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ONSOZ

Cogu kirmizi ve bazi beyaz saraplar ‘ikincil fermentasyon’ olarak tammlanan malolaktik
fermentasyona, alkol fermentasyonu sirasinda veya sonrasinda maruz kalmaktadir, ve bu islev sarap
florasinda bulunan laktik asit bakterilerince yiiriitilmektedir (Izuagbe, 1985; Renault, 1988;
Giannakopoulos, 1984; Ribereau-Gayon, 1985) Malolaktik fermentasyon yolu ile saraplarm
mikrobiyal kararlihfi ve dolayisiyla organoleptik kompleksitesi artmaktadir. Ancak malolaktik
bakterilerin fazla miktarda iiremesi sarap ortaminda istenmeyen bilesiklerin olusmasim saglamakta,
bu da sarap iireticisi ve tiiketicisine zarar vermektedir (Wibowo, 1988; Henick-Kling, 1989; Boulton,
1996). Bu nedenle saraplarda malolaktik fermentasyonun Kontrolii giindeme gelmis, ancak bu kontrol
islemi sirasinda sikhkla kullanilan yontemler de tiiketici sahfma zarar verirken ireticilerin de maddi
kayiplara uframasina neden olmustur (Daeschel, 1991; Vidal-Carou, 1991; Boulton, 1996; Gerbaux,
1997). Bu projede saraplarmn kendi florasindan laktik asit bakterileri izole edilmis, bu bakteriler,
titketiciye ve sarabin organoleptik Kalitesine hicbir dlgiide zarar vermeyecek ‘bakteriyosin’ olarak
adlandirilan mikrobiyal inhibitdr veya inhibitorleri iiretip iiretmedikleri ybniinden taranmig, en
yitksek kapasitede mikrobiyal inhibisyon gosteren bir izolat (W3- Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris) itzerinde bakteriyosin iiretip iiretmedigi cahsilmistir. Bu izolattan 32000 Da molekiil

agirhfna sahip bakteriyosin benzeri bir inhibitér(BBI) elde edilmis ve model sarap ortamina

bakteriyosin benzeri bir inhibitor (BBI) eklenerek malolaktik fermentasyon kontrol edilmistir. Bu

calisma 01. 02. 2000 tarihinde baslatilmig ve TUBITAK-TOGTAG tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Malolaktik fermentasyon, laktik asit bakterilerince alkolik fermentasyondan sonra yiiriitiilen
ikincil bir sarap fermentasyonu islevidir ve ¢ogu kirmizi ve bazi beyaz saraplarda istenmektedir. Bu
islev, malat karboksilaz (EC 1.1.1.39) olarak anilan bir enzim yardimyla L-malik asidin, L-laktik
aside ¢evrimi ile yiiriitiiliir. Malolaktik fermentasyon islevi, kontrolii saglandifinda arzulanmaktadir,
ancak bozunmaya yol acan bakterilerin coZalmas:1 olustugunda, sarap iireticileri ve tiiketicileri
acisindan istenmeyen bir sonu¢ olarak goériilmektedir. 120 adet sus, aym saraplardan izole edilen
laktik asit bakterileri iizerinde, inhibe edici etki icin tarannustir. Bunlarin 16 adedi inhibitér iireten
olarak tanimlanmistir. Bu suslar karakterize edilmis ve Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii,
Leuconostoc mesenteriodes subsp.cremoris ve Lactobacillus fructivorans olarak tanimlanmistir.
izolatlardan biri iizerinde (Leuconostoc mesenteriodes subsp. cremoris) bakteriyosin iiretim potansiyeli
calsilmistir.  Bazi bilyiime cahsmalan yolu ile inhibitor aktivite gézlemlenmeye devam edilmis ve
inhibit6riin sentezi optimize edilmistir. Elde edilen bakteriyosin benzeri inhibitoriin molekiil agirhg
yaklasik 32,000 Da olarak belirlenmis olup sentezinin plazmid baglantili olmadifi saptanmistir.
Malolaktik fermentasyonu kontrol icin, malolaktik fermentasyon yapabilen bir Lactobacillus
delbrueckii subsp. delbrueckii susu iizerinde deneyler yapilmis ve elde edilen bakteriyosin benzeri
inhibitdriin, malolaktik fermentasyonu kontrol ettigi gézlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Bakteriyosin, Laktik Asit Bakterileri, Sarap, Malolaktik Fermentasyon.
ABSTRACT

Malolactic fermentation is the secondary wine fermentation process, accomplished by the
lactic acid bacteria after the alcoholic fermentation, and it is desired in most red wines and some of the
white ones. This process is carried out by the conversion of L-malic acid into L-lactic acid via the help
of an enzyme called malate carboxylase (EC 1.1.1.39). Malolactic fermentation is desirable if the
control of due process is achieved, but when spoilage of the predominating bacteria arises, malolactic
fermentation is considered as an undesirable phenomena from the producers’ and consumers’ point of
view. In this study a bacteriocin like inhibitor(s) producers were isolated from the native wine flora.
120 isolates were screened for the inhibitory action on isolated lactic acid strains of the same wines. 16
of them were found to produce inhibitors. These strains were characterized and identified as
Lactobacillus  delbrueckii subsp. delbrueckii, Leuconostoc mesenteriodes subsp. cremoris and
Lactobacillus _fructivorans. On one of isolates (Leuconostoc mesenteriodes subsp.cremoris) the
bacteriocin. production potential was studied. The inhibitory activity was further monitored
throughout some growth studies and the synthesis of the inhibitor was optimized. It was found that
the molecular weight of the bacteriocin-like inhibitor was approximately 32,000 Da and the synthesis
was not plasmid-linked. Experiments were performed to control malolactic fermentation on an isolate
of Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii which is able to carry out malolactic fermentation process
and it was observed that the obtained bacteriocin-like inhibitor was able to control malolactic

fermentation.

Keywords: Bacteriocin, Lactic Acid Bacteria,Wine, Malolactic Fermentation.




GIRIS

Malolaktik bakterilerin kontrolii, giiniimiiz sarap diretim teknolojisinin énemli bir kismm
olusturmaktadir. Malolaktik bakterilerin saraplarda fazla miktarda iiremesi mikrobiyal bozunmay:
kolaylagtirmaktadir (Daeschel, 1991; Vidal-Carou,1991; Boulton, 1996; Xontrol yontemi olarak dogal
sarap ortamindaki laktik asit bakterilerini ortamdan elimine etmek icin pH’m 3.0’ altma
diigiiriilmesi, yiiksek bir etanol kensantrasyonu (>%15) veya yiiksek bir siilfiirdioksit diizeyi kullanimi
(>50 mg/ml) gibi cesitli alternatiflerin denenmesi genelde piyasada mevcut saraplar icin hicbir zaman
arzulanan metodiar olarak giriilmemigtir (Radler, 1990; Daeschel, 1991; Boulton, 1996). Sarap
malolaktik bakterileri laboratuvar kosullari ve sirada ‘nmisin’ olarak adlandirilan, protein yamda
bakterisidal etkiye sahip, gr(+) bakterilere etkin olup gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan, yine
bir laktik asit bakterisi olan Lactococcus lactis subsp. lactis tarafindan iretilen bakteriyosinler
tarafindan. inhibe edilmektedir (Radler,1990; Daeschel,1991; Boulton, 1996). Ancak nisin, ticari
preparat olarak kolayca temin edilebilir olmasina rafmen maliyet olarak dreticiye ve dolayh olarak
tiiketiciye yiik getirmektedir. Ayrica malolaktik fermentasyonu baslamadan, tamamen inhibe etmesi
yiiziinden sarabin kendi dofal tadina etki edebilecek diasetil ve asetoin gibi. maddelerin sentezlerinin
engellenmesi nisin. kullanimin kontrol amacindan uzaklastirmistir (Radler, 1990;Boulton, 1996). Bu
cahsmada sarap mikroflorasindan dogal olarak izole edilen bir sustan, farkh bir inhibitér maddenin,
sozii edilen bozunmaya yol acan bakterilere kars: etkisi incelenmis ve bu bakteriyosin benzeri inhibitor
madde (BBI) sozii gegen bakterilere kars: etkili bulunmustur.  Bunun yanisira saraplarda malolaktik
fermentasyon yoluyla kontrolsiiz bir sekilde ortaya ¢ikan diasetil bilegidinin sentezi de tamamen inhibe

edilmeden saraplarda kontrol saglanmstir.

DENEYSEL

Bu proje kapsammda, saraplarda malolaktik fermentasyonu kontrol edebilmek amaci ile
sarap ortamindan izole edilen laktik asit bakterilerinden bakteriyosin(lerin) eldesi planlanmys olup
elde edilecek bakteriyosinlerin saraplara dogrudan ilavesi ile malolaktik fermentasyonun arzulanan
diizeyde olusmasi kontrol altinda tutulmus ve bu yolla sarap ortamda laktik asit bakterilerinin asin
¢ofalarak istenmeyen tad olusumuna sebep olmasi nlenecektir.

ilk asamada Kavakhdere Saraplari A.S.’den temin edilen 1998 ve 1999 iiriinii beyaz ve
larmiza saraplardan mikroorganizmalarm izolasyonu yapilmis, bunun ardindan seri diliisyonlardan
alman numune MRS agar (OXOID) iizerinde cogaltilmig ve 30°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonras
farklr oldugu varsayilan 120 adet koloni se¢ilmis ve bunlarin morfolojik tanilar: yapilmigtir. 120 adet
koloni daha sonra yine MRS agar(OXOID) iizerinde steril kiirdan uglar1 yoluyla birbirleri ile capraz
inhibisyona tabi tutulmugtur. Inhibe ettikleri bakteri sayisina gore 120 adet bakterinin inhibisyon
potansiyeli %5 ile %41 arasinda degismekte oldugundan bu bakterilerden %15’ten aga¥: inhibisyon

gosteren 32 adedi elimine edilmis, deneylerin daha ilerdeki asamalarinda kullanilmak iizere 88

adedi secilmistir. Bu bakteriler koken aldiklari kirmizi veya beyaz sarap temel ahnarak
kodlandiridmustir. (RLR2....=kirmizi, W1,W2... =beyaz v.s.)




Kolonilerin laktik asit bakterisi olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla hareket testleri, Gram
boyama, spor boyama, katalaz testi, heterofermentatif-homofermentatif ayirimm testi, cesitli
sicakliklarda bilylime testleri, arjinin ve nitrat indirgeme testleri uygulanmis ve daha sonrasinda da
API CHL 50 tam kitleri ile mikroorganizmalarin tamimlanmasi gerceklestirilmistir. Baslangicta 88
adet olan koloniler, laktik asit bakterilerinin tammlanmasimda temel nitelik saflayan Gram(+), spor
boyama testine negatif cevap ve katalaz(-) szelligin belirlenmesiyle 16 bakteriye inmigtir, Bu 16 adet
bakteri daha sonra sozii edilen diger testlerle tanimlanmstir. Tammmlanan mikroorganizmalarmm kod
numaralari, isimleri ve testlere verdigi cevaplar Tablo-1 ve Tablo-2'de verilmistir (Schillinger, 1987;
Davis,1988).

izole edilen ve tanimlanan mikroorganizmalar arasinda en yitksek yiizdede ve en iyi ¢apta (7
mm) zon yapabilen bir koloni (W3- Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris) bakteriyosin eldesi icin
secilmistir. Mikroorganizmanin bakteriyosin veya hidrojen peroksit sentezleyip sentezlemedigini test
etmek amaciyla dncelikle mikroorganizmanin zon olusturma deneyi MRS agar (OXOID) kullanilarak
anaerobik ortam sartlarinda(Gas Pak,BBL) tekrarlanmstir. BilesiZin bakteriyosin olup olmadifi tam
bir saflagtirma ve tam bir karakterizasyon ile kesinlik kazanmadigindan bakteriyosin benzeri inhibitsr
(BBI) olarak adlandirilmistir. BBI iireten mikroorganizma daha sonra MRS broth (OXOID) icinde
24 saat 30°C’de inkiibe edilmis ve %5°lik kiiltiir ortam: MRS broth iceren tiiplere aktariimak yoluyla
24 saat bityttilmiistiir (Lewus,1991).

W3’in (Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris) 0, 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10 ve 24%incii
saatlerde numune almak yolu ile iireme egrisi ¢ikarilmistir (30 °C ve 37° C). Numuneler daha sonra
5000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmis, santrifiij sonrast numuneler steril filtreler (MFS) kullanmak
yolu ile mikrofiltrasyon islemine tabi tutulmus, bu yolla bakteriyosin benzeri bir inhibitor (BBI) kismi
diizeyde konsantre edilerek steril disk difiizyon yontemi ile aktivitesine bakilmistir. S6zfi edilen steril
disk difiizyon yontemi ile, elde edilen 16 mikroorganizma iizerinde duyarliik (sensitivite) testi
yapilarak aktivitenin 5. saat sonrasinda ortaya ciktii belirlenmistir. Ayrica bakterivosin benzeri bir
inhibitér (BBI)’min +4°C deki saklama sartlarinda 30 giin aktiviteyi muhafaza ettigi de gorilmigtilr.
30°C ve 37° C i¢in gikarian iireme efrisinin yanisira oda sicakhinda da iireme egrisi ¢ikarilmistir
(Sekil 2) (Lewus, 1991) .

U farklr sieakhikta yapilan mikrorganizma iiretimi sonucunda bakteriyosin benzeri bir
inhibitér (BBI)’nin aktivitesi, saraplardan izole edilen 16 izolatta denenmis, aktivitenin en fazla 30° C’
de bilyiiyen izolatta (W3) saptanmistir. Denenen tiim sicakhklarda biiyiime ortammm pH’ st 2 N
NaOH (Merck) kullamilarak sabit hale getirilmistir. Elde edilen BBI aktivitesi steril disk difiizyon
yontemi ile yapilan sensitivite testinde milimetre cinsinden en yiiksek inhibisyon degerini 5. saatin sonu
ile 8. saatin baglangicinda elde edilen numunelerde vermektedir (Sekil 3). 30°C’ de etkin olan BBI’ ye
duyarh ve duyarsiz olan suslar Tablo-3’de verilmistir.

Bakteriyosin benzeri bir inhibitsr (BBI)’ min karakterizasyon islemleri icin oncelikle

elde edilen inhibitériin hangi pH’ da daha etkin bir aktivite gosterdii arastinims,

bakteriyosin benzeri bir inhibitor (BBI)’ y1 iireten sus 30 ° C’de yine MRS broth s




TABLO-1

izole edilen Mikroorganizmalarin Karakterizasyon Tablosu

Mikroorganizma
Kod adi ve Kit

Sonug¢ ady

Gram

+/a

Spor

olusumu

Katalaz testi

Hareket

Arjinin

kullammm

Nitrat

indirgeme

R10,R23,R29,
R22,R35,R37,
W22,W6, R13

Lactobacillus
delbruecki delb.

R41, R50, R43,
R55, R44, W3
Leuconostoc
mesenteriodes subsp.

cremoris

w7
Lactobacillus

Sructivorans

TABLO-2
izole edilen Mikroorganizmalarin Karakterizasyon Tablosu (Glukozdan gaz iiretim ve gesitli

sicakhiklarda biiyiime testleri)

Mikroorganizma Kod adi ve Kit Glukozdan Gaz 4°C 15°C 30°C 37°C 45°C

Sonug adh firetim testi

R10,R23,R29,R22,R35,R37,W22,

W6, R13 (Lactobacillus delbruecki | Heteroferm. + + + + +

subsp. delbrueckii)

R41, R50, R43, R55, R44, W3

Leuconostoc mesenteriodes subsp.

cremoris Heteroferm. + + + - -
w7

Lactobacillus fructivorans Heteroferm. + + + + -
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Sekil 1- W3 (Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris) 30° C ve 37° C’de iireme egrisi.
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Sekil 2-W3 (Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris) icin oda sicakhginda iireme egrisi.
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besiyeri (OXOID) icerisinde biiyiitiilerek santrifiij edilmis, santrifiijlenen kismin pH’st her bir pH
degeri icin 100’er mL olmak kosuluyla sirasiyla pH=2, pH=3, pH=4, pH=5 degerlerine I N HCI
(Merck) ile ayarlanms, yine her bir pH degeri icin 100’er mL olmak kosuluyla santrifiijlenen kismmn
pH’s1 pH=6, pH=7, pH=8, pH=9 ve pH=10 degerlerine ayarlanmistir. Daha sonra numuneler 0.45 p
‘luk steril filtreler yardimiyla mikrofiltrasyona tabi tutulmus ve bakteriyosin benzeri bir inhibitor
(BBI) aktivitesi steril disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. inceleme sonucunda bakteriyosin
benzeri bir inhibitér (BBI)’nmn asidik pH derecelerinde, ozellikle pH=2 ve pH=3’te en etkin
inhibisyonu indikatér bakterilerde gosterdigi saptanmistir. Bakteriyosin benzeri bir inhibitor(BBI)
iireten mikroorganizma’ min biiylime ortami pH’sinin da ayni degerlere ayarlandifinda pH=2ve 30
°C’de bityiiyen W3 en iyi inhibisyona ulasmaktadir (Schved,1993).

Yiiksek sicaklik degerlerinde bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI) stabilitesi incelenmis,
80° C ve 100° C’de cesitli siirelerde (5 dakika, 10 dakika, 15 dakika, 20 dakika) tutulan bakteriyosin
benzeri bir inhibitor (BBI) daha sonra aktivitesinin olup olmaciinin anlagilabilmesi icin steril disk
difiizyon yontemi ile incelenmistir. inceleme sonucunda, bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI)’ min
100° C gibi yiiksek bir sicakhikta 20 dakika tutulmasi sonucu bakteriyosin benzeri bir inhibitor (BBI)
aktivitesinin yiiksek sicaklikta kararhiligini muhafaza ettigi anlasimistir (Sekil 4) (Schved, 1993)

Elde edilen bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI)’dan bol miktarda (3 litre) MRS broth sivi
besiyeri (pH=2) icerisinde % 5 Kkiiltiir (W3-Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris) eklenerek
santrifiij ve mikrofiltrasyon uygulamak suretiyle elde edilmis, elde edilen ekstrakt %10 yag alinmis
steril siit tozu ve % 1 laktoz ilave edilerek dondurma-kurutma (freeze-drying) muamelesi gérmiistiir.
Dondurulup kurutulan rneklerden alnan belirli miktarlar, karsihk gelen esdeger miktarlara gore

sulandirilmis ve steril disk difiizyon yonteminde aktivite tayin edilmistir (Sekil 5).

TABLO-3

W3(Leuconostoc mesenteroides subsp.cremoris) Kokenli inhibitor’e izole Edilen 16 Laktik Asit
Bakterisinin Duyariihg:

Duyarh Mikroorganizmalar Duyarhk Diizeyi inhibe Edilmeyenler
R22-Lb. fructivorans ++ R41 Lc.mesenteroides s.cr.
R29 Lb.delbruecki delbruecki W3 Lc.mesenteroides s.cr.
R35 Lb.delbruecki delbruecki ++ R43 Lc.mesenteroides s.cr.
R37 Lb.delbruecki delbruecki ++ R55 Lc.mesenteroides s.cr.
W6 Lb.delbruecki delbruecki bt R10 Lb.delbruecki delbruecki
W7 Lb.delbruecki delbruecki +bt++
W22 Lb.delbruecki delbruecki ottt
R44 Lc.mesenteroides s.cr. +4+
R0 Lc.mesenteroides s.cr. ++
R13 Lb.delbruecki delbruecki ++
R23 Lb.delbruecki delbruecki +4+
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Sekil-3 W3 (Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris)’ten elde edilen BBI’nin bir baska indikatér
bakteri olan W7’ye (Lactobacillus fructivorans) olan inhibitér etkisi (Farkh sicakhik
degerlerinde degisik zaman araliklarinda elde edilen ekstraktlara gore).

Sekil-4 Elde edilen bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI)’nin 100°C sicakhkta gosterdigi kararlilifin
disk difiizyon yontemi yardimiyla ifadesi (C:kontrol, 100-5 min:5 dakika muamele, 100-10
min:10 dakika muamele, 100-15 min:15 dakika muamele, 100-20 min:20 dakika muamele)
(Indikatér mikroorganizma: W6 (Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckiiy Merkeze dogru
yerlestirilen disklere inhibitér eklenmemistir vebunlar da kontrol amaghdir.




Sekil-5 Elde edilen bakteriyosin benzeri bir inhibitor (BBI)’nin dondurma-kurutma yolu ile konsantre
edilip konsantre edilen miktara karsilik esdefer sulandinlan drnegi (FD) ile dondurma
kurutma uygulanmayan oOrnedin (NFD) karsilastiniimas: (Sekil 4 ve S ‘teki petrilerin
merkezine dodru yerlestirilmis ve ¢evresinde zon gizlenmeyen filtre kagitiart kontrol amach
olarak yerlestirilmistir).

Sekil. 6. Poliakrilamid jelde yiiriitiilmis inhibitoriin, esit biiyiiklitkte kesilen jellerin baget ile steril
distile su icerisinde ezilerek elde edilen siispansiyondan Syl ‘lik bir miktarinm, steril filtre
kagitlan iizerine eklenerek MRS agar iizerinde yayma plak teknigi ile - 30 C’de bityiitiilmiis

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii (W6) iistiinde aktivitesinin gozlenmesi.
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Daha sonraki karakterizasyon calismalarmda, dondurup kurutulmug bakteriyosin benzeri bir
inhibitér (BBI)’min yaklasik olarak poliakrilamid jelde katettifi mesafe bulunmus ve jelin hangi
bolgesinde indikatdr mikroorganizmay: inhibe edici aktiviteye sahip oldugu, esit uzunlukta kesilen jel
parcaciklarinmn, indikatér mikroorganizma yayilmis MRS agar iizerine yerlestirilerek 30°C’de 24
saatlik inkiibasyonu ile tesbit edilmistir (Sekil 6 } (Bozoglu,1982).

Bu islemler sonrasmda SDS-PAGE yontemi ile bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI)’mn
molekiil agirhi belirlenmistir. Inhibitorin molekill agirhgi yaklagik olarak 32.000 Da olarak
saptanmistir ve bu Sephadex jel kromatografisi yontemi ile dofrulanmistir (Sekil 7 ve Sekil 8)
(Bozo3lu,1982; Schved,1993).

Bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI)’nin plazmid baimh olup olmadifnin belirlenmesi
icin lambda faj DNA’st Pstl marker’t ile karsilastirma yapilmis ve inhibitér sentezinin plazmid
bagmmh olmadifr saptanmigtir. Bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI)’min biyokimyasal
karakterizasyonunun yamsira etki gosterdifi mikroorganizmalarin firemesi fzerine etkisi, bu
mikroorganizmalara cesitli saatlerde bakteriyosin benzeri bir inhibitér (BBI) ilavesi yolu ile ¢ahisiimis

ve inhibisyon gdzlenmistir (Sekil 9).

(BBI)

Sekil 7. SDS-PAGE analizi ile inhibitériin molekiil agirhgimn tayini. inhibitér molekiil agirh@ 32.000
Da olup standartlarin molekiil agwh, sirasiyla: A) Lysozyme(14,300 Da) B)Lactoglobulin
(18,400 Da) C)Trypsinogen (24,000 Da) D) Pepsin (34,700 Da) E) Albumin,Egg (45,000 Da) F)
Albumin,Bovine (66,000 Da)
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Sekil 8. Sephadex G-100 jel kromatografi yontemi ile bakteriyosin benzeri bir inhibitér’iin (BBI)
Bovine serum albumin(BSA) ile birlikte elde profili.
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Sekil 9. Bakteriyosin benzeri bir inhibitor (BBI) zamana karst Wé-Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii izerine inhibisyonu(Oklar inhibitoriin ilave zamanmi gosterir).
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Bakteriyosin benzeri bir inhibitsr (BBIYnmin malolaktik fermentasyonu kontrol edip
etmediginin arastinimas: icin, oncelikli olarak eldeki ii¢ farkh susun malolaktik doniigimii yapp
yapmadig aragtirilmis, bu amagla model sarap ortami hazirlanilmis(Tablo 4) ve ii¢ farkli sus 6 giinliik
bir siire icerisinde bu ortamda biiyiitilmiistiir. Bu suslardan sadece Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii ‘nin malolaktik déniisiimii yaptifi, ortamdaki toplam malik asit ve toplam laktik asitin
HPLC kullanilarak 6lciimii ile belirlenmistir. Ayrica gaz kromatografisi yontemi ile susun model
sarap ortamnda diasetil iirettii de belirlenmistir. Bunlarin disinda malolaktik doniisiimii yapan
susun, model sarap ortaminda pH ve bilyiime egrisi ¢ikarilmistir(Sekil 10) (Cox,1990; Nielsen, 1999).

Tablo-4 Model sarap ortaminin bilesimi

Erlen No. Erlendeki Bilesim

0.2 g / 100mL malik asit (MERCK) , 10uM NAD" (MERCK), 100uM MnSO,

(PANREAC), 80 mL. MRS broth (MERCK), 10 mL steril iiziim suyu 9.9 mL
kiiltiir(We), 100 IU nisin (SIGMA)

0.2 g/ 100mL malik asit (MERCK) , 10uM NAD" (MERCK), 100uM MnSO,
2 (PANREAC), 80 mL MRS broth (MERCK), 10 mL steril fiziim suyu 9.9 mL
kiiltiir(Wé), 0.1 mL BBI (50 mg / mL)

0.2 g/ 100mL malik asit (MERCK) , 10uM NAD" (MERCK), 100uM MnSO,
3 (PANREAC), 80 mL MRS broth (MERCK), 10 mL steril iizim suyu 9.9 mL
Kiiltiir(We), 0.05 mL BBI (50 mg / mL) + 0.05 mL 100 IU nisin
0.2 g / 100mL malik asit (MERCK) , 10uM NAD* (MERCK), 100uM MnSO,
KONTROL (PANREAC), 80 mL MRS broth (MERCK), 10 mL steril {iziim suyu 9.9 mL

kiiltiir(We), 0.1 mL steril distile su

0,25 -5
449
02+ + 48
447
= 0,15 ¢ -+ 4,6
~ LEZ | - —&—Biyume
. Q & —a—pH
- © o014 444
i 443
| 0,05 4 442
0 — 4
| 1 2 3 4 5 6 7
%; Zaman(giin)

Sekil 10. Malolaktik doniistimii yapan sus (Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii)’nin model sarap
ortaminda iireme egrisi ve pH grafigi.
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Bir sonraki asamada malolaktik doniigimii yapan susa, belirli dozlarda nisin, W3-
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris’ten elde edilen bakteriyosin benzeri inhibitér (BBI) ve her
iki antimikrobiyal maddenin kombinasyonu uygulanms ve malolaktik fermentasyonun baslangig
aminda bakteriyosin benzeri inhibitsr BBI’mmn, nisin’in ve kombine olarak nisin ve bakteriyosin
benzeri inhibitér (BBI) kansimmin sarap ortamma ilavesinden sonra malolaktik donisiimiin
gerceklesmedigi, bu yolla inhibitériin malolaktik fermentasyonu kontrol edebildigi yitksek basinch sivi
kromatografisi'nde (HPLC) toplam malik ve toplam laktik asit Olcimii yapilarak gézlenmistir.
Uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan ortamdaki malik ve laktik asit degerleri yizde olarak ifade
edilerek Tablo-5’de verilmistir. Bununla beraber ilgili inhibitbrlerin ilavesi sonucunda model sarap
ortaminda bulunan bakterinin iireme eBrisi ve ortam pH’ma da bakilarak inhibitérierin bu kriterler
lizerine etkisi incelenmistir(Sekil 11,12 ve 13) (Radler,1990; Daeschel, 1991).

Tablo-5 Model sarap ortaminda inhibitSrierin eklenmesi ile olusan % malik asit ve % laktik asit

degisimleri
Inhibitor uygulamas: Ortamdaki Malik asit (%) Ortamdaki Laktik asit (%)
Gin } Giimn | Giin- | Giin6 | Giin -} Giln Giind | Giin 6
0 2 4 0 2
Nisin 100 73 70 70 0 27 30 30
Bakteriyosin benzeri 100 77 74 70 0 23 26 30
inhibittr (BBD)
Bakteriyosin benzeri 100 75 73 74 ¢ 25 27 26
inhibitér (BBI) + Nisin
Kontrol 100 74 34 8 0 26 66 92
5 T 0,25
494 4
4,8 4 4+ 0,2
47 +
46 4+ + 0,15 T “apH
s 457 ﬂ g —e— BlyUme egrisi|
4.4 4+ +01 © !
434 /M
42 ¢+ + 0,05
41 4
4 e e B e sy 0
1 2 3 4 5 6 7
Zaman(giin)

Sekil 11. Nisin ilave edilmis model sarap ortaminda malolaktik déniisimii yapan sus (Lactobacillus
delbrueckii subsp.delbrueckii)’nin iireme egrisi ve pH grafigi(Oklar inhibitortin ilave
Zamamni gdsterir).
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Sekil 12. Bakteriyosin benzeri inhibitor BBI’min ilave edildigi model sarap ortaminda malolaktik
doniisiimii yapan sus (Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii)’nin iireme egrisi ve pH
grafigi(Oklar inhibitoriin ilave zamanin gosterir).
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Sekil 13. Nisin ve bakteriyosin benzeri inhibitsr BBI’nin birlikte ilave edildigi model sarap ortaminda
malolaktik doniisiimii yapan sus (Lactobacillus delbrueckii subsp.delbrueckii)’ nin iireme
egrisi ve pH grafigi(Oklar inhibitoriin ilave zamanini gosterir).
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SONUC

Sonug olarak protein tabiatinda yapiya sahip, 32000 Da molekiil agirhginda bakteriyosin
benzeri bir inhibitor(BBI), beyaz saraptan izole edilen bir W3-Leuconostoc mesenteroides - subsp.
cremoris izolatindan elde edilmis ve malolaktik fermentasyonu, model sarap ortamnda durdurarak
kontrol islevinde basarih olmustur. Ancak bu inhibitériin sarabin asil ortaminda .denenmesi- ve
saraplarin tiim organoleptik kalitesi iizerinde herhangi bir degisiklige yol aqip agmayacagi test
edilmelidir. Saraplar iizerinde malolaktik fermentasyonu kontrol amach olarak nisin denenmis ancak
nisin, malolaktik fermentasyonu tamamen inhibe edebilmek icin kullandmgtir ve nisin oldukca yiiksek
bir maliyete sahiptir. Burada deginilmesi gereken bir bagka husus ise elde edilen bakteriyosin benzeri
inhibitor BBI’nmn saflik derecesi ile ilgilidir. Bakteriyosin benzeri inhibitsr (BBI) saflastirmasi daha
ileri dfizeye ulastifinda maliyeti nisbeten arttiracak ancak bununla birlikte bozunmay: saglayan
mikroorganizmalara etki diizeyi ve etki siiresi azalacak, bu da sarap flireticisi acisimdan olumlu

olacaktir.
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