young 1995; Young, 1996). Ancak her iki tirde vyeni
s n fland rmadsaS. cerevisia®mlarak adland r Imt r (Stewart ve Russell, 1998). Alt

fermantasyon yaklak bir hafta, Ust fermantasyon ise yakka Gic gun surer.
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Fermantasyon sras nda mayaradaki ekerleri alkol ve CQe parcalar. Ayn
zamanda yuksek alkoller, esterler ve karbonil bkleri gibi birann aromas na
onemli katk salayan bileikler de oluur. Fermantasyondan sonra bira, maya ve
di er maddelerden ayr Imas icin filtre edilir (Potter ve ¢hiiss, 1995; Turker ve
Canba, 2001). Alt fermantasyon biralar, as | fermantasyondan sonra dinlendirm
mahzenlerine al narak°@’de birka¢ ay dinlendirilir. Ust fermantasyon biralar ise
birka¢ hafta dinlendirilir. Buna ikinci fermantasyon da denir. Didlglen bira filtre
edilir, i elenir ve pastorize (6Q’de 20 dakika) edildikten sonra tiiketime sunulur
(Angelino, 1991; Turker ve Canh&001).

2.2. Maya Hucresinin ekli ve Yap s
Bira mayas S. cerevisiae Ascomycetessnfna ait Okaryotik bir

organizmad r. Fakdiltatif anaerob’tur. Tomurcuklanarakato (Lewis ve Young,
1995). Tipik bir mayas hicresekil 2.2’de verilmitir.

Mitokondri { —> &2

’O
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Tomurcuk —— ‘\\‘\]
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Golgi aygiu /F)(f % L .
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Vakuol zar1 ’ S S o
i . R

Lipid granilt

Hiicre zar1
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S < {OL

Vakuol graniilleri / 7 ®

Depo maddesi ——
Mitokondri

ekil 2.2. Maya hucresi (Stewart ve Russell, 1998).
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S. cerevisiadicresi elipseklindedir. Hiicre duvar , hiicre zar ve sitoplazma
k sm ndan oluur. Maya hucrelerinin buytklil 5x10 p kadard r (Walker, 1998).
Hucre bayuklul, beslenme ve kuiltiriin yaa bal olarak dei iklikler gosterir
(Pamir, 1985).

2.2.1 Hicre Duvar

Hucre duvar, hicreyi korur ve ona&klini verir. Toplam hicre arl nn
%15-25'ini oluturur. Gecirgen bir yap da olmas nedeniyle suda ¢6zinen tim
maddelerin hicre icine geqi sa lar ( ahin, 1995). Hucre duvar n n yakla %80-
90'nn polisakkaritler (glukan ve mannan) geri kalann ise proteinler
olu turmaktad r (Briggs ve ark., 2004). Hucre kad k¢ca hiicre duvar kal nla
(Russell, 1995).

2.2.2. Hicre Zar

Hucre duvar n n hemen alt nda bulunan htcre zar, iki protein ve bunlarn
aras nda yer alan fosfolipid tabakas ndan mlu tur (Walker, 1998). Hucre zar,
besin maddelerinin hicre icine alnmasnda, atk maddelerin hicr@ad
at Imas nda, hiicre duvar n n sentezinde ve hiicreedzimlerin salg lanmas nda rol
oynar (Russell, 1995; Thieman ve Palladino, 2004).

2.2.3. Sitoplazma

Sitoplazma, hiicre organellerini icerir. Kimyasal bak mdan progap s nda
( ahin, 1995) olup asidiktir ve pH’s yakla& 5.2'dir. Glikoliziz ve ya asitlerinin
sentezi gibi metabolik olaylarda yer alan baz enzimler sitopdaicerisinde bulunur
(Briggs ve ark., 2004).
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2.3. Bira Mayas

Bira mayalar Saccharomycesinsinden olup alt fermantasyon biralar rféla
carlsbergensis lst fermantasyon biralar nd&. cerevisiaetirld kaltir mayalar
kullanlr (Turker ve Canba 2001; Boekhout ve Robert, 2003). Bu mayalar n
oksijen ihtiyac, fermente edebildi ekerler, oluturduklar metabolik Grtnlerin
miktar ve c¢okelme 0©zellikleri birbirinden farkldr (Bamforth, 2005Alt
fermantasyon mayalar fermantasyon sonunda kierake hzla coker ve
fermentdriin alt nda toplan r. Ust fermantasyon mayalar iseafetasyon s ras nda
olu an koépuk ile yikselerek kal n kahverengi bir tabak&linde fermente olan

ran n Uzerinde toplanr (Prentis, 1985; Brown ve ark., 1987; Angelino, 1991).
Dunyada yaklak %80 ve bizde tamamen alt fermantasyon biras yapridan daha
cok alt fermantasyon mayalar s6z konusudur (Turker ve Cagb@al).

ki maya turinu ayrt etmek icin kullanlan biyokimyasal 0zellig;
cerevisiath n melibozu fermente edememes, carlsbergensis ise bu ekeri
tamamen fermente ederek glikoz ve galaktoza daniiesidir. Bunun nederf.
cerevisia&da melibaz (-galaktozidaz) enziminin olmamas d r (Boekhout ve Robert,
2003; Bamforth, 2005). Bu tirler aras ndaki eti 6nemli fark bira Uretiminde
istenen fermantasyon s cakl klar n n dék olmas d r. Alt fermantasyon 5-30'de;
ust fermantasyon ise 15-ZDde yap|r (Stewart ve Russell, 1998; Turker ve
Canba, 2001). Ote yandan, bira tretiminde kullan lan mayau shiran n aromas
Uzerinde dnemli bir etkiye sahiptiryi bir alt fermantasyon bira mayas nda aranan

Ozellikler Cizelge 2.1'de gosterilntir.
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Cizelge 2.1.yi bir alt fermantasyon bira mayas nda aranan 6zellikler (Walker,
1998).

- yi bir ¢cokelme yetenane sahip olmal ,

-Tekrar kullanmak icin depahd nda canll n ve genetik stabilitesin
kaybetmemeli,

- yi bir fermantasyon yetenae sahip olmal ,

- Maltoz ve maltotriozu tam olarak etil alkole fermente edebilmeli,

- Ozmotik bas nca dayan kl olmal ,

- Aroma maddelerini yeterince Uretmelidir.

2.4.Mitokondriler

Mitokondriler (Yunanca, mitos-iplik, chondrion-granil) okaryotik hiicrelerin
sitoplazmas nda bulunan comak ya da granil bicimindeki organellerdir fOzba
1982; Tuiete, 1989).lk kez 19. yuzyIn sonlar nda Altman ve Benda taraf ndan
ke fedilmi tir. Prokaryotik htcrelerde mitokondri bulunmaz. Bu hicrelerde
mitokondrinin gorevini hicre zar Ustlenmir (Gokalp ve ark., 1992).

Mitokondrilerin  ekli oval, uzunluu 1-2 pum, cap 0.5-1 pm’dir ve
sitoplazma hacminin yakl& % 20'sini i gal ederler (Hough ve ark., 1982; Gokalp
ve ark., 1992). Mitokondrinin ekli, buydkli i ve says genellikle hicreden
hiicreye, hicrenin fonksiyonel devrelerine ve ged artlar na bal olarak dei ir
(Hough ve ark., 1982; Walker, 1998). Normal bir karacihicresinde ortalama
1000-1600 kadar mitokondri bulunurken bir maya hticresinde bu say 4-20 aras nda
de i ir (Ozban, 1982; Pamir, 1985).

Mitokondrinin temel gorevi, oksidatif fosforilasyonda yer alarak refim
enerji ihtiyac n karlamaktr. Mitokondrilerde oksidasyon ve fosforilasyon icin
gerekli olan bitin enzim ve koenzimler bulunur (Houshmond, 1999). Hicre ici
solunumun buyuk bir béliumu mitokondri iginde yer al r. Mitokondriler DNA, RNA
ve ribozom icerdiklerinden amino asitlerden baz proteinlerin semtgapabilir ve
buna ek olarak bdlunebilirler (Ersoy ve Baysu, 1986; Tuiete, 1989pkbhdri
kendi kendini Gretme kabiliyetinde olup, ihtiya¢ an nda bir mitokondriden bir¢ok
mitokondri meydana gelebilmektedir (Gokalp ve ark., 1992).
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Mitokondriler d taraftan her biri 70-80 Akal nl nda ve 60-80 Aaral kla
birbirine paralel iki zarla c¢evrilidir. Her iki zarda proteinpitl, protein tabakalar
bulunur. Yap lan ilk ara rmalarda mitokondrilerin %60-70 protein, %25-30 lipid
icerdikleri ve bu lipidlerin %80-90 kadar n n fosfolipid (lesitin vefadi@) geri
kalannn kolesterol ve der lipidler olduu bildirilmi tir (Ozban, 1982).
Mitokondrinin yap s ekil 2.3’ de gosterilmitir.

ekil 2.3. Mitokondrinin yap s (Ozban, 1982).

D zar diz olarak uzanr ve mitokondriyi s nrlag. zar, mitokondri icine
do ru girintili ¢k ntl kvrmlar yapar. Krista ad verilen buzant lar mitokondri
icinde yar ya da yar dan uzun bélmeler yaparak Kkir birbirlerinin icine girerler.
Genellikle fazla enerjiye gereksinimi olan hicrelerdeki mitokderdte cok say da
krista bulunur (Ozban, 1982; Russell, 1995; Houshmond, 1999).

¢ zarn cevreledi ve kristalar n aras nda kalan i¢ bolmeye mitokondri
matriksi denir (Scheffler, 2001). Matriks genellikle homojen goérunittsebaz
durumlarda c¢ok ince filamentlerden alw ve yo un granuller icerir. Grantllerin
blayukli G dei mekle birlikte bunlar n mitokondri iyon durumunu ayarlad iki
de erli katyonlar 6zellikle MJ" ve Cd™u ba layan yerler olduu dii Gintilmektedir
(Ozban, 1982).

10
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¢ ve d zarn enzim aktiviteleri farkl olmakla beraber dzar n enzim
aktivitesi fazlad r. Membran tana enzimleri ve fosfolipit biyosentezine ait enzimler
d zarda bulunurken elektron tamas ve oksidatif fosforilasyonda yer alan
enzimler i¢ zarda bulunur. Mitokondrilerin matriksi deiteenzimlerce zengindir.
Trikarboksilik asit dongusu ve yaasitlerinin y k m nda rol oynayan enzimlerin ¢o
matrikste bulunur (Russell, 1995; Walker, 1998; Scheffler, 2001). Anaeratil&r
alt nda mitokondride oksidatif metabolizma ile ilgili enzimler bul@aan Ayr ca
elektron transfer zincirindeki proteinleri ve trikarboksilik asit dorgiie yer alan
baz enzimleri kodlayan genlerin anlat m (ekspiresyonu) s6z konesidid Bu
artlar alt nda oluan kicuk, gorilmesi zor organellere promitokondri denir.
Promitokondrilerde birka¢ tane krista bulunur yada hi¢ bulunmaz (Brggark.,
2004).

2.4.1.Mitokondriyal DNA

Mitokondride DNA bulunduu ilk kez 1962 ylnda Nass ve arkaba
taraf ndan gosterilmtir. Mitokondri DNA'’s t pk cekirdek DNA’s gibi ¢ift sarmal
yap da, bir ya da daha fazla DNA molekilinden wtu S. cerevisiadaki
mitokondriyal DNA (mtDNA) yakla k 25 pum uzunluunda oval bir molekil olup,
60.000-75.000 baz cifti icermektedir. Molekil & 5 milyon daltondur (Pearson,
1996; Groth ve ark., 2000).

Mitokondriyal DNA, ¢ekirdein kontrolu alt nda sentezlenir ve mitokondriye
ta nr (Newlon, 1989). Mitokondride bulunan proteinlerin yalkta% 5-10'u
MtDNA taraf ndan kodlanr. Bu proteinler solunumda rol oynayan sitolknowe
ATPaz enzim kompleksi icin 6nemlidir. Mayada mtDNA'n n birgcok kopya
bulunur. Aktif olarak solunum yapan hucrelerde bu say 100 civarndadr
(Hammond, 1996b; Grotlve ark., 2000). Mitokondrinin gelmi ve aktivitesi
mtDNA’da bulunan genlerin kontroll alt ndad r (Hough ve ark., 1982).

Mitokondriyal DNA ergesterol ve doymamya asitlerinin sentezindegker
ta ma sistemleri ve hicre yuzeyinde meydana geleerdmaya aktivitelerinin

dizenlenmesinde rol oynar (Jeunchomme ve ark., 1985).

11
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2.5. Bira Uretiminde Mitokondrinin Rolii

Fermantasyon s ras nda, fermantasyon performans ve son urtnésikdé
rol oynayan baz olaylar mitokondride gercekieMitokondri sadece oksidatif ATP
sentezinde del TCA dongistunde, amino asitlerin, lipidlerin, nikleotidlerin ve
aroma maddelerinin sentezinde, aktifi@a gibi metabolik ve biyosentetik olaylarda
yer alan énemli bir organeldir (Sakaki ve ark., 2003; Rasmussen ve@di). Bu
nedenlerden dolay mitokondrinin getfiesi fermantasyon icin dnemlidir (Walker,
1998).

Hicre yap s (mitokondri olwmu gibi) ve enzim kompozisyonu Uzerinde
glikoz konsantrasyonunun etkisi vard r. Bunlardan biride “Glikoz Etkisidirada
balang ¢cta eker miktar %2’'in Uzerinde oldunda TCA dongusu enzimleri,
elektron transferinde yer alan bilder (sitokrom a, g by, ¢ ve g) ve mitokondrinin
tamamen olwmu engellenir. Bu durumda maya, fermantasyon yolundaki enzimlerin
sentezine devam eder. Bu olay ayn zamanda “Crabtree Etkisikadar bilinir ve
oksijen varl nda dahi meydana gelir (Gancedo ve Serrano, 1989; Green, 2002;
Verstrepen ve ark., 2004). Ancak glikoz konsantrasyonu %0.4’un alt né didde
mitokondri tam olarak gelir. Mitokondrinin tam olarak gelmesi icin ayn zamanda
oksijene ihtiya¢ vard r. Ancakradaki oksijen, alamadan sonraki 2-6 saat icinde
glukoz konsantrasyonu bask lay ¢ seviyenin alt nantiden tikenir (Hough ve
ark., 1982; Varnam ve Sutherland, 1994). Oksijen miktar n n yetersiz olmas
durumunda maya geimi icin ¢cok 6nemli olan sterol ve doymamya asitleri
sentezlenemez, fermantasyon hz y#ma ve ekerlerin parcalanmas
tamamlanamaz (Jones, 1985). Bu nedenle ortama oksijen verilmelidijerOksi
verildikten sonraki ilk bir saat iginde solunum zinciri bilderi (sitokromlar)
olu urken ¢ saat sonra mitokondrinin i¢ zar dgeliHough ve ark., 1982).

Hucrelerin gelimesi ve baz bileklerin sentezini yapabilmesi icin enerjiye
ihtiyac vardr (Prentis, 1985). ATP, enerji kaynaolarak kullan|r. Aerobik
hicrelerde enerji olwumu, elektronlarn oksitlenecek bilkten (yalar,

karbonhidratlar) tay ¢ molekul arac | yla oksijene verilmesi s ras nda gercekle

12
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Bu ta y c sistem mitokondri icinde kompleks biekilde dizenlenmtir (Yure ir,
1985; Gancedo ve Serrano, 1989).

Hucre zarnn bildminde bulunan en 6nemli maddeler doymanya
asitleri ve sterollerdir. Onemli doymanya asitleri, palmitoleik ve oleik asitlerdir.
Maya hucresinde en ¢ok bulunan steroller ise ergesterol ve zymd#tefBtiggsve
ark., 2004). Bu maddeler rada, optimum maya geimi igin gerekli olan
konsantrasyondan daha dk miktarlarda bulunurlar. Yeterli maya géhini
sa lamak icin bu bileiklerin maya hiicresi taraf ndan sentezlenmesi gerekir (Russe
1995; Pearson, 1996). Mitokondri, yasidi ve ergesterol biyosentezinde dnemli bir
rol oynar. Ya asitleri ve steroliin sentezi igin Oncelikle purivat n asetil-GaA’
donumesi gerekir. Ote yandan, piruvat n asetil-CoA’ya d@mili ise mitokondri
icinde gercekldar (Ratledge ve Wynn, 2000). Glikozun yasitlerine déniimu

ekil 2.4'de verilmitir.

TCA: Tri karboksilik asit dongust, PC: Pirlivat kakisilaz, MDH: Malat dehidrogenaz, PDH: Pirtivat
dehidrogenaz, ACL: ATP sitrat liyaz, ME: Malik enziICDH: zositrat dehidrogenaz

ekil 2.4. Okaryotik mikroorganizmalarda glikozun yasitlerine doniimi
(Ratledge ve Wynn, 2000).

13
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Asetil-CoA, sterol ve yaasidi biyosentezi ile ester tretimini de icine alan bir
¢cok metabolik yolda rol oynayan onemli bir molekildir. Hiucrede bulunmas
fermantasyon icin 6nemlidir (Dufuor ve ark., 2003). Aseti CoA'nn maya

metabolizmas ndaki temel gorevlegkil 2.5’de gosterilmitir.

Maltoz

,

Glikoz

'

Piruvat

Esterle—— Asetil COA—— TCA Dongusu

'

Lipidler
Aminoasitler
Nukleik Asitler

ekil 2.5. Maya metabolizmas nda asetil CoOA’'n n temel gorevleri (Peddie, 1990).

Ote vyandanS. cerevisiagylikoz etkisi gosteren bir mayad r. Bu nedenle
ortamdaki glikoz konsantrasyonundan etkilenir. Glikoz konsantrasyonunun 2
g/L'dan 3 g/L’'ye ¢ kmas sonuc8. cerevisiaeh n lipid iceri i azal r (Ratledge ve
Evans, 1989).

Fermantasyonda amino asit metabolizmas da ©Onemlidir. Amino asit
metabolizmas n n buyuk bir k sm sitoplazmada meydana gelir. Aasitterin keto
asitlere donliimi ise mitokondride gercekle Keto asitler ise yiksek alkollerin
onciul maddeleridir (Hough ve ark., 1982; Pearson, 1996).

Diasetil ve 2,3-pentanedion, birada bulunan ¢ok 6nemli birikiggubudur.

Alg lanma eikleri du Gktir ve bira aromas na istenmeyen tereys bir aroma
kazand r rlar (Bamforth, 2005). Bu diketonlar, asetohidroksi asitlerinmeik
olmayan oksidatif dekarboksilasyonuyla aldar. Asetohidroksi asitlerin

olu umundan sorumlu olan bitin enzimler ise mitokondride bulunur. Bu enzimlerin

14
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aktiviteleri, 6zellikle asetohidroksi asit isomeroreduktaz, diketamlanlu um
miktar n etkiler (Hough ve ark., 1982; Pearson, 1996).

2.6. Mutasyon

Mutasyon, DNA’'n n nikleotid sras ndakie i im olarak tan mlanabilir.
Mutasyonlar doal yani kendiliinden meydana gelebilir ya da mutajen ad verilen
kimyasal maddeler ve fiziksel uygulamalarla yapay olarakuohlar salanabilir
(Thieman ve Palladino, 2004). Mutasyon aeionunun farkl nedenleri vard r. Dal
mutasyonlar DNA polimeraz ve rekombinasyon enzimleri gibi enzimielevinde
meydana gelen hatalar sonucu alu Bu mutasyonlar n olum oran organizman n
geli me artlarna bal olarak 10" ile 10° arasnda de ir ve mutajenler
kullan larak bu oran 6énemli dlcide artt r labilir. Genom mutasyonkapmozom
say snda dd ikliklere neden olurken, kromozom mutasyonlar kromozomdaki
genlerin srasn de tirebilir. Ote yandan, genlerde en sk gorilen nokta
mutasyonlar ise genlerdeki baz sekanslarnn i deesine neden olabilir.
Mikroorganizmalarda en sk goérilen mutasyon tirli ise nokta mutasyonlar d
(Crueger ve Crueger, 1990; Groth ve ark., 2000).

2.6.1. Mitokondriyal Mutasyon

Bira mayas nda en sk rastlanan ve kenitlen, doal olarak ortaya
¢ kabilen mutasyon mitokondriyal mutasyondur. Mayadaki mitokondriyal matantl
ilk kez 1940’1 y llar n sonunda Ephrussi taraf ndan tan mlanwe o zamanlardan
beri bir cok ara rman n konusu olmuur. Mitokondriyal mutasyona mitokondriyal
genomdan ¢ kar lan buylk parcalar neden olur. Bu parcalar n buyilkjgnom
uzunlu unun %20’si ile %99'u aras nda deir (Bernardi, 1979; Netter ve Robineau,
1989; Bingham ve Nagley, 1983).

Mitokondriyal mutasyon sonucu mtDNA'’s eksik (fhoyzada mtDNA’'dan
tamamen yoksun (ripmutantlar meydana gelir (Rasmussen ve ark., 2003; Giudice
ve ark., 2005). Bu mutantlarda elektron transfer zincirinde yer alagokibile ik
bulunmaz (Briggs ve ark., 2004). Ote yandan hiicre duvarnn yap s ve hiicrele

15
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eker kullan m Ozellikleri de irken glikoz etkisine kar olan hassasiyet azal r
(Pearson, 1996).

Mitokondriyal mutantlarn izolasyonu ve Ozelliklerinin  belirlenmesi
mitokondrinin hicredeki levi hakk nda biyokimyasal, genetik ve molekuler biyoloji
ac s ndan onemli bilgiler séam tr (Walker, 1998). Mitokondriyal mutantlar n
mitokondrisi normal mitokondriden hem morfolojik hem de biyokimyasal olarak
farkldr. Bu mutantlar n mitokondrisinde en yaygn gorilen eksiklik normal
hicrelerin  mitokondrisinde bulunan sitokrom a, sitokrom e sitokrom b
eksikli idir (Gyllang ve Martinson, 1971). Sitokromlar aerobik butliin hicrelerde
bulunan ve oksidasyonda yer alan pigmentlerdir (Yigra985).

Sitokrom iceriindeki bu dei ikliklerin yan s ra mitokondriyal mutantlar n
enzim aktivitesinde de farkl | k goralir. Mutasyonla enzim aktivieezslabilir ya da
yok olabilir. TCA doéngustndeki suksinik dehidrogenaz ve akonitik hidrotaz
enzimlerinin aktivitesi mitokondriyal mutasyonla yok olur (Silhankova, 1970a).

Mitokondriyal mutantlar etanol, gliserol gibi fermente olmayan karbon
kaynaklar n kullanamazlar. Glikoz iceren agar Uzerinde tidtliklerinde ise kuiguk
koloniler olutururlar (Kennedy ve ark., 2003; Stuart ve ark., 2005). Ayrca
mitokondriyal mutantlar tetrazolyum tuzunu kullanamad klar igin bu kolonilerbeya
renkte gorundrler (Kennedy ve ark., 2003).

Mitokondriyal mutantlar n olwmu akridin yada etidium bromit gibi
mutajenler kullan larak da skanabilir. Bu mutajenler mitokondriyal DNA'n n tam
kayb na neden olabilirler (Hough ve ark., 1982; Fayeulle, 1985). S cakl kaarta
zarn Ozelliklerini etkileyerek mitokondriyal mutantlar n almunu artt rabilir
(Pearson, 1996). Teknolojinin gehesine paralel olarak bira mayas nn genetik
de i imi Gzerine kapsaml c¢almalar yap Imaktad r (Heller, 2003).

Fonty ve ark. (1979), kendiinden oluan ve etidium bromit gibi
mutajenlerle oluumu tevik edilen mitokondriyal mutantlar n gen dizilimlerinin ana
su dan oldukca farkl oldwnu bildirmi lerdir.

Ferguson ve ark. (1988), yaptklar bir caladaS. cerevisiada yapay
olarak mitokondriyal mutasyon olumunu salamak igin proflavin ve tirevleri olan

2,7-dimetil, 2,7-dietil, 2,7-diizopropil ve 2,7-ditert-bitil Gzerinde gal lar ve bu
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bile iklerden 2,7-diizopropil ve 2,7-ditert-bitil'in DNA bé&y c 06zelliklerinin
bulundu unu belirlemilerdir.

Giudice ve ark. (2005), yaptklar cahada mitokondriyal mutantlarda
MtDNA bulunmad n ve genlerdeki de iklikler sonucunda TCA dodngistndeki
enzimlerin olumad n bildirmi lerdir. Ayr ca ribozomlarda ki protein sentezini
engelleyen ve bir alkoloid olan lyrosine kamtDNA’dan yoksun hcrelerin (rfip
daha direncli olduklar n bulmtard r.

Murphy ve ark. (1980), 2€'de gelitirilen mitokondriyal mutantlarda
mitokondrideki protein sentezinin bir ara Griint olan “varl” proteininuwhunun
azald n, 36°C'de ise olumad n, sitokrom oksidaz ve mitokondriyal ATPaz
enzimlerinin ise sentezlenmedii belirlemi lerdir.

Sakaki ve ark. (2003), mtDNA miktarnn azalmasyla ortaya ¢ kan
mitokondriyal mutantlarn ana sa gOore sya daha direngli olduklarn
bildirmi lerdir.

Rasmussen ve ark. (2003), oligomisin ve antimisin A itdlerinin
mitokondri Uzerine etkilerini inceledikleri bir atamada bu bileklerin
mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu engellediklerini bildirn@rdir. Antimisin
A'nn mtDNA’'da buyldk kopmalara neden olarak mitokondriyal mutantlar n
olu umunu salarken oligomisin’in mitokondriyal ATPaz enzimini bayarak hem
elektron ak n hem de ATP Uretimini engelledni bildirmi lerdir.

Poli ve ark. (1999), yaptklar bir camada bileosin ve glutation
bile iklerinin S. cerevisidéda mitokondriyal mutasyona neden oldmu
bulmu lard r.

Mitokondriyal mutantlarn ¢ok yiksek konsantrasyonlarda bulunmas
teknolojik i lemlerde istenilmeyen sonugclar ortaya ¢ kardtin bu mutantlar n bira
endustrisinde kullan m n n uygun olmadbildirilmi tir (Silhankova ve ark., 1970b;
Boekhout ve Robert, 2003). Ote yandan yap lantlcgal malarda mitokondriyal
mutantlar n kontrol sudar na gére fermantasyon h z nn daha iddioldu u ve bu
mutantlarla Uretilen biralarda daha yuksek oraneleer bulunduu belirlenmitir
(Silhankova ve ark., 1970a). Bunun nedeni, mitokondriyal mutantlar mningm

fermantasyon srasnda hzl biekilde ¢okmesi ve ekerleri daha diilkk h zla
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asimile etmesidir (Walker, 2004). Trifeniltetrazolyum klorit @) boyama
tekni iyle belirlenen birgok mutant maltotriozu fermente etme yetendaybeder
buna kar n glikoz, fruktoz ve maltozu fermente etme yeteneklerinde isdebi me

s6z konusu deldir (Hammond, 1996b; Boekhout ve Robert, 2003). Ote yandan, bu
mutantlar kontrol suar na gore farkl miktarlarda n-propanol, izo-bitanol, 2-metil
bitanol ve 3-metil bitanol gibi yuksek alkolleri Uretirler (Gyllavg Martinson,
1971).

Jenkins (2003), maya hucrelerininlama icin tekrar kullan Imas s ras nda
ortaya ¢ kan hucre gelminin azalmas ve performans kayb gibi problemlerin
DNA’n n zarar gérmesine ve mutasyona yol a¢t bildirmi tir.

Walker (2004), diik gelime h z na sahip olan ve zayf ¢cokelme ozelli
gosteren mitokondriyal mutantlar n olumunun bira GUretimi sras nda kontrol
edilebilmesi durumunda daha iyi kalitede bira elde edilebiiacéildirmi tir.

Ernandes ve ark. (1993)eker kullan m ve glikoz etkisi gibi fizyolojik
Ozellikleri dei tirilmi  mitokondriyal mutantlarn etanol dretimi gibi 06zel

endustriyel uygulamalarda kullan m n n 6nemli olabilenebildirmi lerdir.

2.6.1.1. Mitokondriyal Mutasyonun Hiicre Geliimi Uzerine Etkisi

Hucre zar n n biléminde bulunan en 6énemli bil&ler aras nda doymam
ya asitleri ve steroller vard r. Bu bili&lerin yetersiz miktarda sentezlenmesi hticre
zarn n yap s nda ve zar ile ilgililemlerde dei ikli e neden olur ve hiicre geini
yavalar (Hough ve ark., 1982; Moonjai ve ark., 2003). Bu lgierin sentezinde yer
alan enzimlerin aktiviteleri mitokondriyal mutantlar n mitokondrisimtietkttr. Bu
da lipid sentezinin azalmas na neden olur. Ote yandan, bu maddeletieai sein
ATP’ye ihtiya¢ vard r. Mutasyon sonucu mitokondriyal ATP miktar azalmas da
bu bile iklerin sentezinde azalmaya yol acar. Mitokondriyal mutantlarda nge
hznn dudk olmas nn doymam ya asidi ve sterol biyosentezindeki azalmayla

ilgili oldu u di tndlmektedir (Pearson, 1996).
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2.6.1.2. Mitokondriyal Mutasyonun Fermantasyon H z Uzerine Etkisi

Mitokondriyal mutasyonun fermantasyon performans ve bira kalitesiine
cok buyuk etkisi vard r. Mitokondriyal fonksiyon kayb nn hicre gelini ¢ok
blyiuk dlciide engellemesi sonuctay fermente edecek hiicrelerin say s nda azalma
goralur. Bu durumda fermantasyon hz azalr (Ernandes ve ark., 199&0Rea
1996).

2.6.1.3. Mitokondriyal Mutasyonun Aroma Maddeleri Uzerine Etkisi

Ana maya ve bunun mitokondriyal mutantlar yla Uretilen biralar n asoma
birbirinden farkl d r Mitokondriyal mutantlarla Gretilen biralar daha aromatiktir
(Silhankova ve ark., 1970b). Bu biralar n aromas tereys, karamel/toffee, a
tatl, sabunumsu/ya olarak tan mlanrken kontrol slaryla Uretilen biralar n
aromas erbetciotumsu, cicemsi/gizel kokulu olarak tan mlan r. Mitokondriyal
mutantlarla Uretilen biralarda diasetil ve 2,3-pentanedion miktarilksek olmas
glclu tereya ms /toffee aromaya neden olur (Morrison ve Suggett, 1983; Kennedy,
2003).

2.6.1.3.(1). Mitokondriyal Mutasyonun Yiiksek Alkol Uretimi Uzerine Etkisi

Yuksek alkoller birada en fazla bulunan aroma maddeleridir (Berry ve
Watson, 1987). Birada 45 tane yuksek alkol bulumdbildirilmi tir. Fuzel alkol
olarak da adland r lan yiiksek alkollerden en énemlileri; 2-metil prop@ralitanol,
3-metil butanol, 2-metil butanol, 2-pentil etanol’dir (Verstrepen e, &#003a;
Dickinson, 2003). Bu bilekler biraya meyvemsi ve tatl bir aroma verirler. Maya
rk , ortam n bileimi, fermantasyon s cakl ve havaland rma yuksek alkollerin
olu umunda etkili olan faktorlerdir (Younis ve Stewart, 1998; Boekhout ve Robert,
2003). Fermantasyon teknolojisinde ya dan n bileimindeki dei iklikler sonucu
a r miktarda yuksek alkol dretilebilir. Yiksek alkollerin dengesiz bakilde

Uretimi biran n aromas n olumsuz etkiler (Quanin ve Duffield, 1985)
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Yuksek alkollerin oluumlar aminoasit metabolizmas yla ilgilidir. Maya,
Ehrlich (aminoasit) ve biyosentez (karbonhidrat) yollarn kullanaraksek
alkolleri dretir. Ehrlich yolu, ortamda aminoasitlerin bulunmas ridi kullan | r
(Henschke ve Jiranek, 1993). Bu yolla baz aminoasitlerdemamlyiiksek alkoller

Cizelge 2.2'de verilmiir.

Cizelge 2.2. Baz aminoasitlerden Uretilen yuksek alkoller (Hough ve ark., 1982;
Henschke ve Jiranek, 1993).

Aminoasit Keto asit Aldehit Yuksek alkol
2-Amino butirik asit | 2-Keto batirik asit Propionaldehit 1-Propanol
Valin 2-Keto izo valerik asit zobdtil aldehit zo-butanol
zol6sin 2-Keto3-metilvalerik asit 2-metil butil aldehit 2-Metiltatol
L6sin 2-Keto izokaproik asit zovaler aldehit 3-Metil butanal
Fenil alanin 3-fenil 2-keto propiyonik asit 2-Fenil etanql
Serin Hidroksi purivik asit Glioksal Glikol

Hucre icine al nan aminositler dnce transaminosyanla ketoasitéha sonra
dekarboksilasyonla aldehitlere dodi Aldehitlerin yuksek alkollere donimu
sras nda ise NAD olu ur. Mitokondriyal mutasyon sonucu aldehitlerin alkollere
donii imi gibi NAD" olu umuna yol acan reaksiyonlarda aaldu u gozlenmitir.
Ayr ca, mitokondriyal mutantlarda mitokondriyal protein sentezinin oh@as
yuksek alkol dretimi icin ortamda daha fazla aminoasit bulunacagdsterir
(Pearson, 1996). Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal mutasyonun yuksek alkol

dretimini 6nemli dl¢tde artt rd n bildirmi lerdir.
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2.6.1.3.(2). Mitokondriyal Mutasyonun Ester Uretimi Uzerine Etkisi

Bira aromasna o6nemli olcide katk kwyan en O©Onemli aroma
bile enlerinden biri de esterlerdir. Esterler, alkolli ickilere neaysi tat ve koku
verirler ve nispeten diik alg lanma eklerine sahiptirler (Giveng ve ark., 2002;
Dufuor ve ark., 2003). ran n fermantasyonu s ras nda bir¢cok farkl ester wilu
Birada bulunan b&ca esterler; etil asetat, izoamil asetat, etil kapret@tkaprilat ve
2-fenil etil asetatt r (Peddie, 1990; Verstrepen ve ark., 2003b). &stemu tzerine
maya rk, rann bileimi, fermantasyon scakl, basng¢, havaland rma gibi
faktorler ©nemli derecede etki eder. Bu parametrelerini ta birann
Ozelliklerinde 6nemli dd ikliklere yol acar (Hammond ve Pye, 1996; Lyness ve
ark., 1996).

Esterler, alifatik asitlerin CoA turevleri ve alkoller aradaki enzimatik
reaksiyon sonucu olurlar (Dufuor ve Malcorps, 1995; Waites ve ark., 2001). Ester
olu um mekanizmas ekil 2.6’da verilmitir. Ester sentezinde rol oynayan en énemli
enzim alkol asetil transferaz enzimidir. Bu enzim alkol vetia€eA aras nda
gercekleen reaksiyonu Kkatalizler. Asetil-CoA yannda el asil-CoA’lar da
esterlerin Uretiminde rol oynarlar (Rojas ve ark., 2001).

@] O
I I
RCHCSCoA + R'CHOH —_— RCHCOCHR'
Asil-CoA Alkol Ester

ekil 2.6. Ester olwm mekanizmas (Lewis ve Young, 1995).

Pirivat n asetil-CoA’ya doniimi mitokondrinin matriksinde gercekieve
bircok enzim taraf ndan katalizlenir. Mitokondriyal mutasyon sonucu mitokgadri
plrivat giri inin azalmas ya da enzim aktivitesinin diesi ile Uretilen ester miktar

da azal r (Pearson, 1996).
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2.6.1.3.(3) Mitokondriyal Mutasyonun Karbonil Bile iklerinin (Aldehit ve
Keton) Uretimi Uzerine Etkisi

Aldehit ve ketonlar bira aromas nda énemli rol oynayan ve alg lanikieri
du Uk olan aroma bilekleridir. Aldehitler genellikle ¢cimenimsi ve meyvemsi aroma
verirler. Maya rk, fermantasyon scakl pH ve oksijen aldehit olumunu
etkileyen en dnemli faktorlerdir (Varnam ve Sutherland, 1994; Caharb995).

Aldehitlerden asetaldehit 6nemli bir bilktir ve toplam aldehitin %90’ n
olu turur. Alkol fermantasyonu sras nda pirivat n dekarboksilasyonuylaurolu
(Waites ve ark., 2001).

Asetaldehit,S. cerevisia@laki glikolitik yolda alkol dehidrogenaz enzimi

taraf ndan etil alkole indirgenir ve bir molekiil NABIu ur ( ekil 2.7).

Asetaldehit + NADH + H Etil alkol + NAD"

ekil 2.7. Asetaldehitten etanol olumu (Aehle, 2004).

ATP sentezinde NADya ihtiyac vard r. Bu nedenle NADolu umu hiicre
icin dnemlidir. Mitokondriyal mutantlar n etil alkol tretimini artt  dolay s yla
asetaldehit Uretimini azaltt bilinir. Bu durum mutantlarla Uretilen biralarda asetat
miktar n n neden daha diik oldu unu ag klar. Ote yandan, asetaldehit fermantasyon
srasnda maya hucresi taraf ndan yeniden hicre icine al ntokdfidriyal
mutasyonla htcre zar n n Ozellikleri deti i i¢in asetaldehidin hicre igine alm
daha hzl bir ekilde gercekleebilir. Bu durumda elde edilen birada asetaldehit
miktar daha diik olur (Pearson, 1996).

Ketonlardan diasetil (2,3-bitanedion) ve 2-3 pentanedion 6nemlidir. Bu iki
bile ik ¢ok kiguk konsantrasyonlarda bulunmalar naman bira aromas uzerinde
onemli bir etkiye sahiptir ve biraya istenmeyen terays bir aroma verirler
(Nykadnen ve Suomalainen, 1983; Berry ve Slaughter, 2003). Diasetilin 6ncul
maddesia-asetolaktat ve 2-3 pentanedion’un oncul maddesaiketobdtiratt r. Bu
asitler sras yla valin ve izolésin aminoasitlerinin senteziae iriin olarak ortaya

¢ karlar (Iserentant, 2003; Boekhout ve Robert, 2008)Asetolaktik ve a-

22



2. ONCEK CALI MALAR Gulten YMUR

ketobutirik asitler maya taraf ndan fermantasyon ortam na ivevié bunlar
fermantasyon ortam nda oksidatif dekarboksilasyonla sras ylagtdlliage 2-3
pentanediona donirler (Berry, 1995; Boulton ve Box, 2003). Fermantasyon

s ras nda diasetilin olum mekanizmas ekil 2.8'de verilmitir.

Pirtvat rada
ILV Kimyasal Oksidasyon
- Asetolaktat > Diasetil

|va \ ALDC

, -Dihidroksivalerat

Asetoin

ILV
- ketoizovalerat
l amino asit transferaz

Valin

ILV2: Asetohidroksiasit sentaz, ILV3: Rediiktoizoraey ILV3: Asetohidroksiasit dehidrataz,
ALDC: -Asetolaktat dekarboksilaz

ekil 2.8. ra fermantasyonu s ras nda valin sentezinin ana Urinu olarak diasetil
oluumu (Iserentant, 2003).

Diasetil maya taraf ndan olwrulan rediktaz enzimi ile asetoin ve 2,3-
batanediol’e, 2,3-pentanedion ise 2,3-pentanediol’e d@nilir (Varnam ve
Sutherland, 1994). Diasetilin bu biiklere doniimi c¢ok yava bir bicimde
gercekleir. Bu durum etil alkol fermantasyonunu yeni tamamlanbiran n
olgunlamas icin gereken surenin uzamas na neden olur. Az miktarda diasetil ve 2,3-
pentanedion olduran sular geli tirmek amac ylaS. cerevisiaelizerinde catli
genetik cal malar yap Imaktadr (Varnam ve Sutherland, 1994; Green, 2002).

Diasetil oluumunu azaltarak olgunterma suresini k saltmak icin bir cok yontem
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kullan Imaktad r. -asetolaktattan direk olarak asetoin oltnunu salamak ya da
valin biyosentezinde gorevli olan enzimleri kodlayan genleri kontroleédéiasetil

olu umunu en aza indirmek bu yéntemler aras ndad r (Hammond, 1996a; Heller,
2003).

Valin ve izolésin aminositlerinin  olwumunda rol oynayan enzimler
cekirdekte kodlan r fakat mitokondride bulunurlar. Mitokondriyal mutasyon sonucu
bu enzimlerin aktivitesi azal rken diasetil ve 2,3-pentanedioruotu 6nemli 6lctide
artar (Morrison ve Suggett, 1983; Pearson, 1996). Ote yandan Jenkins (2003),
diasetil miktar ndaki art n mitokondriyal mutasyon sonucu fermantasyon suresinin

uzamas ve maya canl In n azalmas yla ilgili olabileceni ileri stirmu tur.

2.6.1.4. Mitokondriyal Mutasyonun Bira Mayas n n Cokelme Yetenei Uzerine
Etkisi

Yap lan cal malardaS. cerevisia@ n mitokondriyal mutantlar nda ¢okelme
yeteneinin dei ti i gozlenmitir. Cokelme mekanizmasn acklayan dék
teoriler vard r. En ¢ok kabul goren teoriye gore mayan n hicrerduzabulunan
lektin proteinleri, C& varl nda, baka maya hiicre duvarlar nda bulunan mannozla
etkile ime girer. Mitokondriyal mutantlardaki hicre duvarnn mannoz
kompozisyonunun deti i gozlenmi ve cOkelmede yer alan proteinlerin bir
mitokondriyal mutantta olmad bulunmutur (Stewart ve Russell, 1998; Finn ve
Stewart, 2002).

Gyllang ve Martinson (1971), mitokondriyal mutantlar n fermente olada
suspansiyon halinde kalma vyeteneklerini test dé&mive mutantlarn c¢abuk

¢Oktl tnd bulmulard r.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Mayalar

Bu cal mada alt fermantasyon bira may&s carlsbergensiBiCYC 1056 ve
Ust fermantasyon bira may&s. cerevisiadNCYC 1006 kullan Imtr. Mayalar, Dr.
I. Campbell (Heriot-Watt Universitesi, skogya, Birleik Krall k)’dan temin

edilmi tir.
3.1.2. Hammadde

Denemelerde kullan lan maltras Adana Efes Pilsenletmesi’'nden temin

edilmi tir. Di er maddeler bunlar satan kurdardan salanm tr.

3.1.3. Denemelerde ve Analizlerde Kullan lan Arag ve Geregler

Adana Efes Pilsen letmesi'nden temin edilenra Cukurova Universitesi
G da Muhendislii Bélumune getirilmitir. Sterilizasyon amac yla "Hirayama”
marka otoklav kullan Imtr. Mayann coaltlmas “"Memmert” marka orbital
kar trcda gercekldiriimi tir. Mayalarn radan ayrimasnda “Eppendorf
Centrifuge 5810” marka santriftj kullanImr. Fermantasyonlar s cakl
ayarlanabilen "Sanyo” ve “ Velp Scientifica FTC 90E” markkUbatorlerde
gercekletirilmi tir. Maya say m nda "Euromex” marka mikroskop kullan Itm.
Fermantasyon suresince ymluktaki dei imin belirlenmesinde "Mettler Toledo”
marka yo unluk olger kullan Im tr. Ornek homojenizasyonu igin "Niive NM 110"
marka kar tr c, pH tayininde "nolab” marka pH metre kullan Intr. ndirgen ve
toplam eker tayininde "Shimadzu UV-1201" marka spektrofotometre kullantim
TTC cozeltisinin sterilizasyonu 0.45um  steril filtre kullan lgreEK filtrasyon
dizeneinde vakum pompas yla yap Inr.
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3.2. Metot

3.2.1. Denemelerin Haz rlanmas

Denemeler Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltesi G da Mihendisli
B6lumu Biyoteknoloji Laboratuar nda gergekielmi tir.

3.2.1.1. Mitokondriyal Mutantlar n Fermantasyon Ortam ndan zolasyonu

3.2.1.1.(1). Alama Kultirinin Haz rlanmas

A lama icgin, malt ekstrakt agarda gélilen mayalardan iki koloni, steril
erlenmayer icerisinde bulunan steritaya a lanm ve daha sonra erlenmayerler
orbital kar trcya yerletirilmi tir. ra, 25C ve 160 devir/dakikada 48 saat
b rak Im ve bu slre sonunda steril tipler icerisinde 4000 devir/dakikada 10 dakika
siire ile santrifilj edilmtir. Daha sonra mayalar, iki defa steril su ile y kanarak 1x10
hiicre/ml oran ndaraya a lanm tr (Erten ve Campbell, 2001).

3.2.1.1.(2). Trifeniltetrazolium Klorit (TTC) Agar n Haz rlanmas

Agar fosfat tamponu (0.134 mol/L ve 30 g/L agar, pH:7)°Clde 10 dakika
steril edildikten sonra 58’ye so utulmu ve EK filtrasyonuyla steril edilen TTC
cOzeltisiyle kartrim tr.
3.2.1.1.(3). YEP-Glikoz Agar n Haz rlanmas

%2 Glikoz, %1 maya ekstrakt , %1 pepton ve %2 agar kullan larak hanrlan

cozelti 115C’de 10 dakika steril edildikten sonra swulmu ve steril petri

kutular na dokulmtir.
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3.2.1.1.(4). YEP-Gliserol Agar n Haz rlanmas

%2 Gliserol, %1 maya ekstrakt, %1 pepton ve %2 agar kullan larak
haz rlanan ¢ozelti 1P&8’'de 10 dakika steril edildikten sonra stulmu ve steril

petri kutular na dokalmddar.
3.2.1.1.(5). Fermantasyon

Mitokondriyal mutantlar n fermantasyon ortam ndan izolasyoekil 3.1’ de
verilmi tir. 1 litrelik erlenmayerlere 800 mL ra konulmu a zlar pamuk ve
aluminyum folyo ile kapatlm ve 115C°de 10 dak. steril edilmtir. So utulan

raya 1x10 hiicre/mL olacak ekilde maya alanm tr. Fermantasyonlar paralelli
olarak alt fermantasyon bira mayas icir’@2ik bir inkiibatorde, tst fermantasyon
bira mayas icinse £8°lik bir inkiibatérde yurGtulmiar.

Fermantasyon srasnda 1 mLra Ornei alnarak gerekli oranlarda
seyreltiimi tir. Buradan alnan 0.1 mL 6rnek YPD agar (patates dekstrop) aga
Uzerine yayma yontemiyle ekilmive 25C’de 3 gin inkiibasyona b rak Imor.
nkibasyon sonunda kolonilerin tzerine 20 mL TTC agar dokilugi 1l saat
karanl kta bekletilmitir. Bu stre sonunda TTC tuzunu kullanamad klar i¢in beyaz
renkte gortinen mitokondriyal mutantlar izole ediliini Bu kolonilerin mutant olup
olmad ndan emin olmak amac yla YEP-glikoz ve YEP-gliserol agariiegrayma
yontemiyle ekim yap Im ve 25C’de 5 giin inkiibe edilmiir. Glikoz ortam nda
geli en ancak gliserol ortam nda gelimeyen kolonilerin mitokondriyal mutant

oldu u do rulanm tr (Jenkins ve ark.,2003).
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Malt ras

l

Sterilizasyon

l

. , So utma
Maya ilavesi

(1x10 hiicre/ml)

Fermantasyon
Alt fermantasyon (1°€)
Ust fermantasyon (i8)

l

Ornek alma ve
YPD agar Uzerine

l

nkibasyon
(2%’de 3 glin)

TTC agar ilavesi

(1 saat karanl kta bekletme)

l

Beyaz kolonilerin YEP-glukoz
ve YEP-gliserol agar lizerine
alanmas (28C’de 5 giin)

Mitokondriyal mutantlar n izolasyonu

ekil 3.1. Mitokondriyal mutantlar n fermantasyon ortam ndan izolasyonu
(Crumplen ve ark., 1990; Jenkins ve ark.,2003).
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3.2.1.2. Denemelerin DUzenlenmesi
3.2.1.2.(1). A lama Kiltirinin Haz rlanmas

A lama icin, malt ekstrakt agarda gélilen mayalardan iki koloni, steril
erlenmayer icerisinde bulunan steritaya a lanm ve daha sonra erlenmayerler
orbital kar tr c ya yerletiriimi ve 48 saat sure ile orbital kdrmr cda brak Im tr.

Bu slre sonunda steril tupler icerisinde 4000 devir/dakikada 10 dakika lstre i
santriftij edilmitir. Daha sonra mayalar, iki defa steril su ile ykanarak ix10

hicre/mL oran ndaraya a lanm tr (Erten ve Campbell, 2001).

3.2.1.2.(2). Fermantasyon

Denemelerin dizenlenmesekil 3.2’de verilmitir. 1 litrelik erlenmayerlere
800 mL ra konulmu, a zlar pamuk ve aliminyum folyo ile kapat Id ktan sonra
115°C’de 10 dak. steril edilntir. So utulan raya 1x10 hiicre/mL olacak ekilde
bira mayas ve dal fermantasyon ortam ndan izole edilen mitokondriyal mutantlar
a lanm tr. Erlenmayerlerin & steril fermantasyon bkklar ile kapat Id ktan
sonra fermantasyona b rak Ihr. Fermantasyonlar parelelli olarak alt fermantasyon
bira mayas icin 1Z ve Ust fermantasyon bira mayas icifQ8e yuritulmutir.
Fermantasyon gidi yo unluktaki dei im izlenerek belirlenmtir. Normal bira

mayas ile yuratulen fermantasyonlar kontrol olarak kullantm
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Malt ras

l

Sterilizasyon

|

So utma
Maya ilavesi Mitokondriyal
(1x10huicre/ml) mutasyonaam —
' (Tan k) maya ilavesi
v (Dkti@re/ml) v
Fermantasyon Fermantasyon
Alt fermantasyon (1) Alt fermantasyof12
Ust fermantasyon (£8) Ust fermantasydic)18

ekil 3.2. Mitokondriyal mutantlarla fermantasyon denemelerinin diizenlenmesi
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3.2.2. Analiz Metodlar

3.2.2.1. Maya Say m

Maya say m metilen mavisi kullan larak mikroskop alt nda Thonma la
yard myla yap Imtr (Anon., 1997).

3.2.2.2. rada Yap lan Analizler

rada brix, pH, toplam asitlik ve yanluk analizleri yap Imtr (Anon,
1997).

3.2.2.2.(1). Brix Tayini

Brix 6lcimu, refraktometre ile gercekteilmi tir (Anon., 1997).
3.2.2.2.(2). pH Tayini

pH, do rudan pH metre kullan larak ol¢ulntar (Anon., 1997).
3.2.2.2.(3). Toplam Asit Tayini

Toplam asit miktar, ran n belirte¢ olarak fenolftalein le inde N/10’luk
NaOH ile titre edilmesi suretiyle belirlenntir. Sonuclar laktik asit cinsinden
verilmi tir (Anon., 1997).

3.2.2.2.(4). Younluk Tayini

rada younluk, dijital bir yo unluk 6lcerle g/cr cinsinden olculmitir
(Anon., 1997).
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3.2.2.3. Birada Yap lan Analizler

Biralarda younluk, etil alkol, pH, toplam asit, indirgerker, toplam eker

ve aroma maddeleri analizleri yap Irr.
3.2.2.3.(1). Younluk Tayini

Yo unluk tayini, piknometre ile 2C’de yap Im tr (Anon., 1997).
3.2.2.3.(2). Etil Alkol Tayini

Alkol miktar, dam tma sonucu elde edilen alkolli sv nn piknomelee i
belirlenen younlu undan cizelgeler yard myla 6nce dk (g/L), sonra hacim
(%h/h) olarak bulunmuur (Anon., 1997).
3.2.2.3.(3). pH Tayini

Biralar npH’s do rudan pH metre kullan larak dl¢ulmtir (Anon., 1997).
3.2.2.3.(4). Toplam Asit Tayini

Toplam asit miktar, ran n belirte¢ olarak fenolftalein le inde N/10’luk
NaOH ile titre edilmesi suretiyle belirlenntir. Sonuclar laktik asit cinsinden
verilmi tir (Anon., 1997).

3.2.2.3.(5). ndirgen eker Tayini

ndirgen eker miktar mg/L olarak DNS yontemi ile belirlentn (Ghose,
1984; Gok, 1998).
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3.2.2.3.(6). Toplam eker Tayini

Toplam eker miktar fenol-sulfurik asit yontemi ile yap Imhr (Catley,
1988; Amrane ve Prigent ,1996).

3.2.2.3.(7). Aroma Maddelerinin Tayini

Aroma maddeleri tayini 5890 serisi Hewlett-Packard markeciport,
ngiltere) gaz kromotografisinde yap Irir. Alkol fermantasyonundan sonra biralar
santrifilj edilerek maya hiicreleri uzaklalm tr. Daha sonra 5 mL 6rnek, 2 g NaCl
ve 50 uL i¢ standart (200 mg/L 3-heptanon ve 18.2 mg/L 2,3-hekzanediomka
0zel kromatografii elerinde kartrim tr.

Kullan lan dedektorler alev iyonlmma (FID) ve elektron yakalama (ECD)
dedektorleridir. Uzunluu 60 m ve i¢c cap 0.25 mm olan CP-Wax-57-CB
(Chromopack, Hollanda) marka kapiler kolon kullan tm. i eler 60C" de 90
dakika asetolaktan n diasetil olumu icin stim tr. Daha sonra 1 mL 6rnek
otomatik olarak ¢calan 6rnek verme sistemi ile kromotografiye veriltini Enjektor
scakl 160°Cdir. Kolon scakl 43’C’de 2 dakika beklemeden sonra, dakikada
30°C artarak 18%C"ye ¢ karIm ve bu s cakl kta 4 dakika bekletilnir. Ta yc
gaz helyum ve ak oran dakikada 22 mL’dir. Enjektor tipi splitdir. Aroma
maddeleri tayini sonuglar i¢ standart yard myla sal nmalsfinelen bilgisayar
yard m yla otomatik olarak yap Int r (Erten ve Campbell, 2001).

3.2.2.3.(8). statistiksel Analizler
Kimyasal analizler ve aroma analizlerinden elde edilen sonustatistiksel

olarak t-testine tabi tutulmtur. statistiksel analizlerde Windows SPSS 10.0 paket
program kullan Imt r (Ozdamar,1999).
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4. ARA TIRMA BULGULARI ve TARTI MA

4.1. Denemelerde Kullan lan ran n Genel Bile imi

Denemelerde kullan lanran n genel bilemi Cizelge 4.1’de verilmittir.

Cizelge 4.1. Malt ras n n bileimi

Bile im Miktar
Brix 12.5
pH 5.48
*Toplam asitlik (g/L) 2.02
1.050

Yo unluk (g/cn)

*Lakiik asit cinsinden

Denemelerde kullanlanran n pH’s ve younlu u daha 6nce yap lan baz

cal malarla benzerlik gostermektedir. Moll (1991), kaynatnlemi sonras nda malt
ras icin istenilen pH deerinin 5.4 civar nda oldwnu bildirmi tir. Silhankova ve
ark. (1970b), mitokondriyal mutantlarla ilgili yapt klar bir cahada kulland klar
ran n yo unlu unun 1.0404 g/ch pH’s n n 5.62, toplam asitlinin ise 1.70 g/L

oldu unu bildirmi lerdir.
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4.2. Alkol Fermantasyonunun Gidi i

S. carlsbergensisNCYC 1056, S. cerevisiaeNCYC 1006 mayas ile bu
mayalar n mitokondriyal mutantlar n n kullan Id denemelerle ilgili olarak alkol
fermantasyonunun gidi yo unluk olgiimleri yap larak izlenmive sonuclar ekil

4.1'de verilmitir.

1,06 -
—=— N1056
1,05 —=— N1056 Mutant
—e— N1006
—o—N1006 Mutant
1,04 -
=
(&)
S}
~ 1,038 -
>
=
>
(@]
>
1,02 4
1,01 -
1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fermantasyon siresi (gin)

ekil 4.1.S. carlsbergensiBICYC 1056,S. cerevisiadCYC 1006 ve mitokondriyal
mutantlar n n kullan Id denemelerde alkol fermantasyonunun gidi

ekil 4.1’den de goraldiil gibi her iki bira mayas ve mutantlar kullan larak
gercekletirilen denemelerde mutant maya hicrelerinde fermantasyon hz daha
yavatr. S. cerevisiaeNCYC 1056 mayasnn kullanld denemelerde alkol

fermantasyonunun gidi2. giinden sonra mitokondriyal mutantlar na gére daha h zl
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gerceklemi tir. Ote yandan S. cerevisiaeNCYC 1006 mayas nn kullan Id
denemede ise 1. ginden sonra buldigerceklemi tir. Bu durum, ana maya
hiicrelerinin ekeri mitokondriyal mutantlara gore daha h zl parcaladdolay s yla
fermantasyon hznn daha yuksek oldou gostermektedir. Gercekigilen
denemelerde fermantasyon 15 giinde tamamldamm

Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal mutantlar n bira kalitesi Uzerine
etkisini incelemiler ve bdyle mutantlar n bira Uretiminde kullan Imas durumunda
fermantasyon hznn azaldn bildirmi lerdir. Pearson (1996), mitokondrinin
gorevini tam olarak yerine getirememesi sonucu hicre igatin buyik Ol¢tde
engellendiini, bu durumun da mitokondriyal mutantlarda fermantasyon hz nn

azalmas na neden oldunu belirtmi tir.

4.3. Bira Fermantasyonunda Mayalar n Geliimi

Alkol fermantasyonu s ras nda. carlsbergensiNNCYC 1056, S. cerevisiae
NCYC 1006 ve bu mayalarn mitokondriyal mutantlarnn kullanlId

denemelerdeki maya gaii ekil 4.2'de verilmitir.

—8— N1056
—0— N1056 Mutant
—e— N1006

—o— N1006 Mutant

Canl maya say s (log hiicre/mL)

6,5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Fermantasyon siresi (glin)

ekil 4.2.S. carlsbergensisICYC 1056,S. cerevisiadNCYC 1006 ve mitokondriyal
mutantlar n n kullan Id denemelerde maya geini
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Denemelerde fermantasyon boyunca ana maya says mitokondriyal
mutantlar na gore 1. gunden itibaren daha hzl bkkilde art gostererek daha
yuksek deerlerde bulunmuur. Kontrol olarak kullan lan ve ana maya hucreleri ile
a lanan 6rnekte ve mitokondriyal mutant nda en yiksek maya say sasayla 8.51
log hicre/mL ve 8.34 log hicre/mL olarak fermantasyonun yedinci guninde
ula Im ve buginden sonra her iki denemede de maya saysnda azalma
gozlenmitir. S. carlsbergensisNCYC 1056 mayas kullanlan denemede
fermantasyon sonunda canl maya says 8.37 log hicre/mL olaralerbal ken
mitokondriyal mutantnn kullanld denemelerde 8.21 log hicre/mL olarak
belirlenmi tir.

ekilden de goraldii gibi S. cerevisiaeNCYC 1006 mayasnn ana
hiicreleriyle gercekldirilen denemelerde mutant mayaya goére canl hiicre says
daha vyuksek bulunmtur. Ana maya ile gerceklgrilen denemelerde
fermantasyonun alt nc gininde maya says 8.46 log hiucre/ml olargikksek
seviyeye ulam ve daha sonra fermantasyonun onuncu gininden sonra maya
say s nda azalma gozlenrii. Ancak daha sonra canl hicre say s nda belirgin bir
de i iklik gbzlenmemitir. Fermantasyon sonunda maya says 8.26 log hucre/ml
olarak saptanmtr. Ote yandan mitokondriyal mutantlarla gercetitden
fermantasyonlarda fermantasyonun birinci giininde maya say s ndaadem ve
en yuksek maya say s na fermantasyonun alt nc gininde 8.28 log Himlaeak
ula Im tr. Fermantasyonun yedinci gininde durgun fataba ve onbirinci giine
kadar devam etmtir. Onbirinci giinden sonra ise maya say s ddai gozlenmitir.
Fermantasyon sonunda maya say m 8.10 log hiicre/mL olarak buliwmmu

Silhankova ve ark. (1970a) ve Pearson (1996) mitokondriyal mutantlarla
yapt klar bir cal mada mitokondriyal mutantlarn gelle hznn ana maya

hiicrelerine gore diik oldu unu bulmulard r.

37



4. ARA TIRMA BULGULARIVE TARTI MA Gulten YA MUR

4 .4. Biralar n Genel Bile imi

S. carlsbergensi®ICYC 1056, S. cerevisiadNCYC 1006 ve mitokondriyal
mutantlar kullan larak elde edilen biralar n genel hite Cizelge 4.2 ve Cizelge

4 .3'de verilmitir.

Cizelge 4.2.S. carlsbergensidNCYC 1056 mayas ve mitokondriyal mutant ile
elde edilen biralar n genel bileni

Mitokondriyal

Ana maya S
mutant

Yo unluk (g/cn) 1.015 1.019 w
Alkol % (h/h) 4.4 3.92 *
ndirgen eker (g/L) 2.11 2.28 *
Toplam eker (g/L) 66.14 69.96 o
pH 4.53 4.56 0.d
Titrasyon asitlii 2.14 2.33 *

'S: statiksel deerlendirmede 6nem seviyesi. *: %5, **: %1 6nem seviyesinde ve
0.d.: 6nemsiz

Cizelge 4.3.S. cerevisiaeNCYC 1006 mayas ve mitokondriyal mutant ile elde
edilen biralar n genel bil@ni

Mitokondriyal

Ana maya S
mutant

Yo unluk (g/cr) 1.0134 1.0164 i
Alkol %(h/h) 4.32 4.03 *x
ndirgen eker (g/L) 1.68 2.22 **
Toplam eker (g/L) 50.34 59.61 *x
pH 4.60 4.51 6.d
Titrasyon asitlii 2.43 3.02 *

'S: statiksel deerlendirmede 6nem seviyesi. *: %5, **: %1 6nem seviyesinde ve
0.d.: bnemsiz.

Bira Uretiminde mitokondriyal mutant kullanm % alkol miktarnn
azalmas na neden olntur. Cizelgelerden de goruldii gibi S. carlsbergensis
NCYC 1056 veS. cerevisiadlCYC 1006 mayalar n n ana hucreleri kullan larak elde

edilen biralar n alkol miktar srasyla hacim olarak % 4.4 % 4.32 ve
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mitokondriyal mutantlarla elde edilen biralar n alkol miktar %3.824 4.03 olarak
daha duik miktarlarda bulunmdur. Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal
mutasyon sonucu alkol Gretiminin arth bildirmi tir. Jenkins ve ark.(2003) ise bu
mutantlarla tretilen biralarda alkol Uretiminin az oldou bildirmi lerdir.

Bira Uretiminde mitokondriyal mutant kullan m yanlu un artmas na neden
olmu tur. Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3'ten de gorildigibi S. carlsbergensisiCYC
1056 mayas v&. cerevisiadNCYC 1006 mayas n n ana hucreleri kullan larak elde
edilen biralar n younluk deerleri s rasyla 1.015 g/ctve 1.0134 g/crhiken bu
mayalar n mitokondriyal mutantlar kullan larak elde edilen biralgo unluklar
s ras yla 1.019 g/cive 1.0164 g/critir.

Mitokondriyal mutantlar n gelme h zlar daha diik oldu u icin ekeri tam
olarak fermente edemezler. Bu nedenle, bu mutantlar kullan larak eslden
biralar n eker icerikleri ve younluklar daha yiksek bulunmur. Silhankova ve
ark. (1970b), mitokondriyal mutantlarla Uretilen biralarda daha yiksek orakda

bulundu unu bildirmi lerdir.

4.5. Biralar n Aroma Maddeleri

Bira aromasnn onemli bir ksm mayalar tarafndan etil alkol
fermantasyonunda olturulur. Aroma maddeleri biran n tat ve kokusu Uzerinde son
derece 6nemlidir (Campbell, 1987).

S. carlsbergensiiCYC 1056 mayas vé&. cerevisiadNCYC 1006 mayas
ile bu mayalar n mitokondriyal mutantlar kullan larak elde edilbmalarda

belirlenen aroma maddeleri s ras yla Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’de véirilm
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Cizelge 4.4S. carlsbergensisICYC 1056 mayas ve mitokondriyal mutant ile elde
edilen biralar n aroma maddelerielkeri
Ana Mitokondriyal *

S

maya mutant
Yuksek alkoller (mg/L)
n-Propanol 20.40 20.23 0.d
zo-biutanol 18.79 19.19 6.d
2-metil bitanol 21.18 21.39 6.d
3-metil bitanol 52.02 37.59 **
Toplam 112.39 98.4
Esterler (mg/L)
Etil asetat 23.80 10.37 *k
Etil butirat 0.042 0.039 6.d
zo-amil asetat 0.48 0.21 *
zo-butil asetat 0.89 0.86 6.d
Etil hekzonoat 0.04 0.04 o.d
Etil oktanoat nd nd
Toplam 25.25 11.52
Karbonil bile ikler (mg/L)
Asetaldehit 10.15 2.26 **
Diasetil (2,3- y
biitanedion) 0.47 0.48 o.d
2,3-pentaedion 0.08 0.07 0.d
Aseton 0.94 0.87 6.d
Toplam 11.64 3.68
Genel toplam 149.28 113.6
(mg/L)

'S: statiksel deerlendirmede nem seviyesi. *: %5, **: %1 dnem seviyesinde, 6.d.:
onemsiz
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Cizelge 4.5S. cerevisiadCYC 1006 mayas ve mitokondriyal mutant ile elde
edilen biralar n aroma maddelerietkeri
Ana  Mitokondriyal *

S

maya mutant
Yuksek alkoller (mg/L)
Propan-1-ol 22.39 25.35 0.d
zo-butanol 20.88 22.61 o.d
2-metil butanol 23.82 23.52 o.d
3-metil butanol 58.37 45.89 *x
Toplam 125.46 117.37
Esterler(mg/L)
Etil asetat 24.96 17.78 *
Etil butirat 0.046 0.036 o.d
zo-amil asetat 0.72 0.43 *
zo-butil asetat 0.98 0.93 o.d
Etil hekzonoat 0.033 0.033 o.d
Etil oktanoat 0.04 nd
Toplam 26.779 19.21
Karbonil bile ikler (mg/L)
Asetaldehit 6.72 3.01 *
Diasetil (2,3- -
bUtanedion) 0.15 0.62
2,3-pentaedion 0.017 0.084 o
Aseton 0.99 0.93 6.d

Toplam 7.87 4.64

Genel toplam 160.110 141.22
(mg/L)

'S: statiksel deerlendirmede 6nem seviyesi. *: %5, **: %1 6nem seviyesinde ve
0.d.: bnemsiz.

41



4. ARA TIRMA BULGULARIVE TARTI MA Gulten YA MUR

S. cerevisiaeNCYC 1006 mayas ve mutant nn kullan Id denemelerde
elde edilen biralardaki toplam aroma maddeleri mik&r carlsbergensilNCYC
1056 mayas ve mutant n n kullan Imas ile elde edilen biralarttagam aroma
maddeleri miktar ndan daha yiksek buluntoa Ote yandan, mitokondriyal
mutasyon aroma maddelerinin Uretiminde azalmaya yol a¢nt. carlsbergensis
NCYC 1056 mayas Ve. cerevisiadNCYC 1006 mayas kullan larak elde edilen
biralarda toplam aroma maddeleri miktar srasyla 149.28 mg/l160.110 mg/L
iken bu mayalar n mitokondriyal mutantlar kullan larak elde edileml&ida bu
de erler sras yla 113.6 mg/L ve 141.22 mg/L’dir.

Mitokondriyal mutant kullanm bira Uretiminde toplam yuksek alkol
miktar nda azalmaya neden olntwr. S. carlsbergensilNCYC 1056 mayas VeS.
cerevisiae NCYC 1006 mayas kullan larak elde edilen biralarda yuksek alkol
miktar srasyla 109.53 mg/L ile 125.46 mg/L iken bu mayalar n mitokgaldr
mutantlar kullan larak elde edilen biralarda bu elter azalarak s ras yla 98.4 mg/L
ve 117.37 mg/L olarak belirlenntir. n-Propanol, izo-bitanol ve 2-metil bitanol
miktarlar nda 6nemli bir de iklik olmamas na ramen, 3-metil butanol miktar
mitokondriyal mutantlar kullan larak elde edilen biralarda dahaildibulunmutur.
Good ve ark. (1993), mitokondriyal mutantlarla Uretilen biralarda yikdeid a
miktar nn ana maya hucreleri kullan larak elde edilen bisalgére daha fazla
oldu unu bildirmilerdir. Buna karn, Silankova ve ark. (1970b) yapt klar
cal mada yuksek alkol miktar nn daha dé oldu unu belirtmilerdir. Pearson
(1996), mitokondriyal mutasyonun yuksek alkol Uretimi Gzerine etkisinin maya
suuna bal olarak dei ti ini ve 3-metil butanol miktar n n mutasyonla hem
artt n hem de azald n bulmu tur.

Cizelge 4.2 ve 4.3'ten de goruldii gibi ana maya yerine mitokondriyal
mutant kullan m biralarda toplam ester miktar n n dangésine neden olmtur. S.
carlsbergensisfNCYC 1056 veS. cerevisiaeNCYC 1006 kullan larak elde edilen
biralarda ester miktar srasyla 25.25 mg/L ile 26.778 mg/L ikenmayalar n
mitokondriyal mutantlar kullan larak elde edilen biralarda bueder srasyla
11.52 mg/L ve 19.21 mg/L bulunmur. Ote yandan, mitokondriyal mutasyon

sonucu esterlerden 0Ozellikle etil asetat ve izo-amil ad@&iminde 6nemli bir
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azalma olmutur. Benzer ekilde Morrison ve Sugget (1983) yapt klar bir gadada,
mitokondriyal mutantlarla Uretilen biralardaki ester miktar n n kantrne ine
oranla daha az oldunu bildirmi lerdir. Ernandes ve ark. (1993) da ester uretimi ile
ilgili benzer sonuclar bildirmlerdir. Pearson (1996), mitokondriyal mutasyon
sonucu, maya suna bal olarak, etil asetat miktar n n %40-50, izoamil asetat
miktar n nsa %50-70 oran nda azald bulmu tur.

Bira Uretiminde ana maya yerine bunlar n mitokondriyal mutantlar n n
kullan m toplam aroma maddeleri, yiksek alkoller ve esterlerde oldibi karbonil
bile iklerinin miktar nda da azalmaya neden oltum. Ote yandan Cizelge 4.2 ve
4.3'den de goruldill gibi S. carlsbergensidNNCYC 1056 mayas Ve€S. cerevisiae
NCYC 1006 mayas kullan larak elde edilen biralarda karbonil idkerinin miktar
srasyla 11.64 mg/L ile 7.87 mg/L iken bu mayalar n mitokondriyal nilga
kullan larak elde edilen biralarda bu @eler srasyla 3.68 mg/L ve 4.64 mg/L
olarak elde edilmtir.

Bu cal mada, mitokondriyal mutantlarla elde edilen biralarda énemli bir
karbonil bilei i olan asetaldehit miktar ana maya ile elde edilenlere déarak
bulunmutur. Benzer ekilde, Pearson (1996), mitokondriyal mutasyonun asetaldehit
Uretimi Gzerine olan etkisinin maya sma bal olarak dei ti ini ve genelde
asetaldehit tretiminin azaldn bildirmi tir.

Ote yandan, birada bulunan diasetil ve 2,3-pentanedion 6nemli aroma
bile ikleridir. Tereya benzeri bir aromaya sahip olan bu hikerin birada duuk
konsantrasyonlarda olmas istenir. 2,3-Pentanedion’'un biradaki alglanmia e
yakla k 1 mg/L, diasetilin alg lanma e ise alt fermantasyon biralar nda 0.07-0.2
mg/L, Ust fermantasyon biralar nda 0.4 mg/L'dir (Angelino, 1991; Kama ve
Kaneda, 1992).

S. carlsbergensidiCYC 1056 mayas ve mitokondriyal mutant kullan larak
elde edilen biralarda hem diasetil hem de 2,3-pentanedion miktarlar aras nda 6ne
bir fark gozlenmemiir. Biralardaki diasetil miktar srasyla 0.47 mg/L ile 0.48
mg/L olup bu deerler alg lanma e inin Uzerindedir. 2,3-pentanedion miktarlar ise
srasyla 0.08 mg/L ile 0.07 mg/L olarak bulunmwu. Bu deerler alglanma

e i inden duuktir.
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Ote yandansS. cerevisiaeNCYC 1006 mayas n n mitokondriyal mutant n n
kullan m diasetil ve 2,3-pentanedion miktarlar nda arheden olmuur. Ana maya
hicreleri kullan larak elde edilen biralardaki diasetil miktar 0mg/L, 2,3-
pentanedion miktar ise 0.017 mg/L olup alg lanméilerinin alt ndadr. Ote
yandan mitokondriyal mutantlarla elde edilen biralarda diaset®,8epentanedion
de erleri sras yla 0.62 mg/L ile 0.084 mg/L olarak belirlenve alg lanma @ inin
Uzerine ¢ckmtr. Good ve ark. (1993) mitokondriyal mutantlarla Uretilen biralarda
diasetil miktar nn ana maya ile Uretilen biralardan fazi@duainu bulmulard r.

Benzer sonuclar Morrison ve Sugget (1983) taraf ndan da bilditiimi
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5. SONUCLAR

Bu cal mada doal fermantasyon ortam ndan izole edilen mitokondriyal
mutantlar n bira kalitesi Gizerine etkisi aralm tr. Bu amacla bir alt fermantasyon
bira mayas olas. carlsbergensisICYC 1056 ve ust fermantasyon bira mayas olan
S. cerevisiaeNCYC 1006 mayalar kullan Imtr. Fermantasyon sras nda maya
say s ve younluktaki gelime izlenmi ve elde edilen biralar n genel biimleri ve
aroma maddeleri belirlenntir.

Mitokondriyal mutantlar n kullanld 6rneklerde fermantasyon slresince
canl maya miktar nn ve fermantasyon h z nn azaldgj0zlenmitir. Ayrca, bu
mutantlarla elde edilen biralarda alkol miktar n n daha az, indixgetoplam eker
miktar n n ise daha fazla oldu belirlenmitir. Mitokondriyal mutasyon sonucu
aroma maddelerinin olumu azalmtr. Ote yandan,S. cerevisiaedNCYC 1006
mayas ve mutant n n kullan Id denemelerde elde edilen biralardaki toplam aroma
maddeleri miktarS. carlsbergensiBICYC 1056 mayas ve mutant n n kullan Imas
ile elde edilen biralardaki toplam aroma maddeleri miktar ndaha yuksek
bulunmutur.

S. carlsbergensidiCYC 1056 mayas ve mitokondriyal mutant kullan larak
elde edilen biralarda hem diasetil hem de 2,3-pentanedion miktadamda onemli
bir fark gozlenmemtiir. Ote yandan,S. cerevisiaeNCYC 1006 mayasnn
mitokondriyal mutant n n kullan Imas diasetil ve 2,3-pentanedion miktada
art a neden olmuur.

Mitokondriyal mutasyon sonucu 3-metil bidtanol hari¢ yuksek alkollerin
olu umunda 6nemli bir de iklik meydana gelmezken, etil asetat, izoamil asetat ve
asetaldehit miktar azalmr.

Bu cal mada elde edilen bulgulara gore mitokondriyal mutantlar n bira
fermantasyonu, dolay s yla bira kalitesi Gzerinde 6nemli etkilard r. Bu konuda

yap lacak fizyolojik ve molekuler camalar konuya ac kl k kazand racakt r.
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