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Saraptaki Laktik Asit Bakterilerinin
Malolaktik Fermantasyondaki Onemleri’

Semiramis Geredeli?, Ertan Anli®

Giris

Hasat sirasinda Uzumlerde, maya, asetik asit bakterileri ve kiflerin yani sira laktik
asit bakterileri de bulunur. Sarabin fermantasyonunda ise yalnizca mayalar ve laktik
asit bakterileri rol alir. Sarap fermantasyonu temel olarak iki ana asamadan olusur:
Mayalarin gerceklestirdigi alkol fermantasyonu ve laktik asit bakterilerinin
gerceklestirdigi malolaktik fermantasyon. Sarap uretimi 6nemli asamalardan gegen
Ozel bir gida prosesidir (Sekil 1) .

Sarap iglenirken pargalanmis UzUmler fermantasyon tankina alinir alinmaz
kUkartlenir. Ortamin dugsuk redoks potansiyeli ve kukurt dioksitin etkisiyle asetik asit
bakterileri cok dusik oranlarda varliklarini strdurebilirken, kifler ortamdan tamamen
elenir ve toplam bakteri populasyonu azalir. Kukurt dioksite, bakterilerden daha az
hassas olan maya, cok yuksek seker konsantrasyonuna (>210 g/L) ve dusik pH
degerine (3.0-3.3) sahip Uzum sirasinda hizla gelismeye baslar. Boylelikle alkol
fermantasyonu baslamis olur. Alkol fermantasyonu stlresince ortam bakterilerin
gelismesi icin uygun dedgildir ve indirgen sekerlerin tumu etil alkole fermente
oldugunda maya artik gelisemez. Ancak bu agsamadan sonra laktik asit bakterileri
gelismeye baglar. ideal kosullarda malolaktik fermantasyon alkol fermantasyonundan
sonra 1-2 gun igerisinde baslar (1). Malik asidin tamami laktik aside
donusturulduginde, saraba kukurt eklenerek laktik asit bakterileri etkisiz hale getirilir
ve tortu ayirma islemi gergeklestirilir. Kukurt dioksit, sarap yapiminda sarabin
mikrobiyel dengesini saglamak icin ginumuzde kullanilan en etkili ve tek yasal
maddedir.

Saraplarda malolaktik fermantasyonun gerceklesme oranina dair herhangi bir resmi
veri olmamakla birlikte kabaca kirmizi saraplarin %75'inin, beyaz saraplarin ise
%40'Inin - malolaktik fermantasyona ugradigi sdylenmektedir (2). Malolaktik
fermantasyon aslinda terim olarak dogru degildir. CUnki malolaktik fermantasyon
sirasinda gerceklesen malik asidin laktik aside dontisumu fermentatif bir yol olmayip,
dekarboksilasyondur. Bu isim yalnizca alkol fermantasyonuna benzetmek igin
verilmistir. ClUnku her iki asamada da gaz (CO,) ¢ikisi meydana gelir.
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Laktik asit bakterilerinin metabolizmalarinda kullandiklari ana substratlar malik asit,
sitrik asit ve mayalardan arta kalan sekerlerdir (heksozlar ve pentozlar) (3). Sekerler
(glukoz, fruktoz, ksiloz ve arabinoz) laktik asit, asetik asit, etil alkol ve CO.'e
katabolize olurken, sitrik asit ise asetik asit ve karbonil maddelere, ozellikle tereyagi
tadina sahip diasetile donusur. Ayrica, bakterilerin sarap fenol bilesenleri (tanen,
antosiyan) Uzerindeki aktiviteleri sonucu, sarabin tadi ve rengi de degisiklige ugrar

(4).
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Sekil 1. Sarap Uretim Semasi

Laktik asit bakterileri, sarapta tat, koku ve renk degisikliklerine neden olmalarinin
yani sira, mikrobiyel kararlihgin saglanmasinda da 6nemli rol oynarlar. Sarapta laktik
asit bakterileri gelistiginde baska hastalik yapici bakterilerin gelismesi zorlasir. Bu
durum besin rekabeti ve antibakteriyel maddelerin sentezlenmesi ile agiklanabilir (4).

Tarlerine, suslarina ve c¢ogalmaya bagladiklari zamana bagh olarak laktik asit
bakterilerinin sarabin kalitesi Uzerine etkileri yararli ya da zararli olabilir. Bu ylzden
uretim sirasinda maya ve laktik asit bakterilerinin gelisimlerinin kontrol altina alinmasi



gerekir. Sarap, olgunlasma ve yillanma asamalarinda higbir mikroorganizma yani
maya ve bakteri icermemelidir. Bu asamalarda sarabin rengi ve aromasi yalnizca
kimyasal olarak aktif olan bilesenlerin oksidasyon, esterifikasyon ve polimerizasyonu
gibi reaksiyonlari sonucu degisir ve gelisir.

Sira ve Sarapta Laktik Asit Bakteri Populasyonu

Hasat edildigi anda Uzumde bakteri populasyonu ¢ok disuk olmasina ragmen, ezilip
fermantasyon tankina alindiklarinda ¢ok daha yuksek miktarlarda bakteri sayilip
izole edilebilir. Bakteri populasyonu, Uzimun olgunlasma zamanindaki iklim
kosullarina bagl olarak 102 kob/ml ile 10* kob/ml arasinda degisir. pH ile bakteri
populasyonu arasinda siki bag vardir: Soyle ki pH degeri ne kadar biylk olursa
toplam laktik asit bakteri populasyonu da o kadar buyuk olur. Sirada esas olarak 4
cins laktik asit bakterisi tanimlanmigtir: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc
ve Oenococcus (Cizelge 1). Laktobasiller fakultatif (Lactobacillus plantarum, L. casei)
ve zorunlu heterofermentatif (L. hilgardii, L brevis, L fructivorans) gruba girerler.
Homofermentatif koklar, baslica Pediococcus domnosus ve P. pentosaceus turlerini
kapsar. P. parvulus tiri de ayrica Washington (5) ve Avustralya saraplarinda (6)
saptanmigtir. Saraplardaki heterofermentatif koklar 1995 yilina kadar Leuconostoc
cinsine bagli Leuconostoc mesenteroides ve Leuconostoc oenos olarak
tanimlanirken, Leuconostoc oenos turinun diger leuconostoclarla dusik RNA/DNA
hibridizasyonu yapmasindan dolayi, Dicks ve arkadaslari tarafindan 16S r-DNA ve
23 S r-DNA siralamasina gore tek turt Oenococcus oeni olan Oenococcus diye yeni
bir cins tanimlamasi yapilmistir (1).

Cizelge 1. Sirada ve sarapta bulunan laktik asit bakteri turleri (1)

Laktobasiller |Fakultatif heterofermantatif |Lactobacillus casei

Lactobacillus plantarum

Zorunlu heterofermentatif |Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii

Kok Homofermentatif Pediococcus damnosus

Pediococcus pentosaceus

Heterofermentatif Leuconostoc oenos (Oenococcus oeni)
Leuconostoc mesenteroides

Alkol fermantasyonunun ilk giinlerinde laktik asit bakterileri popiilasyonu en fazla 10*
kob/ml'ye kadar yiikselir ve fermantasyonun sonuna dogru 10? kob/ml'ye kadar
duser. Laktik asit bakterileri populasyonunun en fazla oldugu anda etil alkol
konsantrasyonu %5-6 dolayindadir. Alkol fermantasyonu sirasinda bakterilerin
yalnizca toplam populasyonu degil turlerin gesitliligi de azalir. Alkol fermantasyonu
sonunda genellikle O. oeni baskin gelir. Koloni hibridizasyonu yoluyla yapilan
deneyler, Lactobacillus turlerinin, Pediococcus ve L. mesenteroides 'in giderek yok
olurken ya da ¢ok dusuk konsantrasyonlarda saptanirlarken fermantasyon sonunda
saptanan tek taran O. oeni oldugunu acgikga gostermistir (7). Bununla birlikte diger



tirlerden bazilari da hayatta kalabilir. Fermantasyon sirasinda O. oeni ’nin baskin
durumu giderek artan etil alkol miktari ve maya metabolizmasinin diger urunlerinden
kaynaklanir. Yag asitleri, ornegin dekanoik ve dodekanoik asit, laktik asit
bakterinin gelisimini etkin bir sekilde engelledidi belirtiimistir (8). Etil alkol gibi yag
asitleri de bakteri zarinin degisimine neden olmaktadir (9). Bazi maya tirleri kikurt
metabolizmalari sonucu yuksek miktarlarda kukuart dioksit Uretebilmektedir (10).
Ortamin artan toksitesi ile birlikte, 6zellikle maya gelisiminin ¢ok hizli oldugu
asamada nitrojen eksikligi ortaya ¢ikabilir. Fakat bu besin kithdi gegicidir. Clinku alkol
fermantasyonu sonunda mayalarin parcalanmasi sonucunda ortama yeterince amino
asit verilmig olur. Laktik asit bakteri turleri arasinda bu engelleri agip ortama en iyi
uyum saglayan tur O. oeni 'dir. Bununla birlikte bazi Pediococcus ve Lactobacillus
turleri de hayatta kalabilir fakat bu turler sarapta bozukluklara neden olurlar. Laktik
asit bakterilerinin dogal secilimine maya ile etkilesimleri disinda bakteri turlerinin
kendi aralarindaki etkilegimlerinin de neden oldugu bilinmektedir (4).

Malolaktik fermantasyon, alkol fermantasyonundan sonra bakteri popiilasyonu 10°
kob/ml'ye ulastiginda baslar. Bakteriyel gelismeyi etkileyen en dnemli faktorler pH,
sicaklik ve etil alkol miktaridir. Yuksek pH degerlerinde (pH>3.5), %13'den az etil
alkol konsantrasyonunda ve 19-20 °C sicaklikta gelisimleri kolayken, 3.0’Un altindaki
pH degerlerinde. %14’den fazla etil alkol konsantrasyonunda ve 17 °Cden disik
sicakliklarda gelismeleri hemen hemen imkansizdir (11).

Asit miktarina ve c¢evre kosullarina baglh olarak malolaktik fermantasyonun
tamamlanmasi igin gereken sure 5 gun ile 2-3 hafta arasinda degisir. Malik asidin
tumU laktik asit bakterileri tarafindan laktik aside doénusturildiginde sarap
kukurtlenerek (SO,) kararli bir hale getirilir. Bakterilerin buyuk bir cogunlugu ve kalan
mayalar kikurt dioksite duyarlidirlar. Kikurdun etkisi pH'a baghdir. Yiksek pH'li
saraplarda SO;nin etkisinin azalmasi bakterilerin hayatta kalmasina neden olur. Bu
tip saraplarda Uretimden aylar sonra bile canli hiicre sayisinin 10° ve 10° kob/ml'lere
ulagtigr gorulur. Bu kosullarda genellikle Lactobacillus ve Pediococcus turleri daha
baskindirlar ve bozulmaya neden olurlar. Bu gibi durumlarda yalnizca isitma ya da
filtreleme gibi fiziksel uygulamalar ile tim canli bakteriler ortamdan uzaklastirilabilir.

Malolaktik Fermantasyonda Meydana Gelen Olaylar
Sarap Asitliginin Azalmasi

Malolaktik fermantasyonda en Onemli olay laktik asit bakterileri tarafindan
dikarboksilik asit olan bir molekul L-malik asidin, monokarboksilik asit olan bir
molekul L-laktik aside ve 1 molekul COjy'e donusturilmesi sonucunda asitligin
biyolojik olarak azalmasidir. Malolaktik fermantasyon slresince malik asidin tamami
(2-10 g/L) indirgenir ve bu da sarabin pH 'sinin yukselmesi ve tadinin degismesine
yol acar.

Buglne dek vyapilan c¢alismalarda ortaya c¢ikan, malik asidin laktik aside
donusturulmesinde yer alabilecek metabolik tepkimelerin  6zeti Sekil 2'de
gosterilmistir. Laktik asit bakterileri ortamda NAD* ve Mn?* bulunmasi durumunda
malik asidi bir malolaktik enzim araciligiyla laktik aside donugturur. Malolaktik enzim,
malik asidi pirlvata ceviren malik enzimden farkhdir. Malolaktik enzim ilk olarak



1970'li yillarda Lactobacillus plantarum 'dan daha sonra da sarapta tanimlanan tim
laktik asit bakterileri tirlerinden izole edilmistir (11).

Malolaktik reaksiyon tek basina hlcreye enerji saglamamaktadir. Bu reaksiyonun
gerceklesmesi ile ilgili bugine dek en ¢ok kabul goren kani, sarap gibi asidik bir
ortamda, L-malik asidin dekarboksilasyonu ile ortam asitliginin azalmasi ve bdylelikle
bakteri gelisiminin kolaylasmasi ve artmasi seklinde olmustur. Fakat son yillarda
yapilan deneylerde L-malatin besi ortamina eklenmesi ile laktik asit bakterilerinin
gelisim hizlarinin arttigi gérulmus ve malolaktik reaksiyonun enerji kaynagi olarak rol
oynadigi fikri ©One surulmagtir (13). L-malik asidin hucre igine alinmasi,
dekarboksilasyondan sonra hucre igindeki pH’in yukselmesi ve olusan L-laktik asidin
hicre disina akisi sonucu olusan protonmotif kuvvet ile hiucreye ATP'ye cevrilebilir
enerji saglanmis oldugu duslncesi bakteri gelisiminin artis gdstermesini
aciklamaktadir.

Malolaktk enzim
(NAD®, Mn™)
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Sekil 2. L-malik asidin metabolik yollari (12)

Sarap Kalitesi Uzerine Etkisi

Malik asidin laktik aside donlisumu suphesiz ki malolaktik fermantasyon sirasinda
meydana gelen en 6nemli olaydir. L-malik asidin L-laktik asit ile yer degistirmesi ile
asitlik biyolojik olarak azalmig olur. Asitligin dismesi yalnizca asitlik dederliginin
azalmasindan degil ayrica malik asidin kuvvetli eksi tadinin daha yumusak olan laktik
asidin tadiyla yer degistirmesinden kaynaklanir. Bununla birlikte malolaktik
fermantasyon sirasinda daha bagka goze carpmayan degigiklikler de meydana gelir:
yeni bazi kokular ve tatlar ortaya ¢ikar. Alkol fermantasyonu sirasinda olusan bazi
aromalar malolaktik fermantasyondan sonra tamamen kaybolur ya da degisiklige
ugrarlar. Bu da malolaktik fermantasyonu, Uzim cinsinden dolayr meyvemsi
aromalarin on planda olmasinin gerekmedigi ¢ogu kirmizi ve beyaz sarap igin
istenen bir olay haline getirir. Malolaktik fermantasyonu tamamlamis saraplar
karmasik bir lezzete ve dolgun bir yapiya sahip olurlar ve genellikle figilarda
dinlendirilip sisede yillanmaya birakilirlar. Tdm bunlarin tersine UGzUmlerinin
aromasina gore siniflandirilan hafif kirmizi saraplar ve bazi beyaz saraplar ise
malolaktik fermantasyon ile bu 6zelliklerini kaybedebilirler.



Malolaktik fermantasyon sirasinda bakteriler tarafindan Uretilen cgesitli maddeler
sarabin aromasinin degismesine neden olur. Simdiye dek bu maddelerden yalnizca
birkagi tanimlanabilmigstir. Diasetil, malolaktik fermantasyon sirasinda ortaya ¢ikan en
onemli aroma maddelerinden biridir (14, 15). Ayni zamanda asetoin de meydana
gelir fakat algilanma esigi diasetilden ¢cok daha yuksektir ve hissedilmesi daha
zordur. Diasetil, asetoin ve 2,3-butandioll kapsayan asetoinik maddeler, sitrik asit
metabolizmasinin Grunleridir (Sekil 3). $Saraptaki tum heterofermentatif koklar
(Leuconostoc ve QOenococcus) ve fakiltatif heterofermentatif laktobasiller (L.
plantarum, L. casei) sitrik asidi metabolize ederler. Malolaktik fermantasyon sirasinda
baskin olan O. oeni, sitrik asidi malik asitten daha yavas bir sekilde metabolize eder.
Sarabin baglangi¢ sitrik asit konsantrasyonu 250-300 mg/L iken malolaktik
fermantasyonun hizina bagli olarak son konsantrasyonu 0 ile 100 mg/L arasindadir.
Kukurtleme isleminden sonra bile sitrik asit metabolizmasi1 devam eder ve sitrik asidin
tamami yok olur. Bu metabolizmanin baglica Urlnleri sarabin tadini bariz bir sekilde
etkileyen asetik asit ve asetoinik maddelerdir (C4 bilesikler).
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Sekil 3. Saraptaki laktik asit bakterilerinin sitrik asit metabolizmasi (12)



Diasetil, asetoin ve asetik asidin sarapta birikmesi malolaktik fermantasyonun hizina
gore degisir. Malolaktik fermantasyon ¢ok hizli oldugunda sitrik asitten asetik asit
uretimi fazla, diasetil ve asetoin tretimi ise dlslk olur. Bunun tam tersine, bakterilerin
¢ogalma hizi distukse daha az asetik asit ve daha fazla diasetil ve asetoin Uretimi
gerceklesir (14). Hizh gelisme kosullarinda (yuksek pH ve sicaklik) yad asitleri ve
lipitleri sentezleme ihtiyaci daha fazladir. Bu durumda, piruvat dncelikle asetil-CoA’ya
dogru kayar ve daha az asetoinik maddeler Uretilir. Gelisim yavas oldugunda ise
bunun tersi gergeklesir (dusik pH ve dusuk sicaklik): piruvat C4 bilesiklerini
olusturur. Bundan dolayi, diasetil miktari, sitrik asidin saraptaki baglangi¢ miktari ile
birlikte malolaktik fermantasyonun kosullarina gore de degisir. Bununla birlikte, farkh
bakteriler tarafindan fermente olmus sarabin aroma analizleri tlrler arasinda c¢ok
onemli farkliliklar oldugunu gostermis ve bu sonuglar L. /actis 'de kanitlanmigtir (16).
Diasetilin saraptaki son konsantrasyonu maya ve bakteri kalintilarinin diasetil
reduktaz aktivitesi tarafindan da etkilenir. Ayrica diasetil, saraptaki daha baska birgok
ketonik maddeler gibi kikurt dioksitle de geri donusimlli olarak birlegir. Diasetilin
neden oldugu bu karigikliklardan dolay! sitrik asit metabolizmasinin sarabin
aromasina etkide bulunabilmesi icin Uretim sirasinda birka¢ noktaya dikkat etmek
gerekir. Sarabin tortu ile uzun sure bekletiimesi sitrik asit metabolizmasinin etkisini
azaltir, erken aktarma ve durulama yapilmasi ise sarabin aromasini olumlu etkiler
(17).

Beyaz ve kirinizi saraplarda diasetilin egik degerleri sirasi ile 4,5-9,5 mg/L ve 12-14
mg/L, asetoin igin ise 430-600 mg/L ve 2000 mg/L’dir. Saraptaki diasetil miktari
genellikle 5-10 mg/L arasindadir. Bu egik degerlerinin Gzerindeki degerler insanlar
tarafindan pek begeniimemektedir. Diasetilden bagka laktik asit bakterileri
metilgluoksal Uretiminde de rol alirlar. Malolaktik fermantasyon sirasinda C3
bilesiklerinin (diasetil benzerleri) konsantrasyonlari artar. Fakat bu bilesiklerin
aromaya etkisi diasetilden daha azdir ¢unku C3 bilesikleri C4 bilesiklerinden daha
hafif aromaya sahiptirler (12).

Malolaktik fermantasyondan sonra kirmizi sarabin rengi ve govdesi fenolik
maddelerin degisikliklerinden etkilenir. Malolaktik fermantasyon tanin ve antosiyanlar
arasindaki tepkimeleri artirarak serbest antosiyani ve buruklugu 6énemli Olclde
azaltir. Malolaktik fermantasyon sirasinda bir kisim fenolik madde c¢oker ya da
yapisal degisiklige ugrar. Figilarda meydana gelen malolaktik fermantasyon ise daha
iyi renk dengesi saglayan cesitli kiguk degisikliklere yol agar (18).

Laktik Asit Bakterilerinin Neden Oldugu Sorunlar

Ucar Asidin Yiikselmesi

Sarap uretiminin ¢ok iyi kontrol edildigi durumlarda laktik asit bakterileri tarafindan
gerceklestirilen biyokimyasal tepkimeler sarap kalitesini ve dengesini arttirirken
sarapta bozulmalara ve hastaliklara neden olarak Urind tamamen pazarlanamaz
hale de getirebilir.

Laktik asit bakterilerinin neden oldugu bozukluklar Uretim ya da olgunlasma ve sisede
ylllanma sirasinda meydana gelebilir. Uretim sirasinda malolaktik fermantasyonu
gerceklestiren laktik bakterileri ¢cok erken gelismeye baglar. Cogalmalari olmasi



gerektigi gibi yani alkol fermantasyonundan sonra degil daha 6nce gergeklesir.
Boylelikle maya tarafindan kullanilmamis karbonhidratlari 6zellikle heksozlari
fermente ederler. Bu asamada bakteri toplulugu c¢ogunlukla heterofermentatif
bakterilerden ve baskin olarak O. oeni 'den meydana gelir. Boyle bir alkol
fermantasyonunun ana urUnleri etil alkol ve CO,den baska asetik asit ve D-Laktik
asittir. Sonug olarak sarabin ucgar asidi yukselir. Ugar asit 1 g/L asetik asit cinsinden)
sinirini astiginda, sarap pazarlanamaz hale gelir. Meydana gelen asetik asit miktari,
fermente olan heksoz miktarina ve toplam bakteri sayisina baghdir. "piqure lactique"
olarak bilinen bu kirlma hatasi, alkol fermantasyonu sonlara dogru ¢ok
yavagladiginda ya da durdugunda meydana gelir,

Normal olarak maya ve bakteri arasindaki etkilesimler ve siraya eklenen kukurt
dioksit bu tur bir bakteri gelisimine engel olur. Yine de bu soruna uretim sirasinda
siklikla rastlanmaktadir. Bu nedenle alkol fermantasyonunun c¢ok siki olarak
izlenmesi gerekmektedir. Bagbozumunda Uzumler fazla olgunlasmis ve Ozellikle
hasat Oncesi hava c¢ok sicak ve kuru ise bir sorunla kargilasilabilecegi tahmin
edilmelidir.

Acilasma, Donme ve Siinme Hastaliklari

Tat ve aromadaki diger bozukluklar turlerin degil de bazi 6zel laktik asit bakteri
suslarinin gelisimine baglanabilir. 1860'da Pasteur tarafindan U¢ sarap hastaligi
tanimlanmigtir: "acilasma®, "dénme" ve "sunme". Her U¢ hastalikta laktik asit
bakterileri tarafindan gerceklestirilir. ilk iki hastalik giinimiizde cok yaygin degildir.
Uglinciisti ise daha sik rastlanan ve dikkat edilmesi gereken bir hastaliktir.

Sarapta acilasma gliserol metabolizmasindan gelen akreloin ile tanenin
birlesmesinden kaynaklanir. Bu birlesme 0Ozellikle kirmizi saraplarda aci maddelerin
olusmasina neden olur. Gliserol, etil alkol gibi maya metabolizmasinin bir Grinu olup
sarabin ana bilesenlerinden biridir. Saraplarda ortalama 5-8 g/L miktarinda bulunur.
Sarabin lezzetine oOnemli katki saglar. Gliserolun yalnizca azalmasi degil
metabolizmasi sonucu ortaya cikan Urlnlerde sarap kalitesini etkiler. Schitz ve
arkadaslan tarafindan, yalnizca Lactobacillus brevis ve Lactobacillus buchneri
turlerinin bu olayda rol aldiklari saptanmistir (1). Bu tlrler, gliseroll, acreloinin 6n
maddesi olan 3-hidroksipropionaldehite dodnustiren gliserol dehidrataz enzimine
sahiptirler. Acreloin tek olarak aci bir tada sahip degildir fakat fenolik maddelerle olan
etkilesimi aci maddelerin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Doénme hastaligi, tartarik asidin mikrobiyal indirgemesinden kaynaklanir. Sarap igin
malik asit gibi dnemli bir asit olan tartarik asidin azalmasi, toplam asitligi azaltir ve
ucar asidi yukseltir. Tartarik asidin bir kisminin ya da tamaminin indirgenmesinin
sarap kalitesinde azalmaya neden oldugu bilinmekle beraber laktik asit bakterilerinin
tartarik asit metabolizmasi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (1).

Sunme hastaligi sarabin yogunlugunun asiri bir sekilde artmasi ve hatta yagdan bile
daha yavas akar hale gelmesi seklinde tanimlanabilir. Bazi laktik asit bakteri turleri
kalinti sekerlerden sarabin yogunlugunun artmasina yol agcan hucre digi polisakkarit
sentezleyebilirler. Bundan baslica Pedioccus damnosus sorumludur (12). Bununla
birlikte Van Vuuren ve Dicks degisik Ulkelerin saraplarinda yaptiklari deneylerde O.
oeni 'nin de polisakkarit Uretimi ile baglantili oldugunu gdéstermislerdir (19). P.



damnosus, normal olarak Uzimde bulunur ve fermantasyon sirasinda ortadan
tamamen kaybolur. Malolaktik fermantasyonda bazen dnemli rol oynar. P. damnosus
suglarinin ¢ogu hastalik yapici degildir. Yalnizca sinmug saraplardan izole edilen
suslari dusuk glukoz konsantrasyonlarinda (1 g/L'den az) kdltire alindiklarinda
bile hicre disi  polisakkarit Uretebilmektedirler. P. damnosus tarafindan Uretilen
glukanin, glukozun trisakkarit olarak tekrar ettigi bir yapisi vardir (20 Llauberes .
1990) (Sekil 4). 100 mg/L glukan konsantrasyonu, saraba kabul edilemez bir
yogunluk kazandirmasi igin yeterli bir miktardir. Glukan Uretebilen P. damnosus
suglari etil alkole diger suslardan daha toleranslidir. Bununla birlikte, salgiladiklari bu
hicre digi proteinlerden dolayi ortama ve hatta SO,'ye kargi daha dayanikl olmalari
tim sarap ekipmanlarinin bu bakteri ile bulasik olma riskini arttirmaktadir. Stinme
hastaligi siselemeden 6nce sarap halen tanklarin igindeyken olusabilir. Bu durumda,
mekanik yollarla sarabin normal yogunluguna dénduartlmesi mumkun olabilmektedir.
Genel olarak sunmug saraplar, eger icinde baska mikroorganizma, maya ya da
bakteri gelismemisse yogunlugunun fazla olmasindan bagka bir soruna sahip
degildir. Fakat cogu zaman sunme, siselemeden haftalar ya da aylar sonra ¢ok yavas
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Siselenmeden 6nce sarabin iginde bu tir bakterilerin
varoldugunun bilinmesi filtrasyon ve isil iglemlerin 6Gnemini arttirmaktadir.
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Sekil 4. Pediococcus damnosus tarafindan Uretilen hiicre digi proteinin (glukan)
yapisi

Kotu Kokularin Olugmasi

Sarap yapimi sirasinda ya da sonrasinda bazen kotu kokular olusabilir. Bu tur
kusurlarin nedenleri ve igerikleri tam olarak tanimlanabilmis degildir. Son yillarda
kirmizi saraplarda ucgucu fenol bilesenleri; 4-etilfenol ve 4-etilgaiacol miktarinin
fazlaligr nedeniyle algilanilan hayvansal fenolik kokular ilgi uyandirmaktadir. Her iki
ucucu fenol bileseni de Uzum ve sarabin 6nemli fenol bilesenleri olan p-kumarik asit
ve ferulik asidin karboksilasyonu ve bunu izleyen indirgenmesi sonucu olusur.
Algilama esiginden daha fazla miktarlarda bulunan ugucu fenol bilesenleri saraba
fenolik bir karakter kazandirir. Bu indirgenme tepkimeleri genelde figilarda



yillandirma sirasinda gorullr ve bundan Brettanomyces turunun suglarinin aktivitesi
sorumlu tutulur. Ugucu fenollerin dizeyi ile bu tirin nufusu arasinda siki bir bag
vardir. Aslinda bu maya turt kukurt dioksite ¢ok duyarli olmasindan dolayi sarapta
yasayamaz (21). Bununla birlikte Cavin ve arkadaslari laktik asit bakterilerinin de (L.
plantarum, L. brevis ve Pedioccus) ferulik ve p-kaumerik asitleri metabolize
edebildigini gdstermislerdir (22).

Fare idrari kokusu gibi kot kokular da laktik asit bakterileri tarafindan Uretilir ve bu
kokulardan 3 heterosiklik ucucu baz sorumludur: 2-asetiltetrahidropiridin, 2-
etiltetrahidropiridin ve 2-asetil-pyrrolin. Costello ve arkadaslari laktik asit
bakterilerinin UzUm suyunda ve sarap ortaminda bu maddeleri Gretme yetileri Gzerine
calhismislardir (12). Heterofermentatif turler, laktobasiller ve O. oeni pozitif sonuglar
vermislerdir. On sonugclar bu maddelerin tretiminin, ortamda etil alkoliin bulunmasi
durumunda karbonhidrat ve aminoasit metabolizmalarinin etkilesimleri sonucunda
oldugunu gdstermistir.

Biyojen Amin ve Etil Karbamat Olugsumu

Biyojen aminler ve etil karbamat sarapta laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan
ve sarabin kalitesi agisindan istenmeyen maddelerdir. Her ikisi de hem sarap yapimi
sirasinda hem de sonrasinda meydana gelmektedir. Bazilar ayrica az miktarlarda
uzumde de bulunabilmektedir.

Biyojenaminler insan metabolizmasinda fizyolojik olarak aktif olan maddelerdir.
Vucutta bazi fonksiyonlar i¢in az miktarlarda alinmalari gerekli ve zararsiz olmalarina
ragmen fazla alindiklari durumlarda ya da vicudun detoksifikasyon mekanizmasi
ilaglardan ya da genetik olarak zayif oldugu durumlarda bazi toksik etkilere
sahiptirler. Biyojenaminler fermente UrUnlerinde, sebzelerde, balik ve ette saraptan
daha yuksek miktarlarda bulunurlar (23). Fakat bu Grlnlerin bir arada tuketilmesi ve
saraptan gelen etil alkolin de etkisiyle biyojenaminler, Ozellikle hassas kisilerde
saglik sorunlarina yol agabilir.

Biyojenaminlerin ¢ogu sarapta saptanmistir: Etilamin, isoamilamin, diaminobutan
(putresin), diaminopentan (kadaverin), tiramin, feniletilamin ve histamin
aminoasitlerin dekarboksilasyonu sonucu meydana gelirler. Fakat isomilamin,
metilamin ve putresin ¢ok duslik miktarlarda UGzimde de bulunur. Saraptaki
biyojenaminler hakkinda ilk ¢galismalar histamin Uzerine baslamistir. Birbiri ile gelisen
sonuglara varan birkagc calisma varsa da yaygin kani, histamin olusumuna
Pedicoccus turlerinin neden oldugudur ve bu da sarap Uretiminin iyi kontrol
edilmemesinden kaynaklanmaktadir. Fakat yapilan birgok sarap analizinden sonra
saraplarin ¢ogunun biyojenamin igerdigi gorilmus ve Pediococcus uUzerine
tartismalar yeniden baglamistir. YUksek miktarlarda biyojenamin konsantrasyonuna
sahip saraplardan bakteri kltlesi izole edilmis ve bu kutlede yalnizca O. oeni
suglarinin bulundugu, diger bakteri turlerinin ise ¢ok dusuk miktarlarda bulundugu
gorulmustar. Bakterinin hizli gelistigi yuksek pH'da amin olusumunun da yuksek
oldugu go6zlenmistir (24). Ayrica, Arjantin saraplarindan izole edilen laktik asit
bakterileri suglarini da histamin Urettigi saptanmis ve bakteri L. hilgardii olarak
tanimlanmistir (25). Biyojen amin olusumu vyalnizca malolaktik fermantasyon
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sirasinda gergeklesmez. Histamin duzeyinin sarabin depolanmasi sirasinda da
yukseldigi gozlenmigtir (26).

Sarapta olusumuna dikkat edilmesi gereken diger bir madde ise, kanserojen oldugu
bilinen etil karbamattir. Bu bilesigin saraptaki habercileri ise mayalar tarafindan
uretilen Ure ve laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen sitrullin ve karbamil fosfattir.
Bu metabolizmayi gercgeklestirdigi en iyi bilinen laktik asit bakterisi saraplardan izole
edilen heterofermentatif L. hilgardii 'dir. Hogg ve arkadaslari L. hilgardii bulasmig
fortifiye saraplarda bu metabolizmayi agik¢a ortaya koymustur (12). O. oeni, arjinini
parcalayamaz olarak bilinse de Liu ve arkadaslari bu tlrin suglarinin, érnegin L.
buchneri, arjininden etil karbamat habercilerini Urettigini gostermis ve baska
arastirmacilar tarafindan da bu bilgi dogrulanmistir (27).

Biyojenaminler ve etil karbamat olusumu sarapta istenmez. Tuiketiciler Grunlerin
kaliteli olmasinin yaninda saglikli ve hijyenik olmalarina da dikkat ettiklerinden beri
sarap Ureticilerinin bu tip konulara daha fazla énem vermeleri gerekmigstir. Uziimde
ve sarabin yapildigi ortamdaki mikroflora, sarapta istenmeyen degisikliklere neden
olan laktik asit bakteri turleri ve suslarini da igerdiginden, malolaktik fermantasyonu
saf laktik asit bakterileri ile gergeklestirmek, malolaktik fermantasyondan en ust
duzeyde yararlanilmasini saglayacak ve yukarda bahsedilen bir ¢ok istenmeyen
olayin gergeklesme riskini azaltacaktir.

Malolaktik Fermantasyonun Gelistiriimesi ve Kontrol Altina
Alinmasina Yonelik Yapilan Calismalar

Malolaktik Starter Kiiltlirlerinin Kullaniimasi

Alkol fermantasyonundan hemen sonra daha malolaktik fermantasyon baslamadan,
laktik asit bakterilerinin gelisimini engelleyeceginden sarap kukurtlenmez. Alkol ve
malolaktik fermantasyon arasinda bakterilerin ortama alismasi ve sayilarinin
malolaktik fermantasyonu baslatmak igin yeterli olana kadar ¢ogalmalari igin gegen
surede sarap kimyasal oksidasyona ugrayabilir ya da asetik asit bakterileri ya da
kafler gibi mikroorganizmalar geligsebilmektedir. Bu nedenlerle iki fermantasyon
arasindaki surenin muUmkun oldugunca az olmasi gerekmektedir. Zamandan
kazanmak ve sarabin bozulma riskini azaltmak icin sarap Ureticileri malolaktik starter
kaltarleri  kullanmaktadirlar. Birka¢g c¢esit dondurulmus kudltur ticari olarak
bulunabilmektedir. En yaygin olarak kullanilani saraptan izole edilmis Oenococcus
oeni suslarinin karigimindan olusan kiltirlerdir. Onceleri bu kultirlerin  saraba
asilamadan once aktiflestirmek gerekiyorken gunuimizde hemen kullanima hazir
dondurulmus kalttrler bulunmaktadir (28). Kultir sarap icine direk olarak eklenir ve
hemen geliserek 5-7 gun iginde malik asidi laktik aside donusturar. Starter kultarler
alkol fermantasyonu tamamlandiktan sonra saraba eklenmelidirler.Aksi halde
ortamda mayalar tarafindan daha kullaniimamigs sekerleri metabolize ederek ugar
asidin yukselmesine neden olurlar. Bu starter kultirlerle malik asit dontsimuinin
kontrol altina alinmasina ragmen mantikh sus secimleri ile malolaktik
fermantasyonun diger etkileri de istenilen yonde gelistirilebilir.
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Malolaktik Reaktorler

Tutuklanmig laktik asit bakterileri ya da malolaktik enzim, malolaktik fermantasyonun
kontrolli igin ¢dzim olarak diisinilmiis ve lizerine calismalar yapilmistir. ilk kez
Divies ve Siess 1976’da sentetik bir ortama tutuklanmis Lactobacillus casei
tarafindan L-malik asidin donusimunt tanimlamistir. Bu konuda daha bagka
denemeler de yapimig ve g¢ogunun sonuglari sentetik ortamda malolaktik
fermantasyonun sorunsuz bir sekilde gergeklestirilebilecegini gostermigtir. Reaktorin
hastalik yapici bakteri ve fajlarca enfeksiyonu, malolaktik aktivitenin kaybi, sarabin
kalitesinde istenmeyen degisiklikler meydana gelmesi bu teknolojinin kargisinda
duran en 6nemli sorunlar arasinda saylimaktadir.

Malolaktik enzimin carraghenan ya da alginate Uzerine tutuklanmasi teknigi de
denenmistir. ilk kez Festaz-Furet tarafindan enzim aktivitesi igin gerekli sartlar géz
onunde bulundurularak bir enzim reaktori tanimi verilmistir (11). Daha sonra
baska arastirmacilar tarafindan da L-malik asidin L-laktik aside donusumunu
gelistirecek hlcresiz enzim reaktdrt tanimi yapilmistir (1). Fakat, enzim aktivitesi icin
gerekli olan 6zel kosullar (optimum pH 5.8), Mn?*'ve NAD® kofaktdrlerine olan
gereksinim ve bircok sarap bileseninin (karboksilik asitler, polifenoller) enzim
Uzerindeki inhibisyon etkisi nedenleriyle enzimin hicre zari tarafindan ortamdan
korunmasi gerektiginden, bu tur malolaktik enzim sistemlerinin gelismesi i¢cin daha
fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Rekombinant Saccharomyces cerevisiae

Malolaktik fermantasyonun teknolojik olarak kontroline yoénelik calismalar yapilirken
starter kulturlerin kullaniilmasi disinda, siraya O. oeni 'den daha fazla uyum
gOsterebilecek bir malolaktik mayanin olusturulmasi fikri akla gelmistir. Amaclanan,
mayanin alkol fermantasyonunu gerceklestirirken ayni anda malolaktik enzimle
malati da laktik aside doénustlrebilmesini gerceklestirmekti. Bu nedenle
Saccharomyces cerevisiae 'ya malolaktik enzimi kodlayan gen, mleS, aktarildi (29,
30). On sonuclar malatin hiicre icine alinmasindaki sinirlamalar nedeniyle malat
donusumunun maya tarafindan tamamen gergeklestirilemedigini gosterdi. Volschenk,
Schizosaccharomyces pombe 'nin malat permeaz enzimini kodlayan mae1 genini
mleS geni ile birlikte aktararak yeni bir rekombinant malolaktik S. cerevisiae
olusturdu ve malik asit basari ile fermente edilebildi (31). Fakat malolaktik
fermantasyon yalnizca malik asidin indirgenmesini degil daha birgok biyokimyasal
tepkimeleri ve bakteriyel metabolizmalari igerdiginden, bu tir mayalarin kullaniimasi
batun sarap turleri igin gegerli olamamisgtir.
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