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Ozet: Sarap yapiminda tat ve aromayr bozan, Ozellikle depolama esnasinda gdzlemlenen
Brettanomyces bruxellensis’in yavas gelisim gostermesi, karakteristik bir 6zelligidir. Fermentasyon
sirasinda metabolik aktivite sonucunda ortaya c¢ikan yan iriinlerin inhibisyonu ile ortamdaki
konsantrasyonunun azaldigi bilinmektedir. Ancak sarabin depolanmasi ve olgunlastirilmasi gibi
asamalarda ortamda yeniden cogaldigi da belirtilmektedir. B. bruxellensis’in saraba bulasmasi
sonucunda kiiltiire almamayan canli formda uzun siire kaldigina dair hipotezler bulunmaktadir. Bu
nedenle rutin mikrobiyolojik analizlerde bulast oldugu anlagilamamakta ve sarabin olgunlastiriimasi
asamasinda B. bruxellencis yeniden ¢ogalarak, kotii tat, renk ve kokuya neden olabilmektedir. Diger
mayalara benzer gekilde az miktarda karbon kaynagi bulunan ortamda, diisiik konsantrasyonlarda
stlfur dioksit (SO,) ve etanol varliginda gelismeye devam edebilmektedir. Sarap yapiminda en
6nemli sorun olarak bilinen B. bruxellensis, 6zellikle SO, kullanimi ile engellenmektedir. Ancak
SO;’nin antimikrobiyel etkisinin yaninda alerjik biinyelerde reaksiyona neden olmasi gibi olumsuz
etkileri de s6z konusudur. Bazi mayalarin, yabani mayalara karsi “killer toksin” olarak bilinen
bilesikler tiretmesi goz Oniine almarak yapilan ¢aligmalarda B. bruxellencis’in inhibe edilebildigi ve
sarap yapiminda kullanilan Saccharomyces cerevisiae ve malolaktik fermentasyonu gergeklestiren
laktik asit bakterilerinin inhibisyona ugramadig: bildirilmektedir. Bu derleme kapsaminda ozellikle
sarap kalitesini etkileyen yabani mayalarin “killer toksin” ile bertaraf edilmesi hakkinda giincel
bilgiler yer almaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sarap, Brettanomyces bruxellencis, killer toksin.

Properties and Importance of Killer Toxins for Wine
Quality Improvement

Abstract: The slow growth is a characteristic feature of Brettanomyces bruxellensis which spoils
taste and flavour of wine and is observed especially during the storage period. The concentration of
this yeast at the medium is known that to decrease because of the inhibition effects of by-products
resultant of metabolic activity existed at the fermentation period. However its concentration can show
an increase during its storage and aging periods. There is a hypothesis that although B. bruxellencis is
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in a viable form after spoilage to the wine, can remain non-culturable state for long periods of time.
Thus, spoilage cannot be observed by routine culture methods and B. bruxellencis can grow again
during storage time that causes off-flavour, undesirable colour and smell. The yeast can grow like the
other yeasts at the medium lacking in carbon source and including SO, ethanol in low concentrations.
B. bruxellencis known as the most important problem for wine production can be prevented by the
use of SO,. However SO, has negative effect as causing allergic reactions besides its antimicrobial
effect. In some studies considering compounds known as killer toxins which are produced by some
yeast species against wild yeasts, it is indicated that some yeast species can inhibit B. bruxellencis
whereas other microorganisms-used for production of wine- such as Saccharomyces cerevisiae and
lactic acid bacteria carrying out malolactic fermentation are not inhibited. In this review, some current
information takes part about eliminating of wild yeasts effecting the wine quality in especial by killer
toxin.

Key Words: Wine, Brettanomyces bruxellencis, killer toxin.

Giris

Sarabin kimyasal kompozisyonu, duyusal 6zellikleri basta olmak iizere, hammaddenin
ekolojik ve fizyolojik 6zelliklerine de baglidir. Kullanilan {iziimiin ¢esidi, iiziim kiiltiir ve
hasat zaman1 gibi faktorler son iriiniin kalitesini ve duyusal 6zelliklerini etkilemektedir
(Morales ve ark. 2015). Sarabin kimyasal kompozisyonunu belirlemede mikroorganizmalar
onemli role sahiptir. Bakteri, maya ve hifli kiflerin de toplam etkisi ile son Grin meydana
gelmektedir. Ancak sarap prosesinde en Onemli mikroorganizma grubu alkol

fermentasyonunda rol almasi nedeni ile mayalardir (Fleet 2003; Minh 2015; Morales ve
ark. 2015).

Uziimlerin dogal fermentasyonu genellikle diisiik miktardaki alkole toleransli olan
mayalar (Kloeckera/Hanseniaspora) tarafindan baglatilir (Morales ve ark. 2015) ve bu
sayede alkole toleransi olmayan mikroorganizmalar yavas yavas bertaraf edilir. Yaklasik 3-
4 gun sonra ise Saccharomyces cerevisiae gibi eliptik mayalar baskin hale gelerek,
fermentasyonun devamini ve tamamlanmasini saglar (Ciani ve ark. 2006; Sun ve ark.
2015). Sarap yapiminda aroma tipi ve miktari; maya ¢esidine, g¢evresel faktorlere (iklim,
toprak vb.), kiiltirleme ¢esidine, meyvenin durumuna, asitlendirme islemine, siranin
pH’swna, kiikiirt dioksit (SO,) miktarina ve malolaktik fermentasyonun gerceklesme
durumuna gore degiskenlik gostermektedir. Saccharomyces cinsi digindaki birgok mayanin
(Hanseniaspora guillermondii, Kloeckera apiculate, Pichia anomala, Candida stellata,
Torulaspora delbrueckii, Candida valida, Brettanomyces bruxellensis, Rhodotorula
aurantica, Deckera intermedia, Candida cantarellii) sira fermentasyonunda rolii olduguna
(Morales ve ark. 2015), meyvemsi aromanin arttifina ve sarap bukesinin olugmasini
destekledigine de deginilmekte (Barrio-Galan ve ark. 2015), ancak bu mayalarin etanol
toleranslar1 olmadig: igin fermentasyonu tamamlayamadiklari bildirilmektedir (Clemente-
Jimenez ve ark. 2005; Comitini ve ark. 2011; Domizio ve ark. 2011).

Sarap yapimindaki en Onemli avantajlardan birisi, secilmig bir kiiltiir olan
S.cerevisiae’nin  liziim sirasina  inokule edilmesidir. Fermentasyon asamasinin
mikrobiyolojik kontroliiniin saglanmasi ve standart bir iriin eldesi igin Ozellikleri
belirlenmis, saf kiiltiir ile inokulasyonun yapilmasi olduk¢a oOnemlidir. Bu sayede
S.cerevisiae’nin ortamda bulunan diger yabani mayalar1 baskilayarak, hakim mikrobiyotay1
olusturacagina ve dolayisiyla fermentasyonu tamamlayacagina inanilmaktadir (Comitini ve
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ark. 2011; Sun ve ark 2015). Sarap yapiminda siraya sadece saf S.cerevisiae kiltlrl
disindaki  mayalarin  eklenmesi bazi kaynaklarda oOnerilirken, bazilarinda ise
kagmilmaktadir. Ciinkii farkli cins ve tire ait mayalar eklendiginde, sarap
fermentasyonunun kontrol edilemez hale gelebilecegi, cok miktarda asetik asit, asetaldehit,
etil asetat ve aseton iiretimi olabilecegi ve fermentasyon hizinin da diigmesi ile birlikte
istenilmeyen tat ve aroma olugabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica S.cerevisiae’nin saf olarak
kullanilmadigr durumlarda, SO, direncinin de diisebildigi ve fermentasyon akiginin
yavaglayabildigi distiniilmektedir. Saccharomyces cinsi digindaki mayalarin sarabin
enolojik ozelliklerini destekledigi yoniinde farkli ¢alismalar da bulunmakta, ancak bu
aragtirmalarda kullanilan mikroorganizmalarin 6zellikle S. cerevisiae ile birlikte karisik
kiltir oldugu durumlardaki toplu davranis seklinin incelenmesi Onerilmektedir. Karigik
kiiltiirdeki mikroorganizmalarin birbiri ile etkilesimleri sonucunda {iiriinde ortaya g¢ikan
duyusal, fiziksel ve kimyasal Ozelliklerin degerlendirilmesinin daha anlamli olacagi
diisiniilmektedir (Englezos ve ark. 2015).

Cominiti ve ark. (2011) yaptiklar1 caligma sonucunda S. cerevisiae ve Saccharomyces
disindaki mayalarin birlikte starter olarak kullanilmasi sonucunda fermentasyon ile ortaya
¢ikan organik asit degerlerinin arzu edilen miktarlarda oldugunu gozlemlemislerdir. Bu
durumu ise “mayalarin tek baglarina fermentasyonu devam ettirmelerinde goriilen davranig
sekillerinin degiserek, beraber etkilesim halinde olmalar1 sonucunda sarapta biyo-
cesitliligin getirdigi aroma, renk ve tat kriterlerinin iyilesmesi” olarak agiklamiglardir.
Ayrica son iriinde gozlenen profilde, enzimatik aktivitenin de tek basina S. cerevisiae
fermentasyonunda gdzlenen enzimatik aktiviteye oranla ¢ok daha fazla oldugu sonucuna
vartlmistir (Viana ve ark. 2008; Comitini ve ark. 2011).

Ekolojik teoriye gore tiim mikroorganizmalar birbiri ile etkilesime gegebilmekte ve bu
sayede sirali bir dizi reaksiyon gerceklesebilmektedir. Sarap ekosistemi i¢inde bir mayanin
gelisimi ve metabolizmasi, diger maya, bakteri ya da kiif gelisimini etkilemektedir. Uziim
suyunda gelisebilen mikroorganizmalarin metabolitleri diger tiirlerin gelisimini inhibe
edebilmektedir. Ornek olarak karbondioksit olusturan tiirler, ortamdaki oksijen oranim
diistirerek, aerobik mikroorganizmalarin gelisimini yavaglatabilmekte ve
engelleyebilmektedir. Bazi tiirler ise diger mikroorganizmalari engelleyici 6zellikte peptit,
protein, glikoprotein (killer toksin vb.) ya da enzimler uretebilmekte ve bu metabolitler ile
de refakat¢i mikroorganizmalarin hiicre duvarlarini yikarak, lizize neden olabilmektedir.
Ancak inhibisyon etkisine sahip metabolitlerin olusumu disinda refakat¢i mikrobiyotanin
gelisimini destekleyecek ¢ok sayida mekanizmanin oldugu da bilinmektedir (Mendoza ve
Farias 2010; Giaramida ve ark. 2013). Cok sayida maya hiicresi gelisimini tamamlayarak
otolize ugradiktan sonra biyokiitleden geriye kalan aminosit ve vitaminler, sarap iiretiminin
sonraki agamalarinda gelismesi arzu edilen mikroorganizmalar1 destekleyebilmektedir.
Ayrica metal iyonlari, liziim fenolleri gibi toksik bilesenleri adsorbe ederek ayirma gibi
fonksiyonel 6zellikleri de bulunabilen biyokutlede proteolitik ve pektolitik enzimlere sahip
mayalar da bariniyorsa, protein ve pektinlerin pargalanarak, diger mikroorganizmalarin
kullanabilecegi forma doniismesine katkida bulunabilmektedir (Fleet 2003). Ancak karigik
kiiltiir ile elde edilen sarapta toksik 6zellikte metabolitlerin de meydana gelebilecegi ifade
edilmektedir (Mendoza ve Farias 2010).
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Brettanomyces Tiirlerinin Karakteristigi

Brettanomyces spp., Dekkara cinsinin spor olusturmayan tiirleri olarak bilinmektedir.
Brettanomyces ve Dekkara isimleri ¢ogu zaman birbirinin yerine kullanilabilmekte, ancak
literatlirde daha ¢ok Brettanomyces olarak adlandirilmaktadir. Brettanomyces custersianus,
Brettanomyces naardenensis, Brettanomyces nanus, Brettanomyces anomalus, ve
Brettanomyces bruxellensis olmak iizere 5 ayr1 tiirii bulunan Brettanomyces/Dekkara cinsi
basta {izim yiizeyinde ve figilarda goriilmek iizere en ¢ok sarap yapiminda 6n plana
¢ikmaktadir. B. bruxellensis oval ve elipsodial sekillerde olup, tomurcuklanma ile ¢ogalma
yetenegine sahiptir. Hiicre morfolojisi birka¢ aylik inkiibasyondan sonra eliptikten
dallanmis forma kadar degiskenlik gosterebilmektedir. B. bruxellensis’in fizyolojisi,
alisilmisin disinda aroma olusturmasi ve anaerobik kosullarda yiiksek asetik asit liretimi ve
redoks dengesizligine dayali olarak alkol fermentasyonunun engellenmesi olarak
tanimlanan Custer etkisi gostermesi agisindan dikkat ¢ekmekte ve iizerinde ¢alisilmaktadir
(Suarez ve ark. 2007; Wedral ve ark. 2010; Steensels ve ark. 2015).

Dekkara/Brettanomyces cinsine ait maya turlerinin ugucu fenoller (4-etilfenol ve 4-
etilguaikol) iirettigi ve bu metabolitlerin de sarabin aromasinda arzu edilmeyen degisimlere
neden oldugu ve “at teri kokusu” olarak tanimlanan duyusal bozukluga yol agtig1
bilinmektedir (Chandra ve ark. 2014). Sarapta hidroksisinamik asit, p-kumarik asit ve
ferulik asitin ugucu fenolik bilesiklere doniismesi Brettanomyces cinsine ait tdrlerin
aktivitesi ile olmaktadir. Bu mekanizma iki enzimatik reaksiyona dayanmaktadir. ilk olarak
hidroksisinamik asidin dekarboksilasyonu sonucunda vinil derivatlart olusmakta (p-
kumarik asitten 4-vinilfenol ya da ferulik asitten 4-vinil guaikol) ve ikinci olarak da
rediiktaz enzimi ile vinil gruplart etil bilesenlerine doniistiiriilmektedir (Couto ve ark.
2005; Suarez ve ark. 2007).

Ugucu fenol bilesikler sarap tiretim prosesi siiresince farkli asamalarda meydana
gelebilmektedir.  Ancak istenmeyen ucucu bilesiklerin  dretiminde rol alan
Dekkara/Brettanomyces cinsine ait tiirler 6zellikle ficida olgunlastirilan saraplarda yetersiz
hijyenden dolay1 goézlenebilmektedir. Bu istenmeyen aroma, sarap endiistrisinde onemli
ekonomik kayiplara neden olabilmektedir (Chandra ve ark. 2014). Sarap iiretiminde
goriilen mikroorganizmalarin kontrolii ve sarabin temas ettigi yiizeylerin hijyeni,
iireticilerin en ¢ok onem gosterdigi kriterlerin basinda yer almaktadir. Temas yiizeylerinin
temizlenmesi ile ilgili olarak bir¢ok yontem olmakla birlikte, Dekkara/Brettanomyces
popiilasyonunu siirlayan birgok sarap yapim yontemleri de bulunmaktadir. Yiiksek asitlik
degerleri (3.5 pH), SO, kullanim1 (molekiiler formda 0.8 ppm) ve disiik olgunlastirma
sicaklik dereceleri (10-15°C) gibi uygulamalar sarapta Dekkara/Brettanomyces aktivitesini
engelleyebilmektedir (Couto ve ark. 2005; Laforgue ve Lonvaud-Funel 2012). SO, gibi
kimyasal koruyucu kullanimi sarapta mikrobiyel bozulmay: azaltabilmekte ancak,
mikroorganizma tdrlerinin SO, duyarliliklar1  birbirlerine gore oldukga farklilik
gostermektedir. Bu durumda daha etkili yontemlerin uygulanmasi gerekebilmektedir.
Dekkara/Brettanomyces, tiirlere gore degismekle birlikte 32.5-50°C arasi sicaklikta
gelismelerine devam edebilmektedirler. Yiiksek sicakliklara direngli olmalari da, sarap
yapimi esnasinda engellenebilme ihtimalini diigiirmektedir (Couto ve ark. 2005).

Ozellikle sarap yapiminda énemi bulunan maya inaktivasyonu igin basari ile uygulanan
bircok yoOntem bilinmekte olup, bunlarin cogunda cesitli kimyasallarin kullanilmasi
zorunlulugu alternatif yontemlerin gelistirilmesi diisiincesini dogurmaktadir. Bu amag
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kapsaminda alkol fermentasyonunu gergeklestiren S. cerevisia tarafindan direkt olarak ya
da diger yabani mayalar tarafindan birbirlerini inhibe edebilecek 6zellikte olduklar1 bilinen
“killer toksin” iiretiminin desteklenmesi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (Fleet 2007).
Killer toksini iiretiminde en 6nemli noktanin maya-maya etkilesimi oldugu bilinmektedir
(Gonzalez- Royo ve ark. 2015). Dinya ekosisteminin olusumunda mikroorganizmalar
arasindaki iletisimin 6nemli oldugu ve bunlarin arasindan maya-maya etkilesimlerinin,
sarap, peynir, et ve kakao ¢ekirdegi gibi fermentasyonlarda 6n plana ¢iktig1 bilinmektedir.
Bu interaksiyonlar, mikrobiyel gelisme ve 6limiin dengeli oldugu fermentasyon ortaminda
kendiliginden ortaya ¢ikmakta ve sarap yapiminda da bilindigi gibi alkol fermentasyonunun
son iiriin olusumu i¢in kaginilmaz oldugu durumlarda 6zellikle farkli maya tiirleri arasinda
gerceklesmektedir (Gonzalez-Royo ve ark. 2015). Bu mekanizma da dogada ¢ok sayida
benzer sekilde gerceklesen ekolojik degisimin altin1 ¢izmektedir. Mikrobiyel besin 6gesi
gereksinimlerine gore transport sistemlerinin gelisimi ve bu besin maddelerinin farkli cins
ve tiirler arasinda aktarilmasi, mikroorganizmalarin bu siirecte mikrobiyel metabolitlere ve
son iiriine (etanol vb.) hassasiyet dereceleri ve killer toksinlerine kars1 olusturduklar1 tepki
mekanizmalar1 ile birbirleri arasinda etkilesim ve dolayisiyla da ekolojik degisim
ger¢eklesmis  olmaktadir.  Hiicre-hiicre  etkilesimi  ayrica  “quorum  sensing”
(mikroorganizmalar arasinda ¢ogunluk algilanmasi) molekiillerinin iiretimi ile de meydana
gelebilmektedir. Bu interaksiyonlarin, son {irliniin kalitesi ve alkol fermentasyonunu
gerceklestiren S. cerevisiae ve S. bayanus tiirlerinin interaktivitesini gelistirdigi, bu sayede
sarabin  kimyasal kompozisyonu ve aromasmin istenilen diizeye ulasabildigi
belirtilmektedir (Fleet 2007).

Saccharomyces cerevisiae-Brettanomyces bruxellensis Etkilesimi

Sarap yapiminda S. cerevisiae ile B. bruxellensis arasindaki etkilesimin laboratuvar
caligmalarinda gozlenebildigi belirtilmektedir. Alkol fermentasyonunun S. cerevisiae
tarafindan gerceklestirilmesine ragmen, B. bruxellensis’in de glukoz ve fruktozu kullanarak
etanol olusturabildigi bilinmektedir. iki mikroorganizmanm bulundugu karigik kiiltiiriin
fermentasyona birakilmasi sonucunda tek basina S. cerevisiae bulunan saf kiltiire oranla
ortamdaki sekerlerin tamaminin ¢ok daha hizli kullanilarak, alkol olustugu gozlenmistir. Bu
durum g6z oOniine alindiginda S. cerevisiae ve B. bruxellensis metabolizmasinin birbirini
destekledigi diigiiniilmektedir (Romano ve ark. 2003; Tiukova 2014).

Alkol fermentasyonu slresince S. cerevisiae populasyonu, Saccharomyces olmayan
mikroorganizmalarin da ortamda bulunmasindan etkilenmemekte ve gelisme hizi
degismemektedir. Saf kiiltiir olarak gelistirildigi ve karisik kiiltiir icinde gelistigi durumlar
karsilastirildiginda her ikisinde de ulastigi saymm ayni (10’kob/mL) oldugu, ayrica etil
alkol iiretim seviyesinin de ayni kaldigi bildirilmektedir. Ancak alkol fermentasyonunun
sonunda S. cerevisiae hucrelerinin B. bruxellensis hucrelerine oranla daha az aktif formda
bulundugu ve bu durumun da diisiik seker konsantrasyonunda B. bruxellensis’in etil alkole
daha direngli oldugu anlamina geldigi belirtilmektedir. B. bruxellensis’in ise sentetik
besiyeri ile hazirlanmis, %12 alkol iceren ortamda bile halen canli kalabildigi ¢calismalar
sonucunda bildirilmektedir (Romano ve ark. 2003; Renouf ve ark. 2006; Mendoza ve Farias
2010).
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Killer Toksin Uretimi

Gida teknolojisinde en zararli maya tiirlerinin, asidik koruyuculara ve ozmotik strese
tolerans gosterenler oldugu bilinmektedir. Mayalarin zor kosullara direng gosterebilme ve
ortamda canli formda kalabilme nedenlerinden birinin de “killer toksin” iiretmeleri oldugu
bilinmektedir. Bu sayede diger maya tiirleri ile yarisabilmekte ve hakim mikrofloray:
olusturarak canliligini devam ettirebilmektedir (Loureiro 2000).

Sarabi bozan mayalar, Kunkee ve Bisson (1993) tarafindan (i) fermentasyonu
gergeklestiren ve tatli saraplari yeniden fermente edebilenler (Saccharomyces cerevisiae),
(ii) yiiksek seker ve asitlik diizeyine dayamiklilik gosterenler (Zygosaccharomyces bailii),
(iii) film olusturan mayalar (Hansenula, Kloeckera, Pichia, Metchnikowia, Debaryomyces),
ve (iv) Brettanomyces spp. olacak sekilde dort grup altinda toplanmustir. Sarapta arzu
edilmeyen fenolik tadin olusumundan sorumlu olan Dekkara/Brettanomyces’in
engellenmesi, tiiketici begenisi agisindan olduk¢a Onemlidir. Fenolik bilesenlerden 4-
etilfenol sarapta 400 ug/L’den az miktarda bulundugunda, sarabin aromasint desteklerken,
620 pg/L’den fazla oldugu durumlarda istenmeyen tat, koku ve aromaya neden olmaktadir
(Loureiro ve Malfeito-Ferreira 2003).

Sarap yapimi esnasinda B. bruxellensis kontroli i¢in SO, kullanimi1 olduk¢a yaygindir.
Ancak SO,, baz tiiketicilerde alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir; ayrica SO, 6zellikle
ortam pH’sindan etkilenmekte ve bisiilfit (HSOg) ile silfit (SOs%) formlarina
doniisebilmektedir. Antimikrobiyel o6zellikteki formu ise molekiiler formu olan
S0O,-H,O’dur (Mehlemakulu ve ark. 2014).

B. bruxellensis sarabin yillandirilmas1 asamasinda gelisebilmekte, ancak Kkiiltlire
alinamamaktadir (Laforgue ve Lonvaud-Funel 2012). Mikroorganizmalarin dogada canli
olarak kalabilmeleri icin en 6nemli kriterlerden biri planktonik ya da biyofilm formunda
olmalaridir. Ozellikle bakteriler, diger mikroorganizmalar gibi besin yetersizligi, elverigsiz
cevre kosullari vb. durumlarda kendilerini koruma altina alabilmek i¢in bazi yollar
izlemektedirler. Spor formu ve biyofilm olusumunda goriildiigii gibi canli fakat kiiltiire
almamayan formunda (CFKF) da daha direngli olduklari bildirilmektedir. Ancak
literatiirdeki Dbilgilere goére, spor olusturabilen hicreler, CFKF formdaki hicreleri
kapsamamaktadir. CFKF hiicreler dogada belirli bir siire sonra canliliklarini
yitirebilmektedirler. Yapilan bazi calismalarda bunun nedeni arastirilmis ve bakterilerde
bulunan fakat fonksiyonlar1 kesin olarak bilinemeyen bazi genlerin CFKF formundaki
hiicrelerde mutasyona ugradigt ve orijinal fonksiyonunu da zamanla yitirdigi sonucuna
ulagilmistir (Trevors 2011). Benzer genetik 6zellikler sarapta bozulmalara yol acabilen B.
bruxellensis i¢in de gecerli olabileceginden, maya hiicrelerinin canli formunu korudugu
ancak SO, kullanimi sonucunda strese girerek kiiltiire alinabilir formunu kaybettigi
diisiiniilmektedir. Uziim sirasina ya da saraba siilfit eklenmesinin ardindan kiiltiire alinabilir
formunun kaybolmasi tetiklenmekte ama canlilik devam edebilmektedir (Laforgue ve
Lonvaud-Funel 2012). Ortam pH’sinin artmasi ve SO, konsantrasyonunun diigsmesi ile
hiicreler yeniden kiiltiire alinabilir forma gelebilmektedir. CFKF formundaki hiicrelerin
hiicre boyutlarinin % 22 oraminda kiigiildiigii bildirilmektedir. Brettanomyces tarafindan
iiretilen fenolik bilesiklerin tespit edildigi durumlarda bile mayanin kiiltiirel yollarla
belirlenememesi, sarapta CFKF formunda bulundugunun bir gostergesi olarak isaret
edilmektedir (Serpaggi ve ark. 2012).
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Bazi B. bruxellensis suslar siilfiir dioksite direngli olabilmektedir. Mehlemakulu ver
ark. (2014) yaptiklar1 calismada karakterizasyonu bilinen “killer toksin”in, antimikrobiyel
Ozelligi sayesinde sarap yapimi ve depolanmasi esnasinda B. bruxellensis gelisimini
engelleyebildigini ortaya koymuglardir. CpKT1 ve CpKT1 olarak adlandirilan killer
toksinleri Candida pyralidae’in gelistigi ortamlardan izole edilmis ve ozellikleri
belirlenmistir. izole edilen bu iki toksinin molekiil agirliklarmin 50kDa civarinda oldugu ve
Uziim suyuna asilanmis ¢ok sayida B. bruxellensis susuna kargi oldiiriicii etkiye sahip
oldugu, pH 3.5-4.5 araliginda ve 15-25°C’de stabil formda kalarak, sarap ortaminda
istenmeyen mikroorganizmalarla yarigabilir nitelikte oldugu, ayrica S. cerevisiae ve laktik
asit bakterilerinin gelisimine negatif bir etkisinin olmadig: bildirilmektedir. Bu sonuglar ise
izole edilen bu iki toksinin alkol fermentasyonunu gerceklestiren ve malolaktik
fermentasyonun gelisiminde rol oynayan, sarap olusumunda ortamda aktif olarak
bulunmast zorunlu mikroorganizmalara karsi etkisinin olmadigim gdstermektedir
(Mehlemakulu ve ark. 2014).

Santos ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada Pichia membranifaciens CYC 1086’ nin,
killer toksin (PMKT?2) salgilayabildigini gézlemlemisler ve bu toksinin birgok maya ve
kiifii inhibe edebildigini bildirmislerdir. Kiiltlir supernatanti i¢indeki toksin, ultra filtrasyon
ile konsantre edilmis ve homojen olmasi i¢in dogal elektroforez ve ardindan HPLC jel
fitrasyonu ile iki kademeli olarak saflagtirilmistir. Toksinin  biyokimyasal
karakterizasyonuna gore molekiiler agirliginin 30kDa ve izoelektrik noktasinin 3.7 oldugu
belirlenmistir. Optimal inhibisyon aktivitesinin 4.5 pH’da ve 20°C civarinda oldugu
gozlenmistir. Bu pH degeri iizerinde ise toksin aktivitesinde keskin bir diisiis gozlenmis, pH
6.0 civarinda da aktivite tamamen durmustur. Pichia membranifaciens CYC 1086’nin
gelistirildigi ortamdan iki farkli killer toksini izole edilmis ve bunlardan PMTK2’nin
PMTK’dan farkli fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip oldugu belirlenmis, dolayisiyla sarabi
bozan mayalarin biyo-kontrollerinde farkli kullanim sekilleri olabilecegi diigiiniilmiistiir.
PMKT2, B. bruxellensis’i inhibe ederken, S. cerevisiae’nin bu toksine tamamen direngli
oldugu go6zlemlenmistir. Bu durumda optimum kosullarin saglanmasi ile Pichia
membranifaciens CYC 1086’ya PMKT? {irettirilebilecegi; toksinin ortamdan izole edilerek,
saflagtirilabilecegi ve sarap yapiminda biyo-kontroliin  saglanmasi  amaciyla
kullanilabilecegi anlagilmaktadir (Santos ve ark. 2009).

Santos ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada S. cerevisiae ve B.
bruxellensis’e ait 39 susun Kkiller toksin iireten mayalara karsi direngleri belirlenmeye
calistlmig ve Ustilago maydis tarafindan {retilen killer toksini (CYC 1410) B.
bruxellensis’e karsi olduk¢a etkili iken S. cerevisiae’nin ise tamamen direngli oldugu
kanitlanmigtir. Bu sonug¢ goz dniine alinarak mayanin kendisi ya da toksininin sarapta dogal
koruyucu olarak kullanilabilecegi goriisii savunulmustur. KP6 olarak adlandirilan bir diger
killer toksinin B. bruxellensis’i inhibe edebilmesi i¢in ise pH degerinin 3.0-4.5 ve sicakligin
ise 15-25°C arasinda olmasi gerektigi belirtilmektedir. Ayrica ¢ok diigiik konsantrasyondaki
(100 AU/mL) toksinin bile B. bruxellensis tarafindan tiretilen 4-etilfenol miktarini azalttig
ve yiksek konsantrasyonlarda (400-2000 AU/mL) ise maya gelisimini tamamen
engelleyebildigi bildirilmektedir. Calisma sonuglari g6z Oniine alindiginda diisiik
konsantrasyonlardaki toksinin sarap iiretiminde kullanmilmasi, B. bruxellensis aktivitesi
sonucu ortaya cikan ugucu fenolik bilesenlerin {iretiminin engellenmesinde yeterli
olabilecektir (Santos ve ark. 2011).
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Killer toksinleri potansiyel biyokontrol ajanlari olarak bilinmekte olup, bununla ilgili
bir diger ¢alisma ise Ullivarri ve ark. (2014) tarafindan yapilmistir. Bu calismada iki farkli
S. cerevisiae susunun (Cf8 ve MI12) killer toksin iiretebildigi ve sarap iiretiminde bu
suslarin hem alkol fermentasyonunu, hem de dogal tat ve aroma koruyucu o6zelligin
olusumunu saglayabilecegi belirtilmektedir. Killer toksinlerinin biyokimyasal testler ve
ayrica PCR ile karakterize edilerek direngsiz mayalar iizerine inhibisyon etkisinin oldugu,
toksinlerin optimal etkinlik gosterdigi kosullarin sarap iiretiminde kullanilan asitlik ve
sicaklik degerlerine (3.5 pH ve 15-25°C) esdeger oldugu bildirilmektedir. Ayrica ortama
azot kaynagi eklendiginde her iki toksin tiretiminin de arttig1 anlagilmistir (Ullivarri ve ark.
2014).

Sarap tretiminde S. cerevisiae’nin killer toksin dretiminin desteklenmesi ve
istenmeyen maya gelisiminin kontrol edilmesi i¢in en uygun kombinasyon iizerine
calisilmigtir. Cf8—M12 inokulasyonu sonucunda inhibisyon etkisinin direngsiz S. cerevisiae
suslar1 ve sarabi bozan mayalar i¢in % 45 oraninda arttigi, ayrica % 5-12 civarinda etil
alkol ve 50 mg/L SO, varliginda Cf8 basta olmak iizere her iki toksinin de inhibisyon
etkisinin daha yogun oldugu belirtilmektedir. Killer toksin iiretebilen her iki susun da sarap
tretiminde starter olarak kullanilabilecegi ve biyokontrol saglayarak sarabin kalitesini de
gelistirebilecegi bildirilmektedir (Ullivarri ve ark. 2014). B. bruxellensis gelisimini kontrol
altinda tutmak ve hem {izim suyunda, hem de sarabin depolanmasi asamalarinda
bozulmasimi engellemek icin alternatif bir yontem olarak “killer toksin” kullanimi
Onerilebilmektedir (Mehlemakulu ve ark. 2014).

Sonug

Sarap iretiminde alkol fermentasyonu sirasinda bozucu etkisi anlasilamayan, canli
formunu korudugu halde kiiltiire alinamadig i¢in klasik mikrobiyolojik ydontemler ile
belirlenemeyen ve yalanci negatif sonuclar veren B. bruxellensis’in bazi durumlarda sarap
bukesini gelistirdigi s6z konusu olsa bile, kontrol edilemedigi zaman istenmeyen tat ve
aromaya neden olmasi, sarap prosesi boyunca ve Ozellikle depolama asamasinda
engellenmesi gerekliligini dogurmaktadir. Yiiksek alkol ve diisiik seker konsantrasyonlarina
dayaniklilik gdstermesi nedeni ile en ¢ok depolama asamasinda sorun yaratan mayanin
kimyasal yollar ile engellenmesi en cok tercih edilen yontem olmakla birlikte, hassas
biinyeli kisilerde alerjik reaksiyona yol agabilmesi ve son yillarda tiiketici tarafindan dogal
iriinlere talebinin artmasi, B. bruxellensis’in farkli yontemler ile kontrol altina alinabilmesi
caligmalarm1  hizlandirmigtir.  Sarapta alkol fermentasyonunun gergeklesmesi igin
vazgecilmez olan S. cerevisiae basta olmak {izere farkli maya tiirlerinin de sarap ortaminda
tiretebildikleri farkli killer toksinlerin alkol olusumunu etkilemezken, B. bruxellensis’in
engellenmesinde oldukga etkili oldugu, ¢aligmalarla ortaya ¢ikarilmis ve sarapta dogal
koruyucu olarak kullanilabilecegi diisiincesini desteklemistir. Laboratuvar ortaminda
yapilan ¢aligmalar ile belirlenmis olan toksinlerin bu etkileri, sarap fabrikalarinda kiigiik
olcekli denemeler ile de desteklenebilirse, SO, yerine, killer toksinlerinin ya da Uretici
mayanin direkt kendisinin sarap iinitesinde kullanilmasini ve biyokontroliin dogal yollar ile
saglanmasini miimkiin kilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica killer toksinlerin bazi kiifler
tarafindan olusturulan mikotoksinlerden farkli olarak, insan sagligina zararl bir etkisinin
olmamasi ve etki gosterdigi tek hedefin diger maya tiirleri olmasi da endiistriyel kullanim
acgisindan uygun olabileceginin bir diger gostergesidir.
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