CUKUROVA UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LISANSTEZi

Zeynep Dilan CELIK

MALOLAKTIK FERMANTASYON'UN VE iKi FARKLI MALOLAKTIK
BAKTERI KUL TURUNUN(Oenococcus oeni VP41, Oenococcus oeni PN4),
KALECIK KARASI SARABININ AROMA BILESIKLERI

UZERINE ETKIiSi

BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

ADANA, 2012



CUKUROVA UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

MALOLAKTIK FERMANTASYON'UN VE iKi FARKLI MALOLAKTIK
BAKTERI KUL TURUNUN(Oenococcus oeni VP41, Oenococcus oeni PN4),
KALECIK KARASI SARABININ AROMA BILESIKLERI
UZERINE ETKIiSI

Zeynep Dilan CELIK
YUKSEK LISANSTEZi
BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

Bu tez 12/06/2012 Tarihinde Asagidaki Jiri Uyeleri Tarafindan Oybirligi Ile Kabul
Edilmistir.

DANISMAN UYE UYE

Bu tez Enstitimuiz Biyoteknoloji Anabilim Dalinda hazirlanmstir.
Kod No:

Prof.Dr. M. Rifat ULUSOY
Enstitd MOdurd

Bu CalismaC. U. Arastirma Projeleri Birimi Tarafindan Desteklenmistir.
Proje No: ZF2010YL 87

Not: Bu tezde kullanilan dzgin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, cizelge ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 say1l1 Fikir ve Sanat Kanundaki hilkiimlere tabidir.




Oz

YUKSEK LISANSTEZi

MALOLAKTIK FERMANTASYON'UN VE iKi FARKLI MALOLAKTIK
BAKTERI KULTURUNUN (Oenococcus oeni VP41, Oenococcus oeni PN4),
KALECIK KARASI SARABININ AROMA BiL ESIKLERI UZERINE ETKiSI

Zeynep Dilan CELIK

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLiMLERI ENSTIiTUSU
BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

Damsman: Prof. Dr. Turgut CABAROGLU
Yil: 2012, Sayfa 63
Juri : Prof. Dr. Turgut CABAROGLU
: Prof. Dr. Huseyin ERTEN
: Yard. Do¢. Dr. Hasim KELEBEK

Bu calismada malolaktik fermantasyonun (MLF) ve MLF de kullanilan iki
farkli malolaktik bakteri kdltirinin (Oenococcus (O.) oeni VP41, O. oeni PN4),
Kaecik Karasi saraplarinin aroma bilesikleri Gzerine etkis arastirnnlmistir. Saraplarda
aroma bilesikleri sivi sivi ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmis ve GC-MS-FID
teknigi ile tanimlanmis ve miktarlar belirlenmistir.

MLF genel olarak saraplarin aroma bilesikleri miktarlarim arttirmustir.
Saraplarda MLF den Once toplam aroma bilesigi miktar1 84.40 mg/l olarak
belirlenmistir. MLF den sonra toplam aroma miktart spontan olarak MLF ye
ugratilmis sarapta 103.63 mg/lI'ye, O. oeni VP4 susu kullanilan sarapta 101.80
mg/l'ye ve O. one PN4 susu kullamlan sarapta 104.39 mg/l'ye yukselmistir.
MLF de laktik asit bakterilerinin (LAB) etkisi ile, 6zellikle 2,3-bitandiol, etil laktat,
asetik asit, asetoin, asetovanilon ve y-bitolakton miktarlarinda 6nemli diizeyde artis
saptanmustir. MLF de kullamlan her iki bakteri kdltirinin de saraplarda diasetil
olusturmacigr ve 2,3-bitandiol, etil laktat, asetik asit, asetoin gibi bilesikleri de
spontan MLF ye gore dustik miktarlarda olusturdugu belirlenmistir.

Sonug olarak bakteri klttrd kullammi, MLF sirasinda k6t koku olusumunu
engellemis ve saraplarin aroma bilesimini ve duyusal 6zelliklerini olumlu yonde
etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Kalecik Karasi, Kirmizi Sarap, Malolaktik fermantasyon,
Oenococcus oeni, Aroma Bilesikleri
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EFFECT OF MALOLACTIC FERMENTATION AND TWO DIFFERENT
MALOLACTIC STARTER CULTURES (Oenococcus oeni VP41, Oenococcus
oeni PN4) ON THE AROMA COMPOUNDS OF KALECIK KARASI WINES
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In this study, the effects of malolactic fermentation (MLF) and two different
malolactic starter cultures (Oenococcus (O.) oeni VP41, O. oeni PN4) on the aroma
compounds of Kalecik Karas: red wine were investigated. The aroma compounds of
wines were extracted by using liquid-liquid extraction method and identified and
quantified by GC-MS-FID.

MLF generaly increased the amount of wine aroma compounds. The
concentration of total aroma compounds in wine was determined as 84.40 mg/|
before MLF. After MLF, the level of total aroma compounds increased to 103.63
mg/l in spontaneous wine, 101.80 mg/l in wine inoculated by O. eoni VP41 starter
culture and 104.39 mg/l in wine inoculated by O. oeni PN4 starter culture. The
important increase was determined in the amount of 2,3-butandiole, ethyl lactate,
acetic acid, acetoin and y-butyrolactone with inoculation of malolactic starter
cultures. It was determined that malolactic starter cultures used did not produce
diacetyl and the levels of 2,3-butandiole, ethyl lactate, acetic acid and acetoin
produced with the inoculation of malolactic starter cultures were lower compared to
spontaneous MLF.

As aresult, the use of starter cultures prevented the production of off-flavours
and affected positively the aroma composotion and sensory chracateristic of wines.

Keywords. Kaecik Karasi, Red Wine, Malolactic fermentation, Oenococcus oeni,
Aroma compounds
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GIRIS Zeynep Dilan CELIK

1.GIRIS

Sarap, bir kismm veya tamami ezilmis taze Uzim sirasimn etil akol
fermantasyonuna terk edilmesi sonucu elde edilen akollt bir ickidir. Sarap
uretiminde fermantasyon temel olarak mayalarin gergeklestirdigi etil alkol
fermantasyonu ve laktik asit bakterilerinin (LAB) gergeklestirdigi malolaktik
fermantasyon (MLF) olarak iki asamadan olusur (Canbas, 2008).

Sarapta ikinci fermantasyon olarak bilinen MLF genellikle alkol
fermantasyonunun ardindan meydana gelir. Ist olusturmayan bu fermantasyon
enzimatik orijinlidir (Canbas, 2008). MLF malik asidin laktik asit ve karbondioksite
biyodonUsumudur (Boido ve ark., 2009).

MLF de iki degerli ve tach oldukca sert olan malik asit parcalamr ve bir
degerli ve daha yumusak olan laktik asite donusur. pH mn yikselmes saraba daha
yumusak bir nitelik kazandirir ve ayrica rengi degisir. Bu degisiklik sonucu sarabin
tadh incelir ve iyilesir. Bunun yaminda, malik asitin parcalanmas: toplam asitlikte
Onemli bir azalmaya neden olur. Ayrica tepkime sonunda ucar asit miktar: artabilir
ve bazen kokusu hos olmayan bilesikler olusabilir ( Canbas, 2008; Constantini ve
ark., 2009).

Saraptaki MLF de rol oynayan baslica LAB’ler Oenococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus, Pediococcus cinderine aittir. (Lui, 2002). En sik karsilasilan turler de
Oenococcus oeni (O. oeni), Lactobacillus plantarum (L. plantarum), Lactobacillus
casel (L. casel), Pediococcus damnosus (P. damnosus)'dur. Bunlardan O. oeni
sarapta MLF de en yaygin olarak bulunan ve kultiri kullarlan bakteri tartddr.
Cunki O. oeni dustk pH, yuksek kokort dioksit (SO,) ve etil akol
konsantrasyonuna, distk sicaklik ve dusik besin konsantrasyonuna digerlerine gére
dahatolerandidir. LAB icin temel substrat malik asit, sitrik asit, pentoz ve heksozdur
(Kunkee, 1974 ; Davis ve ark., 1985). LAB Gram (+) pozitiftir ve karbonhidrat
metabolizmasi ile laktik asit Uretirler (Krieger, 2005).

Fermantasyonu gerceklestiren LAB’1n ¢alismasini pH, sicaklik, SO, ve akol
gibi faktorler etkilemektedir. pH, sarapta LAB’1n cogamalarina etki eden en 6nemli
parametrelerden biridir. Saraptaki kritik pH 3.5’ un atidir. Ctink bu degerin altinda
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sarap mikrobiyolojisi kolaylikla kontrol edilebilir. pH'nin 3.5 ve ati oldugu
ortamlarda O. oeni, 3.5 Ustiinde oldugu ortamlarda ise Lactobacillus ve Pediococcus
cinderi baskindir. Genellikle yUksek pH’larda Pediococcus cinsi bakteriler gelisir ve
bu bakteriler sarabin bozulmasina neden olabilir (Bauer ve ark., 2004; Fleet ve ark.,
1984). SO,, LAB'nin gelismesini dnler. 30 mg/l ve Ustiindeki SO, konsantrasyonu
LAB’'in gelismesini engeller. Birgok LAB susu igin en yuksek akol limiti % 14
‘dir. Malolaktik bakteriler mezofiliktir ve optimum gelisme sicakliklar: 15-30 °C
arasindadir. MLF nin baslamasi ve devam edebilmesi i¢in pH' nin 3.2-4.0 arasinda,
serbest SO, nin 10 ppm’in altinda, sicaklikgin 18-30 °C arasinda ve alkoliin ise
%13(v/v) ‘den distik olmast gerekir (Krieger, 2005).

KontrollU bir sekilde gerceklestirilmeyen MLF sarabin bozulmasina neden
olabilir. Saf MLF yalmz malik asidin pargalanmasini saglar. Saf olmayan spontan
fermantasyonda ise malik asit yamnda diger bilesenler ve ozellikle sekerler de
parcalamir. Bunun sonucunda istenmeyen aroma ve tatlar olusur (Canbas, 2008).
Saraplara malolaktik  bakteri  kdlturi  asilanmast  MLF nin kontroltna
kolaylastirmaktadir. MLF de bakteri koltirt kullamlimasi, spontan MLF sirasinda
aciga cikan problemleri onledigi icin sarap Ureticileri arasinda  kullanimi
yayginlasmaktadir (Boido ve ark., 2009).

Aroma maddeleri saraplarin duyusal kalites Uzerinde etkili olan 6nemli
bilesenlerden birisidir. Saraptaki aroma maddelerinin bilesimi ve miktar1 kullamlan
UzUm cesidine, fermantasyon o©ncesinde uygulanan mekanik islemlere, akol
fermantasyonu kosullarina, MLF ve olgunlastirma sirasinda meydana gelen
reaksiyonlara bagli olarak onemli dlcude farklilik gosterir (Cabaroglu, 2003).
Bunlardan MLF 6zellikle kirmizi saraplarda duyusal kalite tzerinde belirleyici rol
oynayabilmektedir. Kontrolsliz kosullarda gerceklesen MLF sonunda asir1 tereyagi,
ter, eksi yogurt ve gliserolde parcalanma sonucunda aci tat olusabilmekte ve bu
ozellikler sarabin kalitesini disirmektedir. Ote yandan bazi saraplarda MLF cok
uzun stirmekte ve asin diasetil, asetoin, ucar asit ve laktat olusumu olabilmektedir.
Bu olumsuz gelismeleri 6nlemek ve duyusal 6zellikleri gelistirmek igcin MLF nin
kontrollU bir sekilde yurttilmes biyik 6nem tasimaktadir. Bu da 6ncelikle uygun
bir malolaktik bakteri kultirt ile saglanabilmektedir (Krieger, 2005; Reynolds,
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2010). Ulkemizde uretilen kirmizi saraplarda MLF genellikle kontrolsiiz ve spontan
olarak gerceklestiriimekte ve bu durum orta Olcekli isletmelerde ciddi kalite
kayiplarina yol agmaktadir. Kalite kaybimn yasandigi cesitlerden biri de Kalecik
Karas: saradir. Bilindigi gibi bu gesit Ulkemizde yuksek kalite sarap veren tamnmis
siyah cesitlerden birisidir. Bu ¢esitlerden elde edilen saraplarda MLF uzun siirmekte
ve yukarida bahsedilen sorunlarla zaman zaman karsilasilmaktadir. Ayrica tlkemizde
malolaktik kultlrlerin sarabin aromasi Uzerine etkisi konusunda yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci, malolaktik fermantasyonun ve iki farkli malolaktik
bakteri kdltironin (O. oeni VP41, O. oeni PN4) kullaniminin, Kalecik Karasi

sarabinin aromabilesikleri Gzerine etkisini belirlemektir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

2.1. Saraptaki Aroma Maddeleri

Aroma saraplardaki kaliteyi ve karakteristik dzellikleri belirleyen en dnemli
faktorlerden biridir. Sarapta bulunan aroma maddelerini kaynaklarina gére 4 grup
atinda toplamak muimkundir. Bunlar Uzimden gelen aroma maddeleri, Gzimin
islenmes  sirasinda  teknolojik  islemlerden kaynaklanan aroma maddeleri
(fermantasyon Oncesi aroma), fermantasyon srasinda olusan aroma maddeleri (alkol
ve MLF aromasi) ve sarabin olgunlasmasi sirasinda olusan aroma maddeleri
(olgunluk aromasi)’ dir (Ribéreau-Gayon ve ark, 2006; Canbas ve Cabaroglu, 2000).

Sarap aromasim olusturan en dnemli bilesiklerden biri esterlerdir. Etil alkol
fermantasyonu sirasinda olusan esterler mayalarin olusturdugu ikincil Grtnlerdir
(Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010). Geng saraplara giceks ve meyvemsi hos kokular
kazandiran esterler iki guruba aynilabilir: YUksek alkollerin asetatlari, 6zellikle etil
asetat, izoamil asetat, hekzil asetat ve 2-feniletil asetat (Rapp ve Mandery, 1986;
Bertrand, 1981) ve Yag adtlerinin etil esterleri, yilksek akoller akol
fermantasyonunun yan Urtntidir ve aroma maddel eri icerisinde miktar olarak énemli
bir yere sahiptir. Y Uksek akoller, alifatik (diiz zincir) ve aromatik yapida bulunurlar.
Fermantasyon sirasinda olusan dnemli yiksek akollerden bazilari: 2-metil propanal,
3-metil bitanol, 2-metil bitanol, 2-fenil etanol (Nykanen, 1986), n-propanol,
hekzanol’ dir (Etiévant, 1991).

Saraplarda aroma Uzerine etkili olan asitler yag aditleridir. Bunlar diger
asitlerin aksine dustk algilanma esik degerine sahiptirler ve sarapta fazla miktarda
bulunurlar. Bunlarin en 6nemlileri asetik, bitanoik, hekzanoik, 3-metil bitanoik ve
oktanoik asitlerdir. Yag asitleri maya ve bakteriler tarafindan fermantasyon sirasinda
sentezlenirler (Etiévant, 1991).

Fermantasyon sirasinda olusan en ugucu bilesikler karbonil bilesiklerdir.
Bunlar cesitli aldehit ve ketonlar: icerirler (Nykanen, 1986). Asetaldehit ve 2,3-
bitanedion (diasetil) saraplarda bulunan 6nemli karbonil bilesiklerdir. Fermantasyon
sirasinda olusan asetaldehit saraptaki toplam aldehitlerin %90'1m  olusturur
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(Nykanen, 1986; Henschke ve Jiranek, 1993). Yeni Uretilmis saraplarda genelde
asetaldehit konsantrasyonu 75 mg/I’ nin altindadir (Zoecklein ve ark., 1995). Diasetil
1 mg/l ve atindaki konsantrasyonlarda sarap aromasina katkida bulunur ancak 5
mg/l’nin Uzerinde tipik ve hosa gitmeyen taze tereyagi kokusu verir (Cabaroglu,
1995).

Ucucu fenol bilesikleri kuvvetli kokulara sahiptirler. Uzim sirasinda bu
bilesikler eser miktarda bulunmasina ragmen sarabin litresinde 10 mg'’ dan birkac 100
mg'a kadar degisebilirler (Chatonnet ve ark., 1992). Saraplarda bulunan baslica
ucucu fenoller; 4-vinilfenol (5-1200 ug/l), 4-vinilguaiakol (5-1200 pg/l), 4-etilfenol
(0,2-500 pg/l) ve 4-etilguaiakol (0,1-400 pg/l)' dur. 4-vinilfenol ve 4-vinilguaiakol
miktart 800 pg/l'nin Uzerine c¢iktiginda saraplarda hos olmayan kokular (plastik
kokusu) olusturmaktadir (Pisarnitskii, 2001). Ayrica 4-etilfenol saraplara deri, ilag,
sigara ve at teri kokusu ve 4-etilguaiakol ise duman ve baharat kokusu verdiginden,
bu bilesiklerin miktarlarinin saraplarda fazla olmasi istenmez (Pollnitz ve ark., 2000;
Monje ve ark., 2002; Martorell ve ark., 2002).

Gamma laktonlar sarap aromasina katkida bulunurlar ve genellikle tim
saraplarda bulunurlar. En iyi bilineni gama-bditirolakton’ dur. (Vornam ve Sutherland,
1984).

Terpen bilesikleri gesit aromasimn en oénemli kismunt olustururlar. Uzimlerde
belirlenen baslica terpen bilesikleri monoterpenoller, terpendioller (3,6-diol, 3,7-
diol), seskiterpenler (farnesol), hidrokarbir terpenler (limonen, a-terpinen) ve terpen
oksitlerdir (linalol oksit, nerol oksit). Bugiine kadar Gzimlerde yaklasik 40 terpen
bilesigi belirlenmistir. Terpen bilesiklerin hepsi kokulu degildir (Marais 1983;
Bayanove, 1992). Bunlar icerisinde aromatik agidan en 6nemlileri 10 karbonlu
bilesikler olan monoterpenollerdir (Bayonove, 1992; Etiévant, 1991). Bunlarin
baslicalari: linalol, jeraniol, nerol, sitronellol, ho-trienol ve a-terpineol’ dir (Strauss
ve ark., 1986).
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2.2. MLF ve MLF’nin Sarap Aromasna Etkis Uzerine Yapilan Calismalar

MLF de etkili olan mikroorganizmalar, MLF'yi etkileyen faktorler, MLF nin
sarabin genel bilesimi ve aroma bilesimi lzerine etkisi, bakteri kiltirinin sarabin
bilesimine etkisi konularinda yapilan calismalar asagida 6zetlenmistir.

Davis ve ark. (1985) MLF nin sarap kalites Uzerine etkileri konusunda
yaptiklar derlemede, MLF nin sarapta asitligi dustrerek, sarabin duyusal ozelligini
gelistirdigini ve mikrobiyal stabiliteyi saglayarak olumlu etkide bulundugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar MLF nin sarapta istenmeyen etkilerini ise asitligin
fazla oranda dismesi pH'min yikselmesi ve bunun sonucunda sarapta bozulma riski
olusmasi, istenmeyen aromalarin, biyojen aminlerin olusmasi ve rengin degismesi
olarak ifade etmislerdir. Arastirmacilar derlemede, diasetil konsantrasyonunun
sarabin  duyusal  Ozellikleri  Uzerine etkisini  incelemisler ve diasetil
konsantrasyonunun 1-4 mg/l arasinda oldugunda sarap aromasinda kompleks bir yapi
gelistigini bildirmislerdir. Ancak bu konsantrasyon 5-7 mg/l veya daha yuksek
oldugunda diasetilin ¢ok etkili bir hale gelip saraba istenmeyen tereyagims: bir
aromaverdigini bildirmislerdir.

Henick-Kling ve ark. (1993), MLF oOnces ve sonras saraplar arasindaki
farkliliklar1 duyusal analizle (aroma, gbvde, damakta kalma slresi) belirlemislerdir.
Gaz kromotografisi-Olfaktometri ile yaplan aroma andizlerinde ise sarabin
meyvemsi aromasinda artis oldugu belirtilmistir. MLF nin ayrica gigli otsu
aromalan da azalttigi belirtilmistir. Soguk iklimlerde Uretilen saraplarda ¢zellikle
yogun otsu aromalar olusur. MLF ile bu otsu kokular azalir ve meyvemsi aromalar
artar. Cabarnet Sauvignon ¢ok yogun yesil biber, ot ve yesil fasulye aromalarina
sahiptir. Ancak MLF den sonra bu aromalarin kayboldugu ve ahududu, kirmizi biber
ve nane aromalarinin baskin oldugu belirtilmistir. Laktik asit bakteri suslarimn da
karakteristik aromalar olusturdugu, bazi suslarin karakteristik tereyagimsi, mayamsi
ve kabugumsu aromalar1 olusturdugu bildirilmistir. Bu ¢alismanin sonunda, sarap
aromasinin ve tadinin, bakteri suslarimn karakteristigine, Gzim tdrlerinin aroma
yogunluguna, kullanilan sarapcilik teknigine ve ficida yillanmaya gore degistigi
bildirilmistir.
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Sauvageot ve ark. (1997) yapms olduklart calismada, Pinot noir ve
Chardonnay Uzumlerinden yapilan Burgundy saraplarinda MLF nin saraplarn
bilesimi Uzerine etkisini arastirmiglardir. Yapilan tgcld test sonuglar incelendiginde,
MLF yaplan ve MLF yapilmayan saraplar arasindaki farkin disuk, ancak
istatistiksel agidan 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Sonuglara gore 1991 Pinot harig
MLF yapilmayan saraplarin MLF yapilanlara gore hissedilebilir olglide asidik
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan duyusal analizlere gére MLF nin sarabin aroma
profilini az da olsa degistirdigini belirtmiglerdir.

Revel ve ark. (1999), MLF nin Sauvignon Blanc aromasina etkisi Uzerine
yaptiklar: caligmach iki farkl: kiltir bakterisi kullanmuiglardir. Hem tank hem de mese
ficilarda gerceklestirilen bu calismada elde edilen saraplar, aroma profil analizi
kullamlarak degerlendirilmistir. Arastirmacilar karbonil bilesiklerin olusumunun az
ya da cok bakteri cogalmasi ve sitrik asit metabolizmas: ile baglantili oldugunu
bildirmislerdir. Meseden gelen bilesiklerin miktarlarinin, MLF den sonra daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Duyusal analizlerde MLF ile tereyagi, baharat, titsy,
vanilya gibi aromalar ile sarabin daha kompleks bir yapr kazandigin bildirmislerdir.

Nielsen ve ark. (1999) yaptiklari ¢calismada, MLF sirasinda olusan diasetil
konsantrasyonunun, ortamdaki oksijen konsantrasyonuna, sarabin  redoks
potansiyeline ve az da olsa baslangictaki sitrik asit konsantrasyonuna ve ortam da
bulunan SO, konsantrasyonuna bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Diasetilin,
oldukga kuvvetli bir sekilde SO ile egzotermik ve tersinir bir reaksiyona girdigini ve
sarabin depolanmasi sirasinda SO, miktarinda azalma olursa diasetil miktarinin da
buna bagl: olarak artacagin bildirmislerdir.

Maicas ve ark. (1999) yaptiklar: ¢calismada, dort farkli sarabi, farkli O. oeni
suslan ile asilayarak MLF nin, kirmizi sarabin ugucu bilesikler tzerine etkisini
incelemislerdir. Arastirmacilar, MLF gecirmis saraplarda, duyusal 6zellik ve kalite
icin 6nemli parametreler olan yiksek akol, ester ve asit miktarlarinda 6énemli bir
artis belirlemislerdir. Ote yandan 1-hekzanol, 2-pentanol, izovalerik asit ve
hekzanoik asit konsantrasyonlarinda herhangi  bir  degisiklik  olmadigim
bildirmislerdir.
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Delequis ve ark. (2000), Chancellor Gzimi ile yaptiklart ¢alismada,
Sacharomyces bayanus (S. bayanus) RC212 ve Montrachet susu ile gerceklestirilen
akol fermantasyonun ardindan, iki malolaktik kultiir bakterisinin (Inobakter ve X3)
sarabin duyusal ve kimyasal bilesimine etkisini incelemislerdir. Ucucu esterler,
aldehitler, ketonlar, asitler ve sulfur igeren bilesikler gaz kromotografisi / mass
spektrometresi ile tammlanmis ve olclilmistir. Arastirmacilar, maya susu, sicaklik
ve malolaktik kilturin saraplarin aroma yogunlugu ve tatlarinda farkliliga neden
oldugunu bildirmiglerdir.

Bartowsky ve ark., (2004) nin bildirdigine gére, diketon olan diasetil, LAB
tarafindan Uretilen en 6nemli aroma bilesigidir. Diasetil bircok fermente icki ve
gidaya tereyagimsi aroma ve tat verir. Diasetil sitrik asit metabolizmasinin ara
metabolitidir, daha sonra asetoin ve 2,3-bltandiole indirgenebilir (Sekil 2.1.).
Sarabin asitliginin dismes yamnda, malolaktik bakteriler, ikincil metabolitlerde ve
UzOm-maya tirevli metabolitlerde meydana getirdikleri degisiklikler sonucunda
sarap aromasina etki ederler. Tereyagims: ve karamelimsi aroma, malolaktik bakteri
metabolizmasi sonucu gelisen en belirgin degisikliktir. Diasetil sarapta tereyagimsi
aromaya sebep olan ana bilesiktir. Mayalar da alkol fermantasyonu sirasinda diasetil
Uretebilirler. MLF nin baslamasi icin tercih edilen bakteri tird, distk pH ve yiksek
alkol derecesi gibi bircok bakteri tlrt icin zor olabilecek ortam kosullarina

dayaniklilig1 nedeni ile O. oeni’ dir.

CHjs CHs CHs

(:3=O %Z:O (:ZH-OH
(|3=O CllH-OH (|3H-OH

CHs CH CHs

Diasetil Asetoin 2,3-Butandiol

Sekil.2.1. Diasetil, Asetoin ve 2,3-Bitandiol’ Gn Y apisi (Costantini ve ark., 2009)

Bauer ve ark. (2004) na gore malolaktik fermantasyona etki eden fiziksel
Ozelliklerden biri olan sicaklik LAB’nin gelismelerine etki eder. O. oeni icin
optimum ¢ogalma sicakligr 25°C’ dir. Diger bir 6zellik olan ortamdaki etanol miktar:
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arttikca bakterilerin cogalmas: da dogrusal olarak azalir. % 14 Etanol birgok bakteri
susunun cogalabilecegi en Ust limittir. Ortam sicakligr arttikca bakterinin etanol
direnci azalir. Fiziksel ozelliklerden pH, ortamda hangi bakteri tlrinin baskin
olacagim belirleyen en Onemli 6zelliktir. O. oeni 3.5 pH ve atinda baskin olan
turddr. Daha yuksek pH’ larda Lactobacillus ve Pediococcus cinderine ait trler
baskin olur. Malolaktik aktivite 3.5-4.0 pH’larda en yuksektir.

Swiegers ve ark. (2005)'na gore sitrik asit birgok laktik asit bakterisi
tarafindan metabolize edilir ve sarap aromasi icin 6nemli bir bilesik olan asetik asit
ve diasetil Uretilir (Sekil 2.2). Uzim turevli bir asit olan sitrik asit genellikle
saraplarda 0.1-0.7 g/l miktarlar arasinda bulunur. MLF sirasinda O. oeni bakterisi
tarafindan metabolize edilir. Sitrik asit metabolizmas: genelde sarapta malik asit
tUkendikten sonra baslar. Bazi mayalar da sitrik asiti metabolize edebilir ve bunun

sonucunda diasetil miktarinda ve ugar asit miktarinda beklenmeyen artiglar olabilir.
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Sitrik asit
o| = Asetik asit
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» \k co,
HO - C — COOH .
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NADE " - CH,
] C-0H
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CH,
| Sitrat liyaz VI Azetoin recikror
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1 Pirivat dekarbaksilaz IX Pirlivat dehidrogenar kamleks
IV - dcetolaktat sentaz X #setat kinaz
¥ o Asetolaktat dekarboksila: %1 Enzimarik clmayan dekarboksilasyon
V1 Diaseti] rediktoz X1l Aspartat aminotransferaz

Sekil 2.2. Sitrik Asit Metabolizmas ve Malolaktik Bakteri Tarafindan Diasetilin
Sentezlenmesi (Ramos ve Santos, 1996)

Palacios (2005)'un MLF Uzerine yaptigi calismada bu fermantasyonun
sarabin bilesimi ve duyusal 6zellikleri Gzerine etkisini detayli bir sekilde agciklamistir.
Palacios' a gore, MLF sirasinda asitlik diserken, LAB nin gelismes ortamda bazi
yeni metabolitlerin olusmasina da neden olur. Diasetil, etil laktat gibi baz1 bilesikler,
konsantrasyonlart uygun oldugunda saraba olumlu duyusal Ozellikler verirler. Basar
ile tamamlanmis MLF sonucunda olumlu aroma ve tatlar meydana gelir. Bunlar;
Tereyagimsi, kabugumsu, bal, maya, vanilya, deri, baharat, toprak, dolgun, yumusak
tanen olarak tantmlanir. pH 3.5'in Ustiinde gergeklesen spontan MLF sonucunda ise
genellikle olumsuz aromalar meydana gelir (Cizelge 2.1.). Bunlardan bazilari, laktik
aromalar, bozulmus yogurt, at teri, asetik, acimsi, 1slak deri kokusu, yanmus kibrit,

bozulmus yogurt olarak tammlanir. Toplam asitlik distk oldugunda, tartarik asit,

11
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LAB (6zellikle Pediococcus spp. ve Lactobacillus ) tarafindan kismen ya da
tamamen parcalanir. Sarapta pH 3.5'den yiksek oldugunda belirli LAB'ler tartarik
asite saldirir ve laktik agitin, asetik asit ve CO,’ye donusmesine neden olur. Bu
durum meydana geldiginde toplam asitlik azalir ve ucucu asitlik ve stiksinik asit
artar. Sarap yavan, zayif bir duruma gelir, kirmizi pigmentlerin yogunlugu azalir ve
renk mora dogru doner. Ayrica mikrobiyal, gelisme sarapta bulanikliga neden olur.
Sira dis1 kosullarda fare idrarim andiran asetamid gibi  istenmeyen aromalar olusur.
Slksinik asit 0.5 g/l'yi astigi zaman sarap eksi, tuzlu bir tat alir. Siksinik asit,
sarabin, dengesiz olmasina neden olur. Gliserinin parcalanmas saraba acimsi tat
veren akroleinin olusmasina neden olur. Buna neden olan baglica bakteriler, L. casal,
L. fructivorans ve L. hilgardii’ dir. Kirmizi sarapta 4-vinilfenol, 4-vinilguaiakol 4-
etilfenol ve 4-etilguaiakol bilesikleri, at terini ammsatan bir koku verir. Duyusal
olarak aktif olan 4-etilfenol fare kokusu algilanan saraplarda bulunmustur. Bu
bilesiklerin ortaya ¢citkmasi belirli Pediococcus ve Lactobacillus suslarimn ortamda
gelismesi ile baglantilidir. Ayrica Brettanomyces ve Dekkera mayalart da bu olumsuz
aromalardan sorumludur. Ornitin ve lizin metabolizmas farems kotl kokuya neden
olan N- heterosikle, 2- asetil-1-pirroline ve 2-asetil tetrahidropridin olusumu ile
baglantilidir. Bu durum heterofermentatif Lactobacillus spp., bazi O. oeni suslari,
Brettanomyces ve Dekkera mayalan tarafindan sekerin parcalanmasi sonucunda
meydana gelir. Cesitli sarap aromalarinin gelismesi MLF sirasinda etil laktat, etil
asetat ve diasetilin uygun sekilde degisimi ile olusur. Tipik malolaktik aromalar
(tereyag, tursu, ter) eger temel meyvems aromalar ile dengede degil ise sarabin
kalitesine olumsuz etki eder. LAB tarafindan arjininin parcalanmas sitrulin ve
karbamil fosfat Uretilmesine neden olur. Eger bu bilesikler belirli mayalar tarafindan
alkol fermantasyonu sirasinda dretilen Ure ile tepkimeye girerse kanserojen bir
bilesik olan etil karbamat meydana gelebilir. Belirli amino asitlerin parcalanmas

histamin, putresin ve kadaverin gibi biyojen aminlerin olusmasina neden olur .
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Cizelge 2.1. Kontrolsiiz MLF Sonucunda Olusabilecek Problemler (Palacios, 2005)

Problem Ortam kosullart | Etkileyen Degisen Olusan Saraba etkisi
mikroorganizma bilesik bilesik
Tartarik asitin Kirmizi,beyaz Pediococcus Tartarik asit Laktik asit, | Asitlik duser, ucar
indirgenmesi sarap pH>3.5, Lactobacillus Asetik asit, renk kaybi,
disik toplam Oenococcus asit,CO, bulaniklik
asitlik Asetamid
(nadiren)
Kirmizi ve beyaz | L. casei,
Gliserin sarapta dusuk L. fructivornas Gliserin Akrolein Acilik
parcalanmasi alkol, yiksek L. hilgardii
pH(6zellikle pres
saraplari ve
daha uzun _ _
yillanmig Gliserin(gluk | Laktik asit ‘
$arap|ar) 0z ve asetik Ugal’ asit
varliginda) asit
Tamamlanmamis | Kirmizi ve beyaz | Bircok LAB Fermente Lakitk asit | Toplam asitlik
Alkol saraplarda, LAB sekerler ve asetik yukselir, ucarasit,
Fermantasyonund | metabolizmasi asit sarabin dengesi ve
a icin ortamda kompleks yapisi
seker olmasi kaybolur, bulanikhk
Fruktoz Mannitol Aci-tatl tat
Sek saraplarda Sek, yuksek Arabinoz,
fermente olmayan | pH’li kirmizi Birgok LAB ksiloz,glukoz | Asetik asit | Ucar asit
sekerlerin saraplar Jfruktoz
metabolizmasi
Lactobacillus Amino
Faremsi koku Yiksek pH ,O.0eni asitler(lizin, Pridinler Faremsi koku
oksidasyon, (Brettanomyces ve | ornitin),
Dekkera mayalarr) | sekerler
Cesitli aromalarin Kirmizi ve beyz Belirli malolakitk Organik Etil laktat, Meyvemsi aromalarin
baskilanmasi sarap suslar asitler, etil asetat baskilanmasi,yiiksek
sekerler, miktarda karamel,
amino asitler kabugumsu, maya ve
1slak deri aromalari
Diasetil
Yiksek alkol, Etil
Etil karbamatin Yiksek pH'l LAB Arjinin karbamat insan saghigi tehdidi
gelismesi saraplar
Biyojen aminlerin Yiksek pH'I LAB Belirliamino | Histidin insan sagligi tehdidi
gelismesi saraplar asitler
Bozulma, sirke,et
Putresin benzeri kot

kokularun olugsmasi

13




2.ONCEKI CALISMALAR Zeynep Dilan CELIK

Pozo-Bayon ve ark. (2005) yaptiklar: ¢alismada kirmizi sarapta ki amino asit
ve ugucu bilesikler, MLF den 6nce ve L. plantarum ve O. oeni turlerinin 4 farkl: susu
ile tamamlanan MLF den sonra karsilastinlmistir. Sonuclar O. oeni ve L.
plantarum’un farkli malolaktik davranislart oldugunu ve iki tur arasinda onemli
metabolik farkliliklar oldugunu gostermistir. Her durumda da MLF nin, sarapta
amino asit ve ugucu bilesikler Gzerinde etkisi oldugu bildirilmistir.

Ugliano ve ark (2005), kirmizi sarapta alkol fermantasyonu sirasinda retilen
ucucu bilesiklerle, farkl ticari O. oeni starter kilturleri ile, MLF sirasinda Uretilen
ucucu bilesikleri karsilastirmglardir. Alkol fermantasyonundan sonra ve MLF
sonrasinda ucucu bilesikler ekstrakte edilmis ve GC-MS ve GC ile analizleri
yapilmistir. MLF sonrasinda yag asitlerinin asit esterleri ve 3-metilbditil asetat, etil
laktat, 3-hidroksibitanoat, metianol, 2-feniletil alkal, butirolakton
konsantrasyonlarinin  arttigt ve konsantrasyonlarin  kullamlan starter  bakteri
kiltrlerine gore degistigi belirtilmistir. MLF nin kirmizi saraptaki birgok yuksek
alkol, yag asitleri, kukurtlt bilesikler gibi diger ugucular tzerinde istatistiksel acidan
Onemle dizeyde etkili olmadig: bildirilmistir.

Ribereau-Gayon ve ak. (2006)'run  bildirdigine gore, akol
fermantasyonundan sonra sarapta 1-2 g/l indirgen seker kalabilir. Bu kalan glukoz,
fruktoz ve birkag mg/l pentoz (ksiloz, arabinoz), mayalar tarafindan fermente
edilemez ve MLF srasinda LAB tarafindan parcalanirlar. Sonugta ucar asit
miktarinda artis gozlenir. Bu tam olarak bir bozulma degildir fakat bunun sonucunda
sarap dolgunlugunu ve yumusakligini kaybeder.

Izquierdo Canas ve ark. (2008), Tempranillo kirmizi saraplarinda spontan
olarak gerceklestirilen MLF nin ucucu bilesikler Gzerine etkisini incelemislerdir.
Alkol Fermantasyonu ve MLF sonunda toplam 114 ugucu bilesik belirlenmistir.
Spontan MLF sonunda siksinik asit esterleri (etil monosiiksinat, dietil siksinat ve
etil-metil siksinat), laktonlar (B-etoksi-y-bitirolakton) ve B-(1-hidroksi-etil)-y-
bitirolakton, terpenler (a-terpinol), norisoprenoidier (damaskenon ve 3-hidroksi--
damaskenon) ve ugucu fenoller (vanilin ve sirincaldehit) Gretilmistir.

Costantini ve ark. (2009)'min bildirdigine gore, MLF den o©nce sarap
genellikle 200 mg/I-300 mg/l arasinda sitrik asit icerir. Sitrik asit, sarapta dustk
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konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen énemlidir. Sitrik asit metabolizmas: asetik
asit Uretimine yol acar, baska bir ifade ile saraptaki ucar asit konsantrasyonunu
arttirir. Bununla birlikte sarap aromasina 0nemli etkisi olan diasetil ve diger asetonik
bilesiklerin Uretilmes ile sitrat fermantasyonu arasinda 6nemli bir iliski vardir.

Constantini ve ark. (2009)'na gore MLF temel reaksiyonu malik asidin
transformasyonu dur. Kimyasal olarak sarapta L-malik asitin L-laktik aside
biyodonusumudur (Sekil 2.3.). Biyokimyasal olarak ise LAB’ye 0&zgu bir
biyodonUsumdir ve malolaktik enzim aktivitesinin sonucudur. Bu transformasyonun
sonunda, sarapta asitlik diser, diger bir ifade ile pH yukselir. Bu biyoddntsimin
sonucunda ayrica sarapta daha yumusak bir tat meydana gelir.

COOH malolaktik enzim (NAD*,Mn*") (éOOH
HO—#—H » HO—C—H
RN |
C,:Hz CO; CH3
COOH
L-malik asit L-laktik asit

Sekil 2.3. Malik Asitin Laktik Asite Biyodonusumti (Krieger, 2005)

Boido ve ark. (2009), LAB’nin metabolik aktivitelerinin Tannat sarabimin
ucucu bilesikleri Uzerine etkisini incelemiglerdir. Arastirmacilar laktik asit
bakterilerinin ugucu metabolitler Ureterek, UzUm ve mayadan gelen aroma
bilesiklerini degistirip sarabin aroma ve tadina etki ettiklerini belirtmislerdir. Bu
calismanmin sonunda MLF sonrasinda Tannat saraplarinin, etil laktat, dietil siksinat,
y-butirolakton konsantrasyonlarinda énemli artis oldugu belirtilmistir.

Lanvaud-Funel (2010)'e gore, sitrik asit metabolizmasimin ilk reaksiyonu
sitrat liyaz enzimi ile sitrik asitin asetik asit ve oksaloasetik asite parcalanmasidir.
Daha sonra oksaloasetik asit pirtivata dekarboksile edilir ve bu asamada CO; cikist
olur. Pirlivik asit bir ¢ok yolla indirgenir ve sonucta asetik asit, diasetil, asetoin ve
2,3-butandiol Uretilir.

Lonvaud-Funel (2010)'in yapmis oldugu baska bir calismaya gore, siradaki
baslangic LAB miktar: 10° kob/ml ile 10* kob/ml arasinda degisir. Bu miktar
bagbozumu sirasindaki ortam kosullarina gore degisir. Alkol fermantasyonunun
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sonunda ortamda az miktarda maya ve LAB bulunur. Bakteri populasyonu 10 kob/ml
ile 10* kob/ml arasinda ortam kosullarina gére degisir. Alkol fermantasyonundan
sonra ortamdaki bakteri poptilasyonu artarak 10° kob/ml’yi gectiginde MLF aktif bir
sekilde baglar.

Munoz ve ark. (2011)' na gore, MLF'yi gergeklestirebilen bakteriler arasinda
O. oeni, asidik pH ve % 10 etanol’ de kolaylikla ¢ogalabilmektedir. Sarapta bulunan
baslica laktik asit bakterileri Pediococcus, Leucocnostoc, Oenococcus ve
Lactobacillus cinlerine aittir (Cizelge 2.2). Bu bakteriler MLF sirasinda malik asit ve
sitrik asitin yam sira sekerler, tartarik asit, gliserol ve belirli amino asitleri
metabolize ederler. Uziim sirast monosakkarit (heksoz: glukoz, fruktoz, galaktoz,
mannoz; pentozlar,: arabinoz, ksiloz, riboz ve ramnoz) disakkarit (maltoz,rafinoz,
trehaloz) ve daha distk miktarlarda da oligosakkaritleri igerir. Laktik asit bakterileri
sekerleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullamirlar. Homofermentatif laktik asit
bakterileri EMP izyolu ile heksozlar: fermente ederler ve iki molekil laktat ve ATP
Uretirler. Heterofermentatif laktik asit bakterileri (O. oeni, L. brevis, L. hilgardii, L.
Buchneri) ve faklltatif homofermentatif bakteriler (L. plantarum) ise pentoz fosfat
ya da fosfoketolaz iz yolu ile heksoz ve pentozlari fermente ederler ve bir mol
heksozdan  bir mol laktat, etanol, karbon dioksit ve ATP Uretirler. Laktik asit
bakterileri sira ve sarapta malik asit, sitrik asit ve tartarik asit gibi organik asitleri
metabolize ederler. Bunlardan sitrik asit ortamdaki heksozu kofaktor olarak kullarr
ve ortamda heksoz oldugundaindirgenir, fakat malik ve tartarik asit kofaktore ihtiyag
duymaz. Bircok LAB organik asitleri indirgeyerek sarabin duyusal ozelligine etki
eder. Malik asit sarapta en ¢cok miktarda bulunan asitlerden biridir ve dikarboksilik
asitin (L-malik) monokarboksilik asite (L-laktik) dontsimi sonucunda pH yukselir
ve sarabin duyusal ozelliklerinde degisiklikler olur. Malolaktik enzim ilk kez L
plantarum’dan izole edilmistir ve saraptan izole edilen bitin laktik asit
bakterilerinde bulunur. LAB tarafindan indirgenen diger bir organik asit de sitrik
adittir. Sitrik asit tzim ve sirada 0.1-1 g/l miktarlar: arasinda bulunur. LAB olan O.
oeni sitrik asiti glukoz ile birlikte metabolize eder. Sitrik asit, laktat, asetat, diasetil,
asetoin ve 2,3-biutandiole indirgenir. Belirli LAB’ ler (6zellikle Lactobacillus) tartarik
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asiti metabolize ederler. Tartarik asitin indirgenmesi sonucunda toplam asitlik
miktarinda ufak bir azalma, ucar asit miktarindaise artis olur.

Cizelge 2.2. Sarapta Bulunan Baslica Laktik Asit Bakterileri

Cins Seker metabolizmasi Tar
Pediococcus Homofermentatif P.damnosus
P. parvulus

P. pentosaceus

Leuconostoc Heterofermentatif Leu. mesenteroides
Oenococcus Heterofermentatif O. oeni
Lactobacillus Homofermentatif L. mali
Fakdiltatif heterofermentatif L. casei
L. pantarum
Heterofermentatif L. brevis
L. buchneri

L. fermentum
L. fructivorans

L. higardii

17



2.ONCEKI CALISMALAR Zeynep Dilan CELIK

18



3. MATERYAL VE YONTEM Zeynep Dilan CELIK

3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hammadde

Bu calismada, 2010 yilinda Nevsehir Urgip yoresinden saglanan 500 kg
Kalecik Karas: Uzumu ( Vitis vinifera L. ) kullamlmstir (Sekil 3.1).

Maya olarak Lallemand (Kanada) tarafindan Uretilen S. cerevisiae-Lalvin
RC212 sarap mayas kullanilmistir. Bakteri kiltird olarak Lallemand (Kanada)
tarafindan Uretilen O. oeni Lalvin-PN4 ve O. oeni Lavin-VP41 bakteri suslar

kullanilmagtir.
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3.2. YOntem

3.2.1. Uzumlerin Saraba Islenmesi

Kalecik karasi Uzimlerinin kirmizi saraba islenmesi Sekil 3.1'de verilmistir.
Uretim, Cukurova Universitess Doner Sermaye Isletmesi Sarap Uygulama
Unitesi’'nde gerceklestirilmistir. Isletmeye 20 kg'lik kasalar igerisinde getirilen
Kaecik Karast tzUimleri sap-salkim ayirma dizenli Uzim patlatma makinesinden
gecirilerek sap ve ¢opleri aynlmis ve Uzdmlerin taneleri patlatilmistir. Taneleri
patlatilan Uzimler makinenin altinda bulunan bir pompa vasitasiyla el degmeden
paslanmaz celik fermantasyon tankina alinmistir, 40 mg/kg SO, katilmis, renk ve
tanenlerin siraya gecisi icin cibre fermantasyonuna (maserasyon + akol
fermentasyonu) birakil mistir.

Cibre Fermentasyonu: Taneleri patlatilmis GzUmler Lalvin RC212 mayas ile
astlanmistir (200 mg/l) ve fermantasyon bagligi altinda 6 gin stresince cibre
fermantasyonuna terk edilmistir. Bu slre boyunca sicaklik 20-25°C arasinda
tutulmustur. Cibre fermantasyonu siiresince siralarda yogunluk oksele dansimetresi
ile, sicaklik ise termometre ile izlenmistir. Kaplarda Ustte toplanan kitle (sapka)
gunde iki kez karstinlarak kirilmstir. Cibre fermantasyonu sona eren mayse preste
skkilmis ve kati kisimlarindan ayrilarak ham sarap elde edilmistir. Alkol
fermantasyonundan sonraikinci 6rnekleme yapilmistir.

Malolaktik Fermantasyon: Maserasyon ve akol fermantasyonu tamamlandiktan
sonra taze saraplar MLF icin 20°C’lik bir odaya alinmis ve paraélli olarak 3 kisima
ayrilmistir  (Sekil 3.1). Birinci kisim spontan olarak MLF ye terk edilmistir, ikinci
kistm 10 mg/l O. oeni PN4 susu ve tgunct kissm 10mg/l O. oeni VP41 bakteri susu
ile asilanmigtir. MLF nin gidisat1 iki gunde bir kagit kromotografisi yardimyla
izlenmistir ve malik asidin tamamen daha danayanikli ve stabil olan laktik aside
donusimi saglanmistir. MLF nin basinda, ortasinda ve sonunda alinan 6rnekler
HPLC'ye enjekte edilerek malik asitin pargalanmas kantitatif olarak da
belirlenmistir. MLF' s tamamlanan saraplardan ikinci érnekleme yapilmistir. Daha

sonra saraplar aktarilmis ve bakteri faaliyetini durdurmak icin icerisine 80 mg/l SO,
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ilave edilmis ve sicakligi 15°C olan dinlendirme mahzeninde olgunlasmaya terk

edilmistir.
Kalecik Karasi Uziimleri
v
Sap-Cop Ayirma ve Ezme
+«— SO, ilavesi 40 mg/l
<4— Maya ilavesi (Lalvin RC212)
200mg/I
v
Cibre Fermantasyon (20-25 °C)
—
l ' l
Ham Sarap Ham Sarap Ham Sarap
Spontan MLF (20°C) VP41 susu asilanmis MLF PN4 susu asilanmis MMLF
(20°C, 10mg/l) (20°C, 10mg/l)
Aktarma Aktarma Aktarma
Spontan VP41 PN4

Sekil 3.2. Denemenin Diizenlenmesi
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3.2.2. Uziim Sirasi ve Saraplarda Yapilan Analizler
3.2.2.1. Genel Analizler

Sirada toplam asitlik, SCKM (Briks), pH, indirgen seker anaizleri, (Anon,
2005) yapilmustir.

Saraplarda, sirada yapilan analizlere ek olarak, alkol, yogunluk, ucar asit,
serbest ve toplam SO, ve kuru madde analizleri (Anon, 2005) yapilmistir.

3.2.2.1.(1).Toplam Asit Tayini

10 ml sira veya sarap Ornegi Uzerine 20 ml saf su konulmus ve pH’'st 8.2
oluncaya kadar 0.1 N NaOH ile titre edilmek suretiyle belirlenmistir. Sonuglar
tartarik asit cinsinden litrede gram olarak verilmistir (Ough ve Amerine, 1988; Anon,
2005).

3.2.2.1.(2). pH Tayini

Sira ve saraplarin pH’'st dogrudan cam elektrotlu pH-metre kullamilarak

Olctlmastdr (Anon., 2005).

3.2.1.1.(3). indirgen Seker ve Toplam Seker Tayini

Indirgen ve toplam seker tayini, Carrez cozeltileri ile rengi giderilen ve

durultulan saraplarda Luff-Schoorl yontemine gére yapilmistir (Anon, 2005).
3.2.2.1.(4).Kuru Madde Tayini
Kuru madde tayininde, 10 ml sarap Ornegi kurutma kaplarina alinarak

100°C’ de etlivde kurutulmus ve yapilan tartimlar sonucunda g/l olarak kuru madde
bulunmustur (Anon, 2005).
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3.2.1.1.(5). Yogunluk Tayini

Y ogunluk, 20 °C’ de piknometre ile tayin edilmistir (Anon, 2005).

3.2.2.1.(6). Alkol Tayini

Alkol miktari, damitma sonucu elde edilen akolli sivinin piknometre ile

bulunan yogunlugundan 6zel cizelgeler yardimiyla, 6nce agirlik (g/l), sonra da hacim

(% h) olarak alkol icerigi bulunmustur (Anon, 2005).

3.2.2.1.(7). Ucar Asit Tayini

Buharli damitma yontemine gore yapilmis ve sonuclar g/l olarak verilmistir
(Anon., 2005).

3.2.2.1.(8). Kukurt Dioksit Tayini

Saraplarda toplam ve serbest kikurt dioksit, tasiyict olarak kullamlan azot
gaz1 yardimu ile hidrojen peroksit ¢ozeltisinde toplanmistir ve N/100'1Uk NaOH ile
titre edilmek suretiyle belirlenmistir ( Anon, 2005).

3.2.2.2. Kagit Kromotografis ile Malik Asit ve Laktik Asit Tayini

MLF siresince malik asitteki degisim kalitatif olarak izlenmistir. Bu
yontemde Oncelikle standart asit ¢ozeltileri (malik, laktik) hazirlanmistir ve buradan
her bir asitin siriklenme dereces (Rf) degerleri belirlenmistir. Daha sonra ayrn
islem sarap oOrnekleri ile gerceklestirilmistir. Malik asit kalitatif olarak tamamu
parcalanincaya kadar izleme yapilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil.3.3.Kagit Kromotografisi ile Malik asit/Laktik asit Tayini

3.2.2.3. HPLC ileMalik Asit ve Laktik Asit Tayini

MLF den Once ve MLF sirasinda malik ve laktik asit miktarlar1 Shimadzu
LC-20AD model SPD-20A ve RID-10A refraktif indeks dedektorli HPLC ile
kantitatif olarak belirlenmistir. Kolon olarak ve tasiyici faz olarak 5 mm'lik stlfrik
asit cozeltisi kullanilmustir, akis hizi 0.6 ml/dak olarak ayarlanmigtir. Sarap 6rnekleri
Once 0.45 mm'lik filtrelerden gecirilmis ve HLPC cihazina enjekte edilmistir.

Orneklerdeki malik ve laktik asit miktarlarimn belirlenmesinde dis standart
yontemi kullanilmistir. Bu amagla malik ve laktik asit standartlarimin 5'er farkl
konsantrasyonlarda enjeksiyonlar yapilmis ve elde edilen verilerden kalibrasyon

egrileri olusturulmustur ( Tanguler, 2010).
3.2.2.4. Aroma Bilesiklerinin Analizi
Saraplardan aroma maddelerinin ekstraksiyonunda 100 ml  drnek

kullamlmistir. Ekstraksiyonunda ¢tzgen olarak diklorometan ¢ozgeni kullamlmistir
ve ekstraksiyon, her bir ornek icin iic kez tekrarlanmistir. Orneklere i¢ standart
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olarak 41.5 pug 4-nanaol ve 40 ml diklorometan ilave edilmistir ve 500 ml’lik erlene
alinmigtir. Erlendeki karisim azot gazi altinda, 4-5 °C’de, manyetik karistiricida 30
dakika karistirilarak, ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir (Blanch ve ark, 1985;
Priser ve ark,1997). Bu islem sonucu iki faza aynlan erlen iceriginden aroma
maddelerini iceren ¢cozgen fazi alinarak “Vigreux” damitma kolonunda 40°C’ de 1ml
kalincaya kadar konsantre edilmistir. Konsantre halde elde edilen sivi dogrudan GC
ve GC-MS* e enjekte edilerek serbest aroma maddeleri belirlenmistir.

3.2.2.4.(1). GC-FID, GC-MSkosullari

Aroma maddelerinin miktar tayininde, ‘ Agilent 6890N’ marka alev iyonlasma
dedektorlt (FID) gaz kromotografisi kullanmlmistir. Aroma maddelerinin ayrim DB-
WAX kapiler kolon (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Enjektor sicakligi 220°C, dedektor sicakligi 250°C, kolon sicakligi, 60°C’ de 3
dakika beklemeden sonra, dakikada 2°C artarak 220°C ye ve daha sonra dakikada
3°C artarak 245°C ye cikacak ve bu sicaklikta 20 dakika sabit kalacak sekilde
programlanmistir. Cihaza enjekte edilen miktar 3 pl’dir. Tasiyici gaz olarak He
kullamlmis ve Helyumun akis hizi 1.5 ml/dakika olarak ayarlanmistir. Dedektor ve
enjektor sicakliklart 250°C olarak ayarlanmustir.

Aroma maddelerinin tamsinda yukarida belirtilen gaz kromotografisine bagl
‘Agilent 5975B VL MSD’ marka kutle spektrometrisi kullanilmistir. Enjektor tipi ve
sicaklik programu ve tasiyict gaz hizi gaz kromotografisi ile aym kosullar: tasimustir.
Kutle spektrometresinin iyonlasma enerjisi 70 eV, iyon kaynagi sicakligi 250°C,
kuadrupol sicakligi 120°C tutularak, 1 saniye araiklarla 29-350 kutle/yuk (m/e)
arasinda tarama yapilmustir. Piklerin tamsi, standard: bulunan bilesikler icin standart
cozelti enjekte edilerek, standarch olmayan bilesikler icin kitle spektrumunun
bilgisayar hafizasindaki kutle spektrumlariyla karsilastirilmas: yoluyla yapilmstir.
Piklerin tamsindan sonra aroma maddelerinin  konsantrasyonlan i¢ standart

yontemiyle hesaplanmistir (Schneider ve ark, 1998; 2001).
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3.2.2.4.(2). Aroma bilesiklerinin miktarlarimin hesaplanmasi

Piklerin tanisindan sonra aroma maddelerinin miktarlarnt i¢ standart
yontemiyle asagidaki formul kullamlarak hesaplanmustir.

Ci=(Ai /Ag) X C4x RFX HF
Ci : Bilesigin konsantrasyonu
A; : Bilesigin pik alam
Ag : I¢ standardin pik alam
Cq : I¢ standardin konsantrasyonu (41.5 pg/l00 ml)
RF : Cevap faktoru
HF : Hesaplama faktorti (Ornek miktarinin litreye cevrilmesi icin faktor: 10

3.2.2.5. Duyusal Analiz

Saraplarin duyusal analizlerinde lezzet profil analiz yontemi uygulanmustir
(Altug ve Elmaci, 2005). Duyusa analiz 9 kisiden olusan bir panelist grubu
tarafindan gerceklestirilmis ve sonuclar orimcek ag1 grafigi halinde verilmistir.
Duyusal andlizlerde Sekil 3.4’ de verilen form kullanilmastir.

26



3. MATERYAL VE YONTEM Zeynep Dilan CELIK

Adi
Soyad :

Herbir 6rnek igin 0-10 arasinda puan veriniz.

296 189 327

Renk

Koku (burunda)

Tat

Aroma (agizda)

Eksilik

Aclik

Burukluk

Dolgunluk

Genel izlenim

Sekil 3.4. Duyusal Analiz Formu

3.2.2.6. istatiksel Analizler

Elde edilen sonuclar varyans andlizi ile degerlendirilmis ve 6nemli bulunan
farkliliklara Duncan coklu karsilastirma testi uygulanmistir. Bu amagla Windows
SPSS 16.0 Software” istatistik paket programi kullamlmstir (Ozdamar, 1999;
Rencher, 2002).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Kalecik Karas Sirasinin Genel Bilesimi

Kaecik Karasi Uzim sirasimn genel bilesimi Cizelge 4.1'de verilmistir. Buna
gore yogunluk 1.095 g/cm®, toplam asit miktar1 6.65 g/l, pH’si 3.47, indirgen seker
miktar1 208.32 g/l, SCKM (% Briks) 20.2 olarak saptanmustir. Selli ve ark. (2004),
1998 ve 1999 Kalecik Karasi Uzum siralarinda toplam asitligi 9.3 ve 8.3 g/l, pH’'y1
3.5 ve 3.6, indirgen sekeri ise 191 ve 195 g/l bulmuslardir. Calismada elde ettigimiz
veriler bu degerlerden daha disuktir. Bu durumun iklim kosullari ve Gzimin elde

edildigi yorelerden kaynaklandigi dustnilmektedir.

Cizelge 4.1. Kalecik Karast Uziim Sirasinin Genel Bilesimi

Analizler

Yogunuk(g/cm®,20°C) 1.095
SCMK (%Briks) 20.2
Toplam Asit(g/1)* 6.65
pH 3.47
indirgen Seker (g/l) 208.32

*Tartarik asit cinsinden

4.2. Alkol Fermantasyonu ve Malolaktik Fermantasyon’un izlenmesi

4.2.1. Alkol fermantasyonu

Sirada alkol fermantasyonun gidisi Sekil 4.1'de verilmistir. Kalecik Karasi
Uzlm sirasinda alkol fermantasyonunun takibi guinlik sicaklik ve yogunluk olgiimleri
yapilarak izlenmistir. Sirada yogunluk baslangicta 1.095 g/l olarak belirlenmis ve
litrede 10 gramin altina dusene kadar izlenmistir. Alkol fermantasyonu sirasinda
sicaklik ortalama 22-25°C arasinda degismistir. Alkol fermantasyonu Sekil 4.1'de
goéruldugi gibi 1. giinde baslamis ve 6. giinde son bulmustur.
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Kalecik Karas)
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Sekil 4.1. Alkol Fermantasyonunun Gidisi

4.2.2. Malolaktik Fermantasyon

MLF iki glnde bir yapilan kagit kromotografisi 6lgtimleri ile takip edilmistir.
Malolaktik fermantasyon sirasinda sicaklik ortalama 22-25 °C arasinda degismistir
(Sekil 4.2, 4.3, 4.4).

PN4 ve VP41 bakteri suslarn ile asilanan orneklerde MLF, akol
fermantasyonu tamamlandiktan sonra 2. ginde baslamis ve 11. glnde
tamamlanmistir.  Spontan olarak ydratilen kontrol 6rneginde ise MLF alkol
fermantasyonu tamamlandiktan sonra 4. gunde baslamis ve 20. glnde
tamamlanmistir. MLF nin baslangici ortasi ve sonuna ait kagit kromotrafisi sonuclar
sirasiyla Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4'de verilmistir. Goruldugl gibi bakteri kultlra ile
asilanan orneklerde MLF daha kisa sirede baslamis ve daha kisa slrede
tamamlanmistir. Kiltdr ilaves ile MLF nin bu avantaji bircok arastirmada da
vurgulanmistir (Costantini ve ark., 2009). Bakteri kdlturleri MLF nin  kontrollt
gerceklestirilmesini saglayarak ve bozulmaya neden olan bakterilerin gelisimlerini
azatmakta ve bu yolla aroma bakimindan istenen saraplarin elde edilmesini
saglamaktadir (Nielsen ve ark., 1999; Bauer ve ark., 2004).
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Sekil 4.4. MLF nin Son Asamasina Ait Kromotogram
(L:Laktik asit, M:Malik asit, A: Spontan MLF)
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4.3. Malolaktik Fermantasyonun Saraplarin Genel Bilesimi Uzerine Etkis

Kaecik Karas saraplarinin genel bilesimi Cizelge 4.2'de verilmistir.
MLF den 6nce ve MLF den sonra saraplar arasinda genel asitlik, ucar asit, malik
asit, laktik asit, kuru madde ve gliserol miktarlari arasindaki fark, istatistiksel
acindan 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.2. Saraplarin Genel Bilesimi

MLF'den Once MLF'den Sonra
Analizler Kontrol Spontan VP41 PN4 F
Yogdunluk (g/cm®, 20°C) 0.9932 0.9926 0.9928 0.9925  6.d.
Alkol ( %h/h, 20°C) 12.5 12.5 12.5 12.5 o.d.
Toplam Asit**(g/l) 27.05 .85 °5.32 °5 *
Ucar Asit*** (g/l) °0.42 %0.55 °0.48 °0.45 *
pH 3.7 3.8 3.9 3.9 o.d.
Malik Asit(g/l) 3.01 Yz ®iz Yz *
Laktik Asit(g/l) 0.2 °2.0 2Py 3 2.4 *
Kuru Madde (g/1) 226.44 920.48 22,5 °20.98 *
Gliserol(g/l) ®9.00 °9.28 10.09 °7.04 *

**Tartarik asit cinsinden, *** Asetik asit cinsinden, F: Varyans analizine gére farkl 11k durumu*:
p<0.05 6nem diizeyinde dnemlidir, 6d: dnemli de il

Cizelge 4.2’ de goruldugu gibi MLF den 6nce toplam asit miktar: 7.05 g/l iken
MLF den sonra saraplarin toplam asitliginde disme olmus ve sirasiyla spontan
sarapta4.85 g/l, VP4l sarabinda5.32 g/l ve PN4 sarabinda 5 g/l bulunmustur.
Asitlik en fazla spontan yolla elde edilen sarapta dismastur. Asitlikteki bu dismeile
birlikte saraplarin pH’larinda artis gozlenmis ve pH MLF den 6nce 3.7 iken
MLF den sonra spontan’da 3.8, VP41’ de 3.9 ve PN4 sarabinda da 3.9 bulunmustur.
Bu sonuclara bakildiginda MLF farkli bakteri suslari ile tamamlanmis saraplarda
toplam asit degerleri birbirine yakin ve pH degerleri ise aym bulunmustur. Revel ve
ark.,(1999), genel asitligi MLF den 6nce 7.05 g/l, MLF den sonra bakteri susuna
bagli olarak 6.45 g/l ve 6.82 g/l olarak bulmustur. Ugliano ve ark., (2005), baslangi¢
sarabinda toplam asitligi 9.6 g/l, MLF den sonra 4 farkl: kaltir bakterisi ile agilanmis
saraplarda sirastyla MLB1'de 7.5 g/l, MLB2'de 7.6 g/l, MLB3'te 7.9 g/l ve
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MLB4 de 7.6 g/l bulmuslardir. pH ise baslangi¢ sarabinda 3.13, MLF den sonra ise
MLBl' de 3.23, MLB'de 3.12, MLB3'te 3.1 ve MLB4'de 3.21 bulmuslardir.
Malolaktik bakterilerin aktiviteleri sonunda meydana gelen en Onemli degisiklik,
malolaktik fermantasyonun temel prensibi olan L-malik asidin, L-laktik aside
dekarboksilasyonu sonucunda sarap asitliginin dismesidir. Sarapta asitligin dismesi
ve buna bagli olarak pH’ min yikselmes agizda daha yumusak bir his verir ve sarabin
icimini kolaylastirir (Bartowsky ve ark., 2004).

Saraplardaki ucar asit miktarlarina baktigimizda, MLF ugar asit miktarlarim
etkilemistir. MLF den 6nce ucar asit miktar asetik asit cinsinden 0.42 g/l olarak
saptanmmustir. Cizelge 4.2'de de goruldigi MLF ugar asit miktarlarim arttirmistir.
MLF nin spontan olarak gercgeklestirildigi 6rnekteki artis bakteri kilturt asilananlara
gore daha yuksek bulunmustur. Diger bir ifade ile bakteri kdlttrt ile asilanan
orneklerde cok az bir artis gorulmustir. Bakteri kdltirl asilamas: ile ucar asit
miktarimin daha iyi kontrol edildigi literatirde de bildirilmistir (Costantini ve ark.,
2009). Y Uksek miktarlardaki ucar asit, bakterilerin malolaktik aktiviteleri sonucunda
olusur (Ribereau-Gayon ve ark., 2006). Revel ve ark. (1999) MLF den 6nce 0.29 g/l
olan ucar asit miktarimin MLF den sonra bakteri suslarina gore farklilik gostererek
0.34 - 041 g/l arasinda degistigini belirtmislerdir. MLF den sonra ugar asit
miktarinda artis iki metabolik izyolu ile gerceklesebilir. Fosfoketolaz yolu ile
indirgen sekerlerden asetik asit olusabilir (Henick-Kling, 1993 ; Riberau-Gayon ve
ark., 2006) ve ditrik asit metabolizmasinin ilk adiminda asetik asit Uretilebilir
(Cogan, 1987; Ramos ve ark., 1995, Ramos ve Santos, 1996).

Malik asit miktar: kontrol sarabinda 3.01 ¢/l bulunmustur. Uzimiin yetisti g
iklime ve UzUm cesidine gore baslangic malik asit miktar1 1.5 ile 8 g/l arasinda
degismektedir (Lonvoud-Funel, 2010). MLF den sonra saraplarda beklendigi gibi iz
miktarda malik asit bulunmus ve buna karsin laktik asit miktarinda énemli bir artis
(0.2 g/l) saptanmustir. MLF den sonra laktik asit miktarlar sirasiyla Spontan sarapta
2.0, VP41 bakteri kilttrd asilanmis sarapta 2.3 ve PN4 bakteri kiltlrd asilanmis
sarapta 2.4 g/l olarak bulunmustur. Revel ve ark. (1999) farkli malolaktik bakteri
suslar kullanarak yapmis olduklar ¢alismada, MLF den 6nce 3.16 g/l olan malik asit
MLF den sonra 1.85 g/l ve 2.55 g/l degerlerinde bulunmustur. Maicas ve ark. (1999),
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MLF den 6nce 3.87 g/l olan malik asit miktarint MLF den sonra 0.09-0.81 g/l olarak
saptamiglardir.  Yine benzer bir calismada Boido ve ark. (2009) malolaktik
fermantasyondan sonra saraplarda iz miktarlarda malik asit bulmuslardir.

Saraplarin gliserol miktarlarina baktigimnizda, MLF den 6nce gliserol miktar:
9.00 g/l bulunmustur. MLF den sonra ise spontan ve VP41 saraplarinda az bir artis,
PN4 sarabinda ise disme saptanmustir. Gliserol miktar1 en yiksek VP41 6rneginde
(10.09 g/l) ve en disuk PN4 (7.04 g/l) ve Spontan (9.28 g/l) 6rneklerde saptanmustir.
Gliseroltin blydk bir kisma alkol fermantasyonu sirasinda uretilir. Gliserol, sek ve
domi-sek saraplarda 5- 14 g/l miktarlarinda bulunur ve kirmizi saraplarda beyaz
saraplara gore daha yiksek miktarlarda bulunur. Gliserolin algilanma esik degeri 5.2
g/lI’dir ve kokusuz, renksiz bir bilesik olan gliserol sarabin viskositesini arttirir ve
kivaml1 bir yapr verir (Swiegers ve ark., 2005).

Saraplarin MLF den sonra ucar asit ve laktik asit miktarlarina bakildiginda
spontan olarak elde edilen saraplarin ugar asit miktarlarimn yiksek (0.55 g/l) ve
laktik asit miktarlarinin ise distk (2.0 ¢/l) oldugu saptanmustir. Bunun nedeni
spontan MLF de ortamda O. oeni disindaki bakterilerin de bulunmasindan
kaynaklanmis olabilir. Bu bakateriler saraptaki malik asitin disinda diger seker ve
organik asitlerin parcalanmasina neden olmaktacir. MLF de bakteri kaltirt
kullanim: , Lactobacillus ve Pediococcous gibi sarapta yiksek miktarda asetik asit
olusturarak bozulmaya neden olan laktik asit bakterilerinin gelismesini engeller
(Munoz ve ark., 2011).

4.4. Malolaktik Fermantasyonun Saraplarin Aroma Bilesikleri Uzerine Etkisi

Spontan ve iki farkli bakteri susu kullamilarak gergeklestirilen MLF sonunda,
Kalecik Karas saraplarinda yuksek alkoller (10 adet), esterler (12 adet), asitler (10
adet), 6C'lu bilesikler (2 adet), karbonil bilesikler (2 adet), fenoller (3 adet) ve
laktonlar: (2 adet) iceren toplam 40 adet aroma maddesi tammlanmis ve miktarlar
belirlenmistir. Aroma maddelerinin toplam miktarlari, MLF den 6nce 82.01 mg/l
iken, MLF den sonra, spontan sarapta 103. 28 mg/l, VP41 sarabinda 101. 59 mg/l,
PN4 sarabinda ise 104.16 mg/l olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Cizelge 4.3 de de
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goéruldugl gibi MLF den sonra bittin saraplarda toplam aroma miktarlarinda artis
olmustur. Fakat toplam aroma miktarlarindaki artis en fazla PN4 susu kullamlarak
Uretilen sarapta saptanmistir ve bunu sirasiyla spontan ve VP41 susu kullanilarak

Uretilen saraplar izlemistir.

Cizelge 4.3. MLF den 6nce ve MLF den sonra Kalecik Karas Saraplarinin Toplam
Aroma Miktarlar*

MLF'den énce MLF'den sonra

Bilegikler (ug/l) Kontrol Spontan VP41l PN4
Yuksek alkoller 70024.9 76861.3 79189.9 80152.2
Esterler 8652.3 15911.4 14068.4 15100
Asitler 8529 6443.5 5726.7 5903.1
6C'lu Bilesikler 682.3 619.7 684.7 658.9
Karbonil Bilesikler 1870.3 1842.1 748.9 701.2
Fenoller 410.2 407.6 381.1 567.9
Laktonlar 376.8 1193.6 792.5 1084.3
Genel Toplam 82016.8 103289.2 101591.1 104167.6

*Sonugclar Ug ekstarksiyon tekerririiniin ortalamas: olarak verilmistir, Kontrol: Alkol fermantasyonu
biten sarap, Spontan : Spontan olarak gergeklestirilmis MLF , VPAL: VP41bakteri susuile asilannus
sarap, PN4: PN4 bakteri susu ile asilanmis sarap

MLF nin sarabin aroma bilesikleri Uzerine etkis ile ilgili ¢esitli caismalar
vardir. Maicas ve ark. (1999) MLF nin sarabin aromasinda etkisi olan ugucu
bilesikler Uzerinde etkis oldugunu belirtmislerdir. Pazo-Bayon ve ark. (2005), iki
farkli bakteri kultlrG ile gerceklestirdikleri MLF den sonra, bakteriler arasinda
onemli metabolik farkliliklar oldugunu belirlemis ve toplam aroma madde
miktarlarinin arttigint bildirmiglerdir.

Aromamaddeleri kimyasal yapilarina gore gruplandirilmis ve her bir grup
asagidatartisiimistir (Cizelge 4.4, 4.5).
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Cizelge 4.4. MLF nin Kalecik Karasi Saraplarimn Aroma Bilesikleri Uzerine Etkisi

AROMA MADDELERI(ug/!)

LRI ID MLF’den Once MLF'den Sonra F
Yiksek Alkoller Kontrol Spontan VP41 PN4
1-Propanol 1034 AB 92092.2+208 P2804.6+72 33119.8458  °2638.4+445  *
izobiitil alkol 1085 AB 64774222 38276.9+355 37845+798 38041.2+434 *
1-Biitanol 1071 AB ©216.7+21 ab250+27 ab268.2+39 230127 *
izoamil alkol 1229 AB 50204.4+3267 51818.5+1988 54933.5+3647  56339+1438  6.d.
1-Pentanol 1244 AB P58.8+4 367.5+3 a71.8+1 a72+1 *
2,3-Biitandiol 1576 AB €173.3240 21547.6+19 °1022.5+285  °1014.2+148 *
Metionol 1737 AB 237.2+30 278.6+3 254.5+15 274.3+21 o.d.
Benzil alkol 1912 AB 246.2+18 277.7+3 256.7+21 279.5+10 o.d.
2-Fenil etanol 1905 AB 7974.9+461 7921.3+50 7250.2+414 7684.9+377  6.d.
1H-indole-3-ethanol 2809 AB €2344.2+181 aP3608.6+434  24166.6+781  *"3507.7+938  *
Toplam 70024.9 76861.3 79189.8 80152.2
Esterler
izoamil asetat 1130 AB 3063.5+110 ©1761.9+52 P€1950.4+125  P2101.2+276 *
Etil hekzaonat 1238 AB 3726.6+144 P363.5+39 398.9+21 £403.6+18 *
hekzil asetat 1222 AB 3191.2451 °66.4+17 56,547 °56.9+2 *
Etil laktat 1353 AB ©244.2+26 210165.5+279  8669.4+501 39893+393 *
Etil oktanoat 1430 AB 21248.1+182 ©413.5+4 367.8+21 °404.6+22 *
Etil-3-hidroksibiitanoat 1483 AB 2h139.3+13 P125.5+1 127.4+8 2157.9+22 *
Etil dekanoat 1634 AB 2603.6+32 106.5+2 90.7+8 123.6+12 *
Dietil suksinat 1690 AB °53+6 8794.2+128 409.2+101 €219.2+69 *
Etil 4-hidroksibiitanoat 1819 AB 1363.9+83 1327+4 1283.2+76 1311.9+#88  o.d.
2-Fenil etil asetat 1786 AB 2185.6+1 P131.5+1 136210 3172.8+34 *
1-H-indol-3-etil asetat 2592 AB P385.2+43 3524.4+98 181.6+17 s *
Toplam 8652.3 15911.4 14068.4 15100
Ucucu Asitler
Asetik asit 1461 AB 9480.1+ 31365.1+ °816.2+ 1127.8+143  *
Propanoik asit 1584 AB 58.9+5 82.2+16 85.8+15 89.2+21 6.d.
izobutrik asit 1588 AB 215.7+26 201.9+5 204.6+14 192.1+32 0.d.
Bitanoik asit 1647 AB 172.656 144542 135.8+10 202.1+66 o.d.
Hekzanoik asit 1873 AB 1404.2+65 1397.3+6 1329.3+56 1324.3+94  &.d.
Oktanoik asit 2089 AB 22941.6+84 P2284.9+75 P2263.4+74 2106.9+255 *
Nonanoik asit 2133 AB €17.7+1 ©17.2+1 P32.3+2 353541 *
Dekanoik asit 2264 AB 42186.5+99 P626.7+6 610.7+39 °458.6+88 *
Dodekanoik asit 2517 AB 3694.1+34 ©102.9+3 97.6+15 71.1+3 *
Hekzadekanoik asit 2886 AB 3341.5+43 £220.8+15 15147 P277.5+39 *
Toplam 8529 6443.5 5726.7 5903.1
6C’lu Bilesikler
1-Hekzanol 1356 AB 535.7+54 557.849 520.1+29 591.6 39 0.d.
3-Hekzen-1-0l(E) 1384 AB 2146.6+2 P61.9+2 P64.6+5 °67.3+2 *
Toplam 682.3 619.7 684.7 658.9
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Cizelge 4.4’ in devam

Karbonil Bilegikler

Diasetil 943
Asetoin 1291
Toplam

Fenoller

4-vinilguaiakol 2212
4-vinilfenol 2379
acetovanillon 2995
Toplam

Laktonlar

y-Butirolakton 1635
4- Etoksikarbonil 2168

.gama.butanolakton
Toplam

Genel Toplam

AB

AB

AB
AB

AB

AB
AB

21606.9+6
€263.4+42

1870.3

3209.2+45
P112.7+18
°88.3+9

410.2

9376.8+10

&)

376.8

89847.8

b211.4+44
31630.7+59

1841.1

©142.7+6
8165.2+24
€99.7+6

407.6

21055.7+19
137.9+3

1193.6

103695.3

‘s

b748.9+46

748.9

b122+6
°50.9+9
b208.2+40

381.1

€700.8+33
€91.7+9

792.5

102293.7

s

b701.2+36

701.2

b96.8+33
bg4.2+2
3386.9+96

567.9

b896+115
2188.3+18

1084.3

104946.3

Kontrol: Alkol fermantasyonu tamamlanmis sarap, Spontan: Spontan MLF, VPALl: VP41 bakteri susu ile
asilanmig sarap, PN4: PN4 bakteri susu ile asilanmis sarap. DB,Wax kolonda belirlenen Kovats indeks degeri,
t+Standart sapma; 1D, Tamimlama: A, Alikonma indeksinin literatiirle karsilastinlarak tammmlama; B, kitle
spoktometresi kullanarak tanimlama, s: saptanamadh, F: Varyans analizine gore farklilik durumu, *: p<0.05 6nem

duzeyinde 6nemlidir, 6d: dnemli degil
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Cizelge 4.5.MLF de Kullamlan Bakteri Kulttrlerinin Kalecik Karast Saraplarinin
Aroma Bilesikleri Uzerine Etkisi

AROMA MADDELERI (ug/l)

MLF'den Sonra

Yiksek alkoller
1-Propanol

izobiitil alkol
1-Butanol

izoamil alkol
1-Pentanol
2,3-Bitandiol
Metionol

Benzil alkol

2-Fenil etanol
1H-indole-3-ethanol
Esterler

izoamil asetat

Etil hekzaonat
hekzil asetat

Etil laktat

Etil oktanoat
Etil-3-hidroksibltanoat
Etil dekanoat

Dietil suksinat

Etil 4-hidroksibutanoat
2-Fenil etil asetat
1-H-indol-3-etil asetat
Ucucu Asitler
Asetik asit
Propanoik asit
izobutrik asit
Butanoik asit
Hekzanoik asit
Oktanoik asit
Nonanoik asit
Dekanoik asit
Dodekanoik asit

Hekzadekanoik asit

Spontan
2804.6+72
8276.9+355
250£27
51818.5+1988
67.5+£3
1547.6+19
278.6£3
277.7£3
7921.3+50
3608.6+434

1761.9+52
363.5+39
66.4+17
%10165.5+279
2413.5+4
®125.5+1
2P106.5+2
2794.2+128
1327+4
131.5+1
?524.4+98

41365.1+1
82.2+16
201.945
144.5+2
1397.36
2284.9+75
°17.2+1
%626.7+6
4102.9+3
°220.8+15

VP41
3119.8+58
7845+798
268.2+39
54933.5+3647
71.8+1
1022.5+£285
254.5+15
256.7+21
7250.2+414
4166.6+781

1950.4+125
398.9+21
56.5+7
°8669.4+501
P367.8+21
°127.448
°90.7+8
°397.3+24
1283.2+76
136+10
°181.6+17

°816.2+2
85.815
204.6+14
135.8+10
1329.3+56
2263.4+74
°32.3+2
°610.7+39
97.6+15
415147

PN4
2638.4+445
8041.2+434
301+27
56339+1438
72+1
1014.2+148
274.3+21
279.5+10
7684.9+377
3507.7+938

2101.2+276
403.6+18
56.9+2
98934393
2404.6+22
4157.9+22
123.6+12
°219.2+69
1311.9+88
172.8+34

‘s

°1127.8+143
89.2+21
192.1+32
202.1+66
1324.3+94
2106.9+255
453.5+1
®458.6+88
°71.1+13
277.5+39

0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.

0.d.
0.d.
0.d.

6.d
0.d.

0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
0.d.
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Cizelge 4.5'in devami

6 C’lu Bilesikler

1-Hekzanol 557.8+9 520.1+29 591.6+39 o.d.
3-Hekzen-1-ol(E) 61.9+2 64.6+5 67.3+2 6.d.
Karbonil Bilesikler

Diasetil 211.4+44 °s °s *
Asetoin 21630.7+59 °748.9+46 °701.2+36 *
Fenoller

4-vinilguaiakol 142.7+6 122+6 96.8+33 6.d.
4-vinilfenol 4165.2+24 °50.949 °84.2+2 *
acetovanillon °99.7+6 °208.2+40 %386.9+96 *
Laktonlar

y-Biitirolakton 41055.7+19 700.8+33 °896+115 *
4-Etoksi karbonil.gama.butanolakton ~ %137.943 °91.7+9 4188.3x18 *
Genel Toplam 103695.3 102293.7 104946.3

Spontan: Spontan MLF , VPA41: VP4lbakteri susu ile asilanmis sarap, PN4: PN4 bakteri susu ile
asilanmis sarap, tStandart sapma, s. saptanamadi, F: Varyans analizine goére farklilik durumu, *:
p<0.05 6nem diizeyinde 6nemlidir, 6d: dnemli de il

4.4.1. MLF'nin Yiksek Alkoller Uzerine Etkisi

YUksek akoller maya metabolizmasimn ikincil Grdnleridir ve yiksek
konsantrasyonda saraba keskin, aci bir tat verirken, optimum konsantrasyon da
sarabin meyvems aromasina katkida bulunurlar (Nykanen ve ark. 1977, Lambrechts
ve Pretorius, 2000, Swiegers ve ark., 2005 ). Y Uksek alkoller alifatik (diiz zincir) ve
aromatik yapida bulunurlar (Nykanen ve ark., 1977). Sarapta ki yiksek alkollerin
konsantrasyonu 300 mg/1'nin altinda ise bu sarabin duyusal 6zelligine olumlu etki
eder. Ancak yuksek alkollerin konsantrasyonu 400 mg/lI'nin Ustiine c¢ikarsa sarap
aromasin olumsuz etkiler ( Rapp ve Versini.1991).

MLF den 6nce ve MLF den sonra spontan, VP41 ve PN4 Kalecik Karas
saraplarinda toplam 10 adet yUksek akol belirlenmistir. Yiksek alkollerin toplam
miktarlari, MLF den 6nce 70.02 mg/1, MLF den sonra, spontan sarapta 76.86 mg/1,
VP41 bakteri kltira kullanilan sarapta 79.18 mg/1 ve PN4 bakteri kiltird kullamlan
sargpta ise 80.15 mg/l olarak bulunmustur. Genel olarak MLF yiksek akollerin
miktarlarin arttirmus, artis bakteri kiltirt kullanilan 6rneklerde spontana gore biraz

daha yuksek olmustur (Cizelge 4.4). Pazo-Bayon ve arkadaslarinin (2005) yapmus
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oldugu bir calismada. MLF sonrasinda yuksek alkol miktarimin baslangic sarabina
gore arttigin bildirmiglerdir.

MLF birgok yiksek akol bilesiginde artisa neden olmakla birlikte bu artiglar
1-propanoal, izobdtil alkol, 1-bttanol, 1-pentanol, 2,3-bttandiol ve 1H-indol-3-etanol
bilesiklerinde istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05). MLF den sonra en
belirgin artis 2,3-bitandiol miktarinda olmustur. MLF dan 6nce 2,3-bitandiol miktar:
173.3 pg/l iken MLF den sonra sirasi ile Spontan sarapta 1547.6 ug/l, VP41 de
1022.5 pg/1l ve PN4'de 1014.2 pg/l olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Spontan
saraptaki artis bakteri kultlrl asilananlara gore daha yiksek bulunmustur. Bunun
nedeni spontan fermantasyonda O. oeni yamnda baska bakterilerin de bulunmasindan
kaynaklanabilir. 2,3-Bitandiol hem maya hem de laktik asit bakteri metabolizmasi
sonucu Uretilen aroma bilesigidir. Bu bilesigin hafif tatli aci bir aromas: vardir ve
sarapta duyusal onemi dustktir (Jackson, 2000). Diasetil ve asetoin enzimatik yolla
2,3-butandiol'e indirgenenir. Bu iki indirgenme reaksiyonu saraplardaki 2,3-
butandiol Gin yUksek miktarlarda bulunmasinin nedenleridir (Maicas ve ark., 1999).

Y Uksek akoller icersinde izoamil alkol miktarindaki artis dikkati ¢cekmistir.
Ancak, MLF den 6nce ve sonra 6rnekler arasandaki fark istatistiksel agindan nemli
bulunmamistir (Cizelge 4.4). 1zoamil alkol gibi dallanms zincir yapili yiksek
alkoller mayalar tarafindan Ehrlich yoluyla amino asitlerden aciga cikarlar (Swiegers
ve ark., 2005). MLF sonrasinda bazi arastirmacilar izoamil alkol miktarinin arttigim
(Pazo-Bayon ve ark., 2005), bazi arastirmacilar ise degismedigini bildirmislerdir
(Revel ve ark., 1999). Ugliano ve ark. (2005). MLFnin yiksek alkoller Gzerine
Onemli bir etkisinin olmadigim belirtmis ve sadece 1-heptanol. 3-metil-I-pentanol ve
[-oktan-3-ol bilesiklerinde az miktarda artis gozlemlemislerdir. Boido ve
arkadaglarinin (2009) yapmis oldugu bir baska ¢alismada da MLF sonrasi saraplarda
yuksek akol konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis gozlenmedigi bildirilmistir. Buna
karsin Maicas ve ark. (1999)' mn yapmis oldugu bir diger calismada ise izobutanol,
1-propanol, 1-bitanol ve izoamil akol konsantrasyonlarinda farkliliklar

belirlemislerdir.
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4.4.2. MLF'nin Esterler Uzerine Etkisi

Esterler alkol fermantasyonu sirasinda olusan ve sarabin meyvems aromasina
Onemli etkisi olan aroma bilesikleridir. Esterler kaynaklarina gére iki grup altinda
toplanabilir. Bunlardan birincisi yiksek alkollerin asetatlari olup en 6nemlileri
izoamil asetat, izobitil asetat, metil asetat ve 2-fenil asetattir, ikinci grup, yag
aditlerinin etil esterleri olup en onemlileri etil hekzanoat, etil oktanoat ve etil
dekanoattir (Etievant, 1991).

MLF den 6nce ve MLF den sonra Spontan, VP41, PN4 Kaecik Karas
saraplarinda toplam 12 adet ester bilesigi belirlenmistir. Ester bilesiklerinin toplam
miktarlari, MLF den 6nce 8.65 mg/1, MLF den sonraise spontan sarapta 15.91 mg/l,
VP41 bakteri kultarG ile asilanmis sarapta 14.06 mg/l, PN4 bakteri kdltlrt ile
asilanmis saraptaise 15.10 mg/1 bulunmustur (Cizelge 4.4)

Genel olarak MLF ile birlikte ester dagiliminda 6nemli degisiklikler olmus ve
toplam miktar artsa da bircok ester bilesiginde azalma belirlenmistir (Cizelge 4.4).
Bu 6nemli artistan sorumlu iki temel bilesigin etil laktat ve dietil siksinat oldugu
saptanmustir. Etil laktat konsantrayonu baslangi¢ sarabinda 244.2 pg/l iken, MLF den
sonra spontan sarapta 10165.5 pg/l. VP4lde 8669.4 pg/l ve PN4' de ise 9893 pg/l
olarak bulunmustur. Spontan sargpta O. oeni suslarnn ile gerceklestirilen
fermantasyona gore daha yuksek miktarda artis olmustur (Cizelge 4.4). Etil laktat
MLF sirasinda Uretilen 6nemli bir aroma bilesigidir. Etil laktat algilanma esik degeri
60-110 mg/1 olan ve saraba tereyagimsi eksi sitl ammsatan aromalart veren bir
bilesiktir (Yilmaztekin ve ark., 2005; Ribereau-Gayon ve ark, 2006). Her (g sarapta
etil laktat algilanma esik degerinin altinda bulunmustur. Maicas ve ark. (1999)
yaptig1 calismada, O. oeni susu ile MLF si tamamlanmis sarapta 50 mg/1 etil |aktat
belirlemiglerdir. Etil laktat Oretimi laktik asit fermantasyonu ile iliskilidir ve bu
nedenle miktar1 saraptaki MLF aktivitesine gore degisiklik gosterir. Pazo-Bayon ve
ark. (2005)'nin, O. oeni ve L. plantarum bakteri suslarim kullanarak yaptiklari bir
diger calismada ise etil laktat miktarinin, MLF sonrasinda, baslangic sarabinin 4
katina ¢iktigr bildirilmistir. Bu galismaya goére baslangic etil laktat konsantrasyonu
36.96 pg/l olarak belirlenmistir ve MLF sonrasinda O. oeni 1S-18 susu ile asilanmis
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sarapta 168.5 pg/l, 1S-159 susu ile asilanmis sarapta 137ug/l olarak belirlenmistir. L.
plantarum J-39 susu ile asilanmis sarapta 235.04 pg/1, J-51 susu ile asilanmis sarapta
ise etil laktat konsantrasyonu 189 g/l olarak belirlenmistir. Bu calismada MLF
sonrasinda etil laktat konsantrasyonunun arttigi ve bakteri suslar: arasinda farkliliklar
oldugu bildirilmistir. Boido ve ark. (2009), farkli kdltir bakterileri ile tamamlanmis
MLFden sonra bitiin saraplarda etil laktat miktarinda artis oldugunu bildirmislerdir.

MLF den dnce dietil siiksinat miktar: 53 pg/l iken, MLF den sonra, spontan
sarapta 794.2 ug/l, VP41 sarabinda 409.2 ug/1 vc PN4 sarabinda 219.2 pg/1 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.4). Dietil siksinat miktar1 MLF den sonra artrms olup
saraplar arasindaki fark istatistiksel agidan onemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge
4.4, 4.5). Pazo-Bayon ve ark. (2005) yapmis oldugu benzer bir ¢alismada MLF'den
sonra dietil siiksinat konsantrayonunun farkli bakteri suslar: ile asilanmis saraplarda
baslangi¢ sarabimnin konsatrasyonun gore yaklasik iki kat1 arttigin bildirmislerdir.
Dietil silksinat siksinik asitin  esterlesmesi ile olusur ve o-ketoglutarat
metabolizmasinin yan drinudir ve MLF sirasinda konsantrasyonu artar (Ugliano ve
ark., 2005).

MLF den sonra her (¢ Grenekte de izoamil asetat ( meyvemsi, muz), etil
hekzaonat (meyvemsi,ciceks), 2-fenil etil asetat (bal, meyvemsi, ciceksi), hekzil
asetat, etil oktaonat (meyvems, ciceks), etil dekanoat (meyvems),
konsantrasyonlarinda disme olmustur. Etil-3-hidroksibitanoat miktar1 ise sadece
PN4 sarabinda artmis, spontan ve VP41 saraplarinda ise miktar1 baslangic sarabina
gére daha dustk bulunmustur (Cizelge 4.4). izoamil asetat, etil hekzaonat, hekzil
asetat, etil oktonat, etil dekanoat, etil-4-hidroksibitanoat, 2-fenil etil asetat ve |-H-
indol-3-asetat miktarlarn arasindaki fark istatiksel agidan 6nemli  bulunmustur
(p<0,05) (Cizelge 4.4). Mayalar, yag asidi etil esterlerini esteraz ve alkol
asetiltransferaz enzimleri yardim ile alkol fermantasyonu sirasinda Uretirler. Ancak
MLF sirasinda etil laktat, etil asetat, etil hekzaonat ve etil oktaonat olustugu
bilinmektedir (Lui, 2002). MLF sirasinda ester sentezi ve hidrolizi laktik asit
bakterilerinin esteraz aktivitesine baglhidir. MLF nin saraptaki nihai  ester
konsantrasyonu ile ilgili karsit gorUsler vardir. Bazi calismalara gore akol

fermantasyonu orijinli farkli esterlerin konsantrasyonlari, laktik asit metabolizmasi
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sonucu Onemli artis gosterirken (Delequies ve ark. 2000), diger calismaarda
esterlerin konsantrasyonlarinda 6nemli bir disme belirlenmis ve saralbin meyvemsi
Ozelliginin dnemli 6lglide dustig belirtilmistir (Plassis ve ark. 2002). Henick-Kling
ve ark. (1993) MLF nin sarap aromasina etkisinin olmasi Uzerine 3 grupta
incelemislerdir (meyvemsi, otsu, malolaktik aroma). Meyvems aromaarin
azalalabilecegini, artabilecegini veya hi¢ degismeyecegini; Otsu aromalarin
azalabilecegini ve son olarak da malolaktik aromalarin artacagin bildirmislerdir.

Goruldugi gibi MLF den sonra saraplarin toplam ester miktarlar: artsada bu
artisin cok bilyiik oranda sadece etil laktattan kaynaklandigi saptanmistir. Ote yandan
her ¢ Kalecik Karas sarabinda da meyvemsi aroma veren esterler azal mustir.

4.4.3. MLF ‘nin Ugucu Asitler Uzerine Etkisi

Ucucu asitler kisa karbon zincirli organik asitlerdir. Sarapta ucucu asit
konsantrayonu genellikle 500-1000 mg/1 arasinda degisir. Asetik asit ugucu asitlerin
%901 olusturur. Propionik asit, hekzanoik asit gibi geri kalan ugucu asitler bakteri
ve mayalar tarafindan lipid metabolizmasi sonucunda sentezlenirler.

MLF den 6nce ve MLF den sonra spontan, VP41 ve PN4 Kalecik Karas
saraplarinda toplam 10 adet ucucu asit bilesigi belirlenmistir. MLF den 6nce toplam
ucucu asit miktar1 8.52 mg/l iken, MLF den sonra spontan sarapta 6.43 mg/1, VP41
sarabinda 5.72 mg/1 ve PN4 sarabinda ise 5.90 mg/1 olarak belirlenmistir. Cizelge
4.4’ de de goruldigl gibi MLF den sonra toplam ugucu asit miktarlarinda azalma
olmustur. MLF uygulanmis saraplar icerisinde en yuksek ugucu asit miktar: spontan
sarapta belirlenmistir. Ugucu asitler saraplarda yuksek miktarlarda bulunduklarinda
bozulmus peynire benzeyen kokular vererek sarap kalitesini dusurirler (Ugliano ve
ark., 2003). Boido ve ark., (2009) MLF den sonra DSM7008 kulttr bakteris ile
asilanmis sarapta toplam ugucu asit miktarinda ¢ok az bir artis oldugunu buna karsin
D-11 kdltur bakterisi ile asilanmis sarapta toplam ugucu asit miktarimn belirgin bir
sekilde arttigint bildirmiglerdir. Maicas ve ark., (1999) baslangi¢ sarabina gore ugucu
asit miktarimin bakteri susuna goére farklilik gostererek BM 3, VV5, TE3, CH4 bakteri
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suslan ile asilanmis saraplarda arttigimt buna karsin MA4 bakteri kdlttrt ile
asilanmis saraptaise azaldigin bildirmislerdir.

MLF den 6nce ve MLF den sonra spontan. VP41 vc PN4 Kalecik Karas
kirmizi saraplarinda bulunan asetik asit, oktanoik asit ve nonanoik asit, dekanoik asit,
dodekanoik asit ve hekzadekanoik asit miktarlart arasinda fark istatistiksel agidan
onemli bulunmustur (p<0.05). Oktanoik asit saraplarda miktar olarak en fazla
bulunan ugucu asit olmustur ve bunu sirasiyla hekzanoik asit ve asetik asit izlemistir
(Cizelge 4.4).

Sarabin aromasi Uzerine etkili olan en 6nemli ugucu asit bilesigi asetik asittir.
Kalecik Karas saraplarinda asetik asit miktari MLF den 6nce 480.1 pg/ iken
MLF den sonra sirasiyla Spontan sarapta 1365.1ug/l, VP41 sarabinda 816.2 pg/l ve
son olarak da PN4 sarabinda 1127.8 pg/l olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Asetik
asit sitrik asit metabolizmasi ile olusur. Sitrik asit metabolizmasi sonucunda Uretilen
asetik asit miktar1 baglangictaki substrat miktarina gore degisir ve genellikle 0.1-0.2
g/l artar. Sarap aromasina etki eden asitler asetik asit (sirke kokusu), propanoik asit
(keci kokusu) ve butanoik asit (bozulmus tereyagi)'tir. Asetik asit disindaki asitler
genellikle sarapta algilanma esik degerinin atinda bulunurlar (Rapp ve ark., 1986,
Costello, 2005).

Goruldugi gibi MLF den sonra Kalecik Karas: saraplarinin toplam ucucu asit
miktarlart dusmustir. Bakteri kdltiri asilanarak tamamlanmis MLF den sonra

saraplarda spontan saraba gore daha az toplam ugucu asit miktar: saptanmustir.

4.4.4. MLF nin 6C'lu Bilesikler Uzerine Etkisi

6C'lu bilesikler, temel olarak Uzimde bulunan linoleik ve linolenik asitten
ard arda meydana gelen enzimatik reaksiyonlar sonucunda olusurlar (Oliveira ve
ark., 2006). MLF den 6nce ve MLF den sonra spontan, VP41 ve PN4 Kalecik Karas
saraplarinda toplam 2 adet 6C'lu bilesik belirlenmistir. MLFden o6nce 6C'lu
bilesiklerin konsantrasyonu 0.58 mg/1, MLF den sonra ise spontan sarapta 0.63
mg/1, VP41 sarabinda 0,46 mg/1 ve PN4 sarabinda 0.64 mg/1 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.4). MLF den sonral-hekzanol miktarinda bir degisme olmazken, 3-
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hekzen-1-ol miktarinda dusis belirlenmistir. MLF den 6nce ve sonra saraplarda
bulunan 3-hekzen-l-ol (trans) miktarlan arasindaki fark istatistiksel agcidan 6nemli
bulunmustur (p<0,05) Henick-Kling ve ark. (1993) MLF nin otsu aromalarn
azaltabilecegini bildirmiglerdir. Maicas ve ark. (1999) ise, MLF den sonra 1-
hekzanol miktarinda bir degisme olmadigim bildirmislerdir. Boido ve ark. (2009),
yaptiklar ¢calismada MLF nin sonunda 6C'lu bilesiklerin miktarinda dnemli bir fark

olmadigin bildirmislerdir.

4.4.5. MLF nin Karbonil Bilesikler Uzerine Etkisi

Karbonil bilesikler, fermantasyon sirasinda mikroorganizmalar tarafindan
ortamdaki karbon kaynagina bagli olarak karbonhidrat veya sitrik asit metabolizmas,
lipit oksidasyonu veya amino asit indirgenmesiyle sentezlenirler (Swiegers ve ark.,
2005). MLF den 6nce ve MLF den sonra spontan, VP41 ve PN4 saraplarinda diasetil
ve asetoin olmak Uzere toplam 2 adet karbonil bilesigi tammlanmigtir. Karbonil
bilesiklerin toplam miktarlart MLF'den 6nce 1,87 mg/1 iken MLF'den sonra, spontan
sarapta 1.89 mg/1, VP41'de 0.74 mg/1 ve PN4 'de 0.7 mg/1 bulunmustur. Cizelge
4.4'de de goruldugu gibi bitin saraplarda asetoin tespit edilmistir, fakat diasetil
sadece spontan sarapta tespit edilmis olup kiltir bakteri asilanan saraplarda tespit
edilememistir. Alkol fermantasyonu sirasinda maya metabolizmast sonucunda 0.2-
0.3 mg/l gibi disik konsantrasyonlarda diasetil Uretilir fakat bu, daha sonra buyuk
oranda asetoin ve 2,3 bitandiole metabolize edilir (Bartowsky ve ark, 2004; Costello,
2005).

MLF den o6nce ve MLFden sonra Spontan, VP41 ve PN4 saraplarda
belirlenen diasetil ve asetoin miktarlart arasindaki fark istatistiksel agidan dnemli
bulunmustur (p< 0.05). MLF den sonra bakteri kullamlarak elde edilen saraptaki
asetoin miktar1 spontan saraptaki miktara gore énemli dizeyde disuk bulunmustur
(p<0.05). Cizelge 4.4’ de goruldugl gibi MLF'den 6nce asetoin konsantrasyonu 263.4
Mg/l iken MLF den sonraartarak Spontan sarapta 1620.7 pug/l, VP41 sarabinda 748.2
Mg/l ve PN4 sarabinda 701.2 pg/1 olarak bulunmustur. Asetoin miktarindaki en fazla
artis Spontan sarapta goralmustur. Kaltdr bakterileri kullanilan saraplardaki asetoin
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miktarlar1 birbirine oldukga yakin bulunmustur. MLF den sonra sarapta diasetil ve
asetoin miktarimin dismesi istenen bir 6zelliktir.

Diasetil konsantrasyonu MLF den 6nce 1606.8 ug/l iken MLF den sonra
spontan sarapta azalarak 265 pg/1 olarak bulunmustur. VP41 ve PN4 saraplarindaise
diasetil bulunamamustir (Cizelge 4.4). Diasetilin agilanma esik degeri 0,2-2,3 mg/1
arasinda olup, bu deger sarap ¢esidine gore degismektedir (Costello, 2005). Diasetil
miktar, MLF den once kontrol o6rneginde ve spontan sarapta agilanma esik
degerinin Ustiinde bulunmustur. Diasetil sitrik asit metabolizmasi sirasinda Uretilir ve
daha sonra asetoin ve 2,3-butandiole indirgenebilir. Kontrolsiz MLF sonunda
diasetil konsantrayonu ¢ok artabilir bu da sarabin duyusal 6zelligini olumsuz yonde
etkiler. l1zquierdo Canas ve ark. (2008) spontan MLF nin Tempranillo sarabimn
aroma bilesenlerine etkisi Uzerine yaptiklart calismada, diasetii ve asetoin
bilesiklerinde MLF sonrasinda artis oldugunu bildirmislerdir ve sirasiyla diasetil
konsantrasyonunu 4.08 ve 4.84 mg/1 bulunmustur. Revel ve ark., (1999), MLF den
Once 0.25-0.29 mg/l olan diasetil miktarim MLF den sonra 0.53-0.73 mg/l
bulmuglardir. MLF den 6nce 5.09-5.15 mg/l olan asetoin miktarimi ise MLF den
sonra 4.03-5.06 mg/l olarak bulmuslardir.

Goruldugi gibi MLF den sonra biitlin saraplarda diasetil miktarinda azalma,
asetoin miktarinda ise artma tespit edilmistir. Asetoin miktar1 6zellikle spontan
olarak gerceklestirilern sarapta cok artmistir. Asetoin diasetilin  indirgenmesi
sonucunda olusur. Cizelge 4.4 incelendiginde spontan olarak gerceklesen MLF de
olusan diasetilin bir kismunin asetoine indirgendigini gormekteyiz. Diasetil miktar
ise MLF den sonra belirgin bir sekilde azaldigini bakteri kultlrt asilanmis saraplarda
ise diasetile hi¢ rastlanmadigim gormekteyiz. Diasetil 5 mg/lI'nin altinda saraba
dolgunluk verir ve sarabin karamel ve kabugumsu aromalarint arttirir. 5Smg/l’ nin
Ustlinde ise saraba istenmeyen tereyagimsi bir aroma verir (Costantini ve ark., 2009).
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4.4.6. MLF’ nin Ugucu Fenoller Uzerine Etkisi

Fenoller, kirmizi sarap kalites ve karakteristigi icin 6nemli olan bilesiklerdir.
Fenoller sarabin renk, tat, aroma, agiz hiss ve mikrobiyal Ozelliklerine etki ederler.
Ucucu fenoller, Uziim sirasinda bulunan hidrosinnamik asit dnciillerinden meydana
gelirler. Cok diusuk algilanma esik degerleri vardir ve bundan dolay:1 kolayca
agillanabilirler (Swiegers ve ark., 2005).

MLF den 6nce ve MLF den sonra spontan, VP41 ve PN4 saraplarinda 4-
vinilguaiakol, asetovanilon ve 4-vinilfenol olmak Uzere toplam 3 adet fenol bilesigi
tanimlanmustir. Fenol bilesiklerinin toplam miktarlart MLFden 6nce 0.41 mg/1,
MLFden sonra, spontan sarapta 0.40 mg/1l, VP41l sarabinda 0.38 mg/1l ve PN4
sarabindaise 0.56 mg/1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Sarapta istenmeyen kokulara neden olan 4-vinilguaiakol miktar1 bitin
saraplarda dusmustir, fakat en belirgin disis PN4 sarabinda gordlmuistar. 4-
vinilguaiakol sarabailag benzeri bir koku verir (Swiegers ve ark., 2005).

MLF den dnce 4-vinilfenol miktar1 112.7ug/ iken MLF den sonra Spontan
sarapta 165.2 pg/l bulunmus, buna karsin VP41 ve PN4 saraplarinda 50.9 g/l ve
84.2 pg/l olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). MLF nin spontan ve bakteri kultdrt ile
gergeklestirilmesine bagli olarak, 4-vinilfenol miktart degismistir. 4-Vinilfenol
miktar1 spontan sarapta MLF 6ncesine gore onemli dizeyde artmis (p<0.05), buna
karsin O. oeni suslart kullanilan saraplarda ise azalmustir. 4-Vinilfenol sarapta
istenmeyen kokulara neden olan bir fenoldir. Bu bilesik saraba, ilag ve at terine
benzeyen kokular verir (Ribereau- Gayon ve ark. 2006; Pollnitz ve ark., 2000). Bu
nedenle MLF sonrasinda bu bilesigin miktarinin distik olmasi istenen bir 6zelliktir.
Genellikle MLF nin bakteri kaltlrd ile gerceklestirildigi saraplarda bu bilesigin
miktarimn distk oldugu bildirilmistir (Costantini ve ark., 2009). Ugliano ve ark.
(2006), dort farkli bakteri kdltirl ile gerceklestirdikleri MLF nin sonunda btitlin
saraplarda 4-vinilfenol ve 4-vinilguaiakol miktarlarinda belirgin bir azalma oldugunu
bildirmislerdir. Bodio ve ark. (2009)’ min yaptiklar: ¢calismada ise, DSM7008 susu ile
gerceklestirilmis MLF den sonra sarapta 4-vinilfenol miktar1 artmis, D-11 susu ile

gerceklestirilmis sarapta ise baslangi¢ sarabina gore miktar degismemistir.
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MLF den dnce saraptaki asetovanilon miktari1 88.3 pg/l iken MLF den sonra
spontan sarapta 99.7ug/l, VP41 sarabinda 208.2ug/l ve son olarak da PN4 sarabinda
386.9 pg/l olarak bulunmustur. Gortldugl gibi MLF sonrasinda saraplardaki
asetovanilon miktarlar1 artmus ve oOzellikle bakteri kaltird kullamlan 6rneklerde
belirgin bir artis saptanmistir. MLF den sonra her (¢ 6rnekte asetovanilon miktarlar:
arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.5).
Asetovanilon miktar1 Uzerinde kullamlan bakteri susunun 6nemli dizeyde etkili

oldugu belirlenmistir.

4.4.7. MLF'nin Laktonlar Uzerine Etkisi

Saraplarda fermantasyon srasinda olusan en 6nemli lakton bilesigi y-
bitirolaktondur. Bu lakton Ehrlich yoluyla glutamik asitin dekarboksilasyonu ve
deaminasyonuyla olusan y-hidroksibutirik asitin laktonizasyonu ile olusur. Ancak bu
bilesik ayn zamanda tizimden de gelebilir (Ribereau-Gayon ve ark., 2006).

Malolaktik fermantasyondan Once sarapta sadece y-butirolakton bilesigi
belirlenmistir. MLF den sonraise Spontan, VP41 ve PN4 saraplarinda y-butirolakton
ve 4-etoks karbonil-gama-bitanolakton olmak Uzere toplam 2 adet lakton bilesigi
tammlanmustir.  Laktonlarin toplam miktarlarn MLFden o6nce 0.37 mg/1 iken
MLFden sonra Spontan sarapta 1.19 mg/1l, VP41 sarabinda 0.79 mg/1 ve PN4
sarabinda ise 1.08 mg/1 bulunmustur (Cizelge 4.4). Goruldiugt gibi MLF sonunda
toplam lakton miktar1 artmistir.

MLFden 6nce y-bttirolakton miktar1 376.8 pug/1 iken, miktar MLF'den sonra
her Uc sarapta da artmis ve sirasiyla spontan sarapta 1055.7 pg/l VP41 sarabinda
700.8 pg/l ve PN4 sarabinda 896 pg/l bulunmustur. MLF y-bitirolakton miktarin
her U¢ ornekte de 6nemli dizeyde etkilemistir (p<0.05) (Cizelge 4.4). MLF den
sonra Spontan, VP41 ve PN4 sargplann arasindaki fark da onemli dizeyde
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.5). Ugliano ve ark.(2005), yaptiklar1 calismada
MLFden sonra y-bitirolakton miktarimin arttigint bildirmislerdir. Boido ve ark.
(2009), y-butirolakton miktarint MLFden once 506 pg/l, MLFden sonra ise, 593
po/l ve 1374 pg/l olarak bulmuslardir. Maicas ve ark. (1999), MLF den sonra y-
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butirolakton miktarinda 0.4 mg/1 artis oldugunu bildirmislerdir. Pazo-Bayon ver ark.
(2005) MLF den sonra y-bitirolakton miktarimin arttigimi bildirmis ve O. oeni ile
tamamlanmis sarapta L. plantaruma gore bu artisin daha fazla oldugunu
bulmuslardir. y-Bitirolakton O. oeni 'nin a-ketoglutarat metabolizmasinin yan
Urdnidur ve saraba seftali aromast verir (Yilmaztekin ve ark. 2005, Ugliano ve ark.,
2005).

MLFden sonra her U¢ oOrnekte de 4-etoks karbonil.gamma.bitanolakton
bulunmustur (Cizelge 4.4). Bu bhilesigin sadece MLF den sonra saptanmasi, bakteri
suslar tarafindan olusturuldugunu gostermektedir. Spontan ve suslar arasindaki fark
her U¢ 6rnekte de 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.5).

Goruldugt gibi MLF Kaecik Karasi saraplarinda ki lakton bilesiklerinin
miktarlarin etkilemistir. Farkli bakteri kultirleri karsilastirnldiginda ise VP41 ve
PN4 arasinda lakton bilesiklerinin - metabolizmasinda farkliliklar  oldugu
belirlenmistir.

4.5. Saraplarinin Duyusal Ozellikleri

MLFyi spontan olarak, VP41 ve PN4 bakteri suslar ile gerceklestirilen
Kalecik Karasi saraplari, 9 kisilik panelist grubu tarafindan degerlendirilmistir.
Panelistler saraplar renk, koku, tat, aroma, eksilik, acilik, burukluk, dolgunluk ve
genel izlenim olmak Uzere 9 bdlirleyici Ozellige gore 10 puan Uzerinden
degerlendirmislerdir. Saraplarin Lezzet Profil Analizi sonuglarn Cizelge 4.6'de
verilmis ve driumcek ag1 diyagram Uzerinde Sekil 4.5'de gosterilmistir.

Lezzet profil analizinde saraplar renk agisindan degerlendirildiginde 8.4 ile
PN4 sarabi ilk sirada yer amis ve bunu 7.8 ile VP41 ve 6.2 ile Spontan sarap
izlemistir. Koku agisindan spontan sarap ve VP41 birbirine olduk¢a yakin puanlar
alirken, PN4 susu kullamlan sarap 6.2 puan amistir. Aroma agisindan Spontan ve
PN4 aym puam almis, VP41 ise bunlara gore daha disik puan (5.2) almstir. Tat
acisindan 7 puan ile VP41 susu kullamlan sarap ilk sirada yer amistir. Eksilik
bakimindan her g sarap da birbirine yakin puanlar almistir. Acilik bakimindan PN4
susu kullanilan sarap diger ikisine gore daha yuksek puan amustir. Burukluk
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dolgunluk ve gend izlenim agisindan bakteri kilturt kullamilan saraplar spontan
saraba gore daha yuksek puanlar almuslardir. Yapilan benzer calismalarda bakteri
kdltard kullammimin lezzet bilesenlerini ve dolgunlugu gelistirdigi bildirilmistir
(Costello, 2005). Malolaktik fermantasyonun sarap aromasina duyusal etkisi izim
turtine goére de degismektedir. Chardonnay sarabinda MLF kuvvetli bir sekilde aroma
ve agi1z hissine etki ederken Riesling de sadece daha yumusak ve damakta daha
dengeli bir tat vermektedir. Yapilan ¢alismalarda MLF den sonra sarap aromasinin
duyusal olarak degistigi, malolaktik aromalarin arttigt meyvems aromalarin
degismedigi ve otsu aromalarin azaldig: bildirilmistir (Henick-Kling ve ark., 1993).

Cizelge 4.6. Saraplarin Lezzet Profil Analizi Sonuglart*

Ozellikler Spontan VP41 PN4
Renk 6.2 7.8 8.4
Koku 6.8 6.7 6.2
Tat 6.5 5.2 6.5
Aroma 6.1 6 7
Eksilik 3.7 3.6 3.6
Acihk 3.4 3.1 4.4
Burukluk 4.3 5.2 5.6
Dolgunluk 5.1 6.2 6.3
Genel izlenim 5.2 6.5 6.5

*: Ortalama degerleri

renk

genel izlenim

tat
—o—PN4

—@— Spontan

VP41

burukluk < ‘ ' aroma

ac‘l‘l\l‘l‘(“iéyl;gilik
Sekil 4.5 Kalecik Karas: Saraplarinin Lezzet Profil Diyagramu
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada MLF nin ve MLF de iki farkl1 bakteri kilttrt (O. oeni VP41, O.
oeni PN4) kullantmimin, Kalecik Karasi sarabimn aroma bilesikleri Uzerine etkisi
arastirilmustir.

MLF sirasinda maik asitin laktik asite dontsimu kagit kormotografisi ve HPLC
andizleri ileizlenmistir. Saraplarda aroma maddelerinin analizi, sivi sivi ekstraksiyonun
ardindan GC-MS-FID ile gergeklestirilmistir. Ayni zamanda saraplarda genel ve duyusal
analizler de yapilmistir.

Elde edilen bulgulara gére;

MLF de bakteri kdltori kullammu fermantasyonun kisa sirede baglatmis ve
spontan olarak ydritilen MLF ye gore daha kisa siirede tamamlanmasim saglamis yani,
sara daha kisa stirede stabil hale getirmistir.

Genel bilesim olarak MLF sonucunda saraplarda toplam asit miktar1 dismus,
malik asit tamamen parcalanmis buna karsin laktik asit miktarlari, pH degerleri ve ucar
asit miktarlar1 artmigtir. Kultdr kullammi spontan MLF ye gore daha az miktarda ucar
asit olusumunu ve daha fazla miktarda laktik asit olusumu saglamstir.

MLF saraplarin aroma bilesikleri miktar1 ve dagilimi Gzerinde etkili olmustur.
MLF saraplardaki aroma maddelerinin miktarlarint arttirmustir. MLF den 6nce toplam
aroma miktar1 82.01 mg/l iken MLF den sonra spontan sarapta 103.28 mg/l, VP41’ de
101.59 mg/l ve PN4 sarabinda 104.16 mg/l bulunmustur. Tammlanan aroma bilesigi
miktar1 MLF den 6nce 40 adet iken MLF den sonra Spontan sarapta 39, VP41 sarabinda
39 ve PN4' de 38 adet bulunmustur.

MLF ile aroma gruplarindan yiksek alkoller, esterler ve laktonlarin toplam
miktarlar: artrstir. MLF aroma bilesiklerinden 6zellikle 2,3-bitandiol, etit |aktat, dietil
siksinat, asetik asit, asetoin, 4-vinilfenol ve y-butirolakton miktarlarim belirgin bir
sekilde etkilemistir. Diasetil ve 4-vinilfenol disinda bu bilesiklerin miktarlar: Uc sarapta
da biytk oranda artmistir. En yiksek artis 2,3-bltandiol ve etil laktat miktarlarinda
saptanmigtir. Diasetil miktart MLF den sonra her Ug sarapta da dismis ve bakteri
kltard asilanan saraplarda saptanmamiustir. 4-Vinilfenol miktar: ise spontan sarapta
artarken bakteri kulturt kullanilan saraplarda dismuUstir. Bakteri kdlttra kullanim

spontan olarak yuritilen MLF ye gore aroma bilesiklerinin miktar1 Uzerinde etkili
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olmustur. Spontan fermantasyonda 2,3-bitandiol, etit laktat, dietil siksinat, asetik asit,
asetoin, 4-vinilfenol ve y-bitirolakton miktarlar1 kiltr kullanilan drneklere gore daha
yuksek bulunmustur. Bu bilesiklerden 2,3-bitandiol, asetik asit, diasetil, 4-vinifenol
yuksek miktarda saraplara koti koku veren bilesiklerdir.

Duyusal olarak, bakteri kilturt kullanilarak gerceklestirilen MLF spontana gore
saraplarda burukluk, dolgunluk ve begenilirligi arttirmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, Kalecik Karasi saraplarinda MLF de bakteri
kaltard kullanm aroma maddeleri Gzerinde etkili olmus ve saraplarda kot koku
olusumunu azaltmis, duyusal acidan dolgunlugu da arttirmistir. Bu nedenlerden dolay:
uygulamada Kalecik Karasi sarabi Uretiminde MLF de O. oeni VP41 ve O. oeni PN4

suslarimn kullanmu onerilir.
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