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Bu calismanin amaci, alt fermantasyon bira mayasit Saccharomyces
carlsbergensis NCYC 1056 ve iist fermantasyon bira mayast Saccharomyces
cerevisiae NCYC 1006 mayalar1 ile yiiriitiilen bira fermantasyonlarindan izole edilen
mitokondriyal mutantlarin bira kalitesi lizerine etkisini incelemektir.

Calismada malt swralarina izole edilen mitokondriyal mutantlar 1x10’
hiicre/mL oraninda ilave edilmistir. Mitokondriyal mutant kullanilmayan dogrudan
1x10” hiicre/mL bira mayasi ilave edilen deneme kontrol olarak kullanilmustir.
Calismada fermantasyon siiresince maya gelisimi ve fermantasyon hizi
belirlenmistir. Elde edilen biralarda yogunluk, etil alkol, titrasyon asitligi, pH,
indirgen seker ve toplam seker analizleri ile aroma maddeleri tayini yapilmustir.

Mitokondriyal mutantlarinin kullanildigr denemelerde fermantasyon hizi ve
maya gelisimi kontrol drnegine gore daha yavas bulunmustur. Ayrica, mitokondriyal
mutant kullanimi ile elde edilen biralarda etil alkol ve aroma maddeleri miktar
kontrole gore daha diisiik degerlerde belirlenmistir. Bira iiretiminde istenmeyen bir
aroma maddesi olan diasetil S. cerevisiae NCYC 1006 mayasinin mitokondriyal
mutantlari ile iiretilen biralarda daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bira, Mitokondri, Mitokondriyal Mutant, Mutasyon,
Saccharomyces spp.



ABSTRACT
MSC. THESIS

THE EFFECT OF MITOCONDRIAL MUTANTS ON BEER
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The objective of this study was to determine the effect of mitochondrial
mutants of bottom fermentation yeast of Saccharomyces carlsbergensis NCYC 1056
and top fermentation yeast of Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 on beer
quality.

Wort inoculated with mitochondrial mutants at 1x10’ cell/mL. Wort
inoculated with main yeasts at 1x10’ cell/mL was used as control. During the
fermentation the yeast growth and fermentation rate were measured. Specific gravity,
ethyl alcohol, pH, titration acidity, total and reducing sugars and aroma compounds
were determined in the beers.

According to the results obtained, fermentation rate and growth of yeast
decreased in the samples produced by mitochondrial mutants. In addition,
mitochondrial mutants produced lower amounts of ethyl alcohol and aroma
compounds than the main yeasts. The amount of diacetyl which is off flavour and
play an important role on the beer quality were found higher in the samples produced
by mitochondrial mutant of Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 than that of
control.

Key Words: Beer, Mitochondri, Mitochondrial Mutant, Mutation, Saccharomyces spp.
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1. GiRiS Giilten YAGMUR

1. GIRIS

Bira, arpanin ¢imlendirilip kurutulmasi ile elde edilen maltin su ile belirli
sartlar altinda mayselenmesi ve elde olunan siranin serbetciotu ile kaynatildiktan
sonra, alkol fermantasyonuna terk edilmesi sonucu meydana gelen, alkol ve CO,
iceren ickidir (Tiirker ve Canbas, 2001).

Bira kalitesini etkileyen unsurlardan en Onemlisi kullanilan mayadir.
Fermantasyon sirasinda siradaki sekerler maya tarafindan esas iiriin olarak alkol ve
CO;’e doniistiiriiliir. Bunlar yaninda gliserol, organik asit, yiiksek alkol, ester gibi
ikincil iirlinler de olusur. Bu ikincil iirlinler biraya essiz bir aroma kazandirir.
Kullanilan maya irkinin fizyolojik durumu olusacak aroma maddelerinin miktarini
etkiler (Guido ve ark., 2003; Walker, 2004).

Bira iireticileri kullandiklar1 maya suslarinin mutasyona ugramalarini
istemezler. Ancak diger biitiin organizmalarda oldugu gibi bira mayasi da mutasyona
karsi hassastir (Pearson, 1996). Mutasyon, DNA’da meydana gelen kalitsal
nitelikteki yapisal degisiklik olarak tanimlanir ve bu degisiklige bircok etken neden
olur. DNA’da baz sirasinin degismesi bir¢ok sekilde ortaya cikabilir. Niikleotid yer
degistirmeleri, ¢ikmalari, girmeleri ve yeniden diizenlemeler mutasyonlarin esas
nedenleridir (Arda, 1995).

Tiim organizmalar cevre ile iliskileri sirasinda tesadiifi veya normal olarak
mutasyona ugrayabilir. Mutasyonlar dogal yani kendiliginden olusan veya fiziksel
(UV-1s1nlari, x 1sinlari, 1s1 vb.) ve kimyasal etkenlerin (nitroz asidi, akridin, piirin ve
pirimidin analoglar1 vs.) etkisi ile yapay olarak olusan olmak iizere ikiye ayrilir
(Ensari, 2002; Arda, 1995 ).

Bira mayasinda en sik rastlanan ve dogal olarak kendiliginden ortaya
cikabilen mutasyon “mitokondriyal mutasyon” dur. Bu mutasyona mitokondriyal
genomdan kaybolan biiylik parcalar neden olur (Bernardi, 1979). Mitokondrisi
mutasyona ugramis mayaya mitokondriyal mutant denir. Bu mutantlar mitokondri
aktivitesindeki eksikliklerle karakterize edilirler ve havali ortamda solunum olayini
tam olarak gerceklestiremezler. Ayrica laktat, gliserol ve etanol gibi fermente

olmayan karbon kaynaklarim1 da kullanamazlar (Ernandes ve ark., 1993).



1. GiRiS Giilten YAGMUR

Mitokondriyal mutantlar ve normal suslar arasinda goriilen temel farklilik
sitokrom sistemindeki eksiklikten kaynaklanir ve en yaygin goriillen eksiklik
sitokrom a, sitokrom a3 ve sitokrom b’nin yoklugudur (Silhankova ve ark., 1970a).

Bira mayas1 suslarinda alkol fermantasyonu sirasinda mitokondriyal mutant
olusum orant %0.5-5.0 arasinda degisir. Sicakliga ve kiiltiir kosullarina bagh olarak
bu oran ayni maya susu i¢in %50’ye kadar c¢ikabilir (Boekhout ve Robert, 2003;
Walker, 2004).

Mitokondriyal mutasyonun fermantasyon performansi ve bira kalitesi {izerine
onemli bir etkisi vardir. Mitokondri kaybi hiicre gelisimini biiyiik dlciide engeller ve
fermantasyon hizinin azalmasina neden olur (Ernandes ve ark., 1993; Pearson, 1996).

Silhankova ve ark. (1970b), bir alt fermantasyon bira mayas1 susundan elde
ettikleri bes spontan mitokondriyal mutant iizerinde ¢alismiglar ve bu mutantlardan
elde ettikleri biralarin daha aromatik ve serbest aminoasit ve alifatik alkol iceriginin
daha diisiik, pH degerinin ise daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Gyllang ve Martinson (1971), mitokondriyal mutantlarin ana mayaya gore
sekeri, Ozellikle maltotriozu daha yavas parcaladigin1 ve farkli miktarkarda n-
propanol, izo-biitanol, 2-metil biitanol ve 3- metil biitanol iirettigini belirtmislerdir.

Morrison ve Sugget (1983), mitokondriyal mutantlar ve normal bira mayasi
suglartyla iiretilen biralarin aromalarinin farkli oldugunu, mitokondriyal mutantlarla
iretilen biralarda vikinil diketon (diasetil ve 2,3-pentanedion) konsantrasyonunun
0.17 ppm iken normal bira mayas1 suslartyla iiretilen biralarda bu degerin 0.05 ppm
oldugunu bildirmislerdir.

Good ve ark. (1993), iki alt fermantasyon bira mayasi ve onlardan elde
ettikleri mitokondriyal mutantlarin besin ortamina adaptasyonu iizerine yaptiklari bir
arastirmada, besin maddelerince zengin bir ortamdan fakir bir ortama asilanan
suslarin mitokondriyal mutantlardan daha kisa siirede ortama adapte olduklarini
bildirmislerdir.

Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal mutantlar kullanilarak iiretilen
biralarda aroma maddelerinden 6zellikle diasetil ve izoamilalkol miktarinin arttigini,

etilasetat ve izoamil asetat miktarinin ise azaldiginm bildirmislerdir.



1. GiRiS Giilten YAGMUR

Bu calismanin amacr alt ve iist fermantasyon bira mayalarindan izole edilen

mitokondriyal mutantlarin bira kalitesi lizerine etkisini ortaya koymaktir.



2. ONCEKi CALISMALAR Giilten YAGMUR

2. ONCEKi CALISMALAR
2.1. Bira Uretimi
Bira, arpanin ¢imlendirilip kavrulmasiyla elde edilen maltin daha sonra su,

serbet¢iotu ve maya kullanilmasi ile iiretilen alkollii bir ickidir (Tiirker ve Canbas,

2001). Bira iiretiminin asamalar1 Sekil 2.1°de verilmistir.

Arpa malti > Fermantasyon
l l
Ogiitme Mayanin ayrilmast
l l
Mayseleme Su Dinlendirme
l l
Maysenin Siiziilmesi Filtrasyon
l l
Kaynatma —— Serbet¢iotu Dolum
l l
Sogutma Pastorizasyon

Sekil 2.1. Bira iiretiminin asamalar1 (Tiirker ve Canbas, 2001).



2. ONCEKi CALISMALAR Giilten YAGMUR

Biranin baglica hammaddesi olan malt, arpanin ¢imlendirilip kurutulmasiyla
elde edilir (Tiirker ve Canbas, 2001). Malt, sira tiretimi icin gerekli olan a-amilaz, B-
amilaz ve proteazlar gibi enzimler ve substratlarca zengin bir maddedir. Bira
yapimindaki ilk asama mayselemedir. Bu asamada malt ogiitiilerek sicak su (50-
75°C’de) ile karigtirtlir (Moll ve Blauwe, 1994; Tucker ve Woods,1995). Mayseleme
sirasinda malt icindeki maddelerin, Ozellikle nigastanin, a- ve P-amilaz enzimleri
tarafindan parcalanip suda ¢oziiniir hale getirilmesi saglanmig olur. Ayni zamanda
proteazlar proteinlere etki ederek mayalarin kullanabilecegi amino asitleri
olustururlar. Mayseleme islemi bitince mayse siiziilerek katt maddeleri ayrilir. Elde
edilen s1viya sira denir (Lee, 1996; Green, 2002; Bamforth, 2005).

Sira, biraya 0zel aromasim1 vermek icin serbetciotu ile yaklasik 1-1.5 saat
kaynatilir. Kaynatma sirasinda serbet¢iotunun bilesiminde bulunan humulon ve diger
a-asitler izomerize olarak biraya karakteristik ac1 tat veren izohumulon gibi izo- o-
asitlere doniisir (Varnam ve Sutherland, 1994; Bamforth, 2005). Ote yandan,
kaynatma ile birlikte enzimler inaktive edilir, sira sterilize olur, proteinler ¢oker ve
ekstrak miktarinda artis olur. Sira, serbetciotu ve tortuyu uzaklastirilmak icin
filtreden gecirilir veya santrifiijlenir (Potter ve Hotchkiss, 1995; Briggs ve ark.,
2004).

Maya ilave edilmeden Once siranin fermantasyon sicakligina kadar
sogutulmasi gerekir. Mayanin sterol ve yag asitleri gibi hiicre zarinin yapisinda
bulunan temel zar bilesenlerinin sentezini yapabilmesi i¢in oksijene ihtiyact vardir.
Bu amagla, sogutulan sira havalandirilir ve daha sonra bira mayasiyla asilanir
(Iserentant, 2003; Moonjai ve ark., 2003). Bira endiistrisinde kullanilan baslica iki
maya tiirli vardir. Bunlar Saccharomyces (S) carlsbergensis ve S. cerevisiae’dir. S.
carlsbergensis, bir alt fermantasyon mayasidir, fermantasyonun sonunda
kiimeleserek hizla ¢oker ve fermentoriin altinda toplanir. S. cerevisiae ise bir list
fermantasyon mayasi olup, fermantasyon sirasinda olusan CO, kabarciklar1 ile
yiikselerek kalin kahverengi bir tabaka seklinde fermente olan siranin {izerinde
toplanir (Lewis ve Young 1995; Young, 1996). Ancak her iki tiirde yeni
siniflandirmada S. cerevisiae olarak adlandirilmistir (Stewart ve Russell, 1998). Alt

fermantasyon yaklasik bir hafta, iist fermantasyon ise yaklasik iic giin siirer.
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Fermantasyon sirasinda maya, siradaki sekerleri alkol ve COj’e parcalar. Aym
zamanda yiiksek alkoller, esterler ve karbonil bilesikleri gibi biranin aromasina
onemli katki saglayan bilesikler de olusur. Fermantasyondan sonra bira, maya ve
diger maddelerden ayrilmasi i¢in filtre edilir (Potter ve Hotchkiss, 1995; Tiirker ve
Canbas, 2001). Alt fermantasyon biralari, asil fermantasyondan sonra dinlendirme
mahzenlerine alinarak 1°C’de birkag ay dinlendirilir. Ust fermantasyon biralar1 ise
birka¢ hafta dinlendirilir. Buna ikinci fermantasyon da denir. Dinlendirilen bira filtre
edilir, siselenir ve pastorize (60°C’de 20 dakika) edildikten sonra tiiketime sunulur

(Angelino, 1991; Tiirker ve Canbasg, 2001).
2.2. Maya Hiicresinin Sekli ve Yapisi
Bira mayast S. cerevisiae, Ascomycetes smifina ait Okaryotik bir

organizmadir. Fakiiltatif anaerob’tur. Tomurcuklanarak ¢ogalir (Lewis ve Young,

1995). Tipik bir mayasi hiicresi Sekil 2.2’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Maya hiicresi (Stewart ve Russell, 1998).
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S. cerevisiae hiicresi elips seklindedir. Hiicre duvari, hiicre zar1 ve sitoplazma
kismindan olusur. Maya hiicrelerinin biiyiikliigii 5x10 p kadardir (Walker, 1998).
Hiicre biiyiikliigii, beslenme ve Kkiiltiiriin yasina bagh olarak degisiklikler gosterir

(Pamir, 1985).

2.2.1. Hiicre Duvari

Hiicre duvari, hiicreyi korur ve ona seklini verir. Toplam hiicre agirliginin
%15-25’in1 olusturur. Gegirgen bir yapida olmasi nedeniyle suda ¢oziinen tiim
maddelerin hiicre i¢ine gegisini saglar (Sahin, 1995). Hiicre duvarinin yaklasik %80-
90’mim1  polisakkaritler (glukan ve mannan) geri kalanim1 ise proteinler
olusturmaktadir (Briggs ve ark., 2004). Hiicre yaslandik¢a hiicre duvar1 kalinlagir
(Russell, 1995).

2.2.2. Hiicre Zan

Hiicre duvarinin hemen altinda bulunan hiicre zari, iki protein ve bunlarin
arasinda yer alan fosfolipid tabakasindan olusmustur (Walker, 1998). Hiicre zari,
besin maddelerinin hiicre icine alinmasinda, attk maddelerin hiicre disina
atilmasinda, hiicre duvarinin sentezinde ve hiicre dis1 enzimlerin salgilanmasinda rol

oynar (Russell, 1995; Thieman ve Palladino, 2004).

2.2.3. Sitoplazma

Sitoplazma, hiicre organellerini icerir. Kimyasal bakimdan protein yapisinda
(Sahin, 1995) olup asidiktir ve pH’s1 yaklasik 5.2’dir. Glikoliziz ve yag asitlerinin
sentezi gibi metabolik olaylarda yer alan bazi enzimler sitoplazma igerisinde bulunur

(Briggs ve ark., 2004).
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2.3. Bira Mayasi

Bira mayalar1 Saccharomyces cinsinden olup alt fermantasyon biralarinda S.
carlsbergensis, tst fermantasyon biralarinda S. cerevisiae tiirii kiiltir mayalar
kullanilir (Tiirker ve Canbas, 2001; Boekhout ve Robert, 2003). Bu mayalarin
oksijen ihtiyaci, fermente edebildigi sekerler, olusturduklari metabolik {iiriinlerin
miktar1 ve coOkelme oOzellikleri birbirinden farklidir (Bamforth, 2005). Alt
fermantasyon mayalar1 fermantasyon sonunda kiimeleserek hizla c¢oker ve
fermentoriin altinda toplanir. Ust fermantasyon mayalari ise fermantasyon sirasinda
olusan kopiik ile yiikselerek kalin kahverengi bir tabaka seklinde fermente olan
siranin iizerinde toplanir (Prentis, 1985; Brown ve ark., 1987; Angelino, 1991).
Diinyada yaklasik %80 ve bizde tamamen alt fermantasyon biras1 yapildigindan daha
cok alt fermantasyon mayalar1 s6z konusudur (Tiirker ve Canbasg, 2001).

Iki maya tiiriinii ayirt etmek icin kullamlan biyokimyasal ozellik; S.
cerevisiae’nin melibozu fermente edememesi, S. carlsbergensis’in ise bu sekeri
tamamen fermente ederek glikoz ve galaktoza doniistiirmesidir. Bunun nedeni S.
cerevisiae’da melibaz (a-galaktozidaz) enziminin olmamasidir (Boekhout ve Robert,
2003; Bamforth, 2005). Bu tiirler arasindaki diger onemli fark bira iiretiminde
istenen fermantasyon sicakliklarinin degisik olmasidir. Alt fermantasyon 5-10°C’de;
iist fermantasyon ise 15-20°C’de yapilir (Stewart ve Russell, 1998; Tiirker ve
Canbas, 2001). Ote yandan, bira iiretiminde kullanilan maya susu biranin aromasi
iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. lyi bir alt fermantasyon bira mayasinda aranan

ozellikler Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. lyi bir alt fermantasyon bira mayasinda aranan 6zellikler (Walker,
1998).

- yi bir ¢okelme yetenegine sahip olmal,

-Tekrar kullanmak i¢in depolandiginda canliligini ve genetik stabilitesini
kaybetmemeli,

- 1yi bir fermantasyon yetenegine sahip olmali,

- Maltoz ve maltotriozu tam olarak etil alkole fermente edebilmeli,

- Ozmotik basinca dayanikli olmal,

- Aroma maddelerini yeterince iiretmelidir.

2.4. Mitokondriler

Mitokondriler (Yunanca, mitos-iplik, chondrion-graniil) 6karyotik hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunan ¢omak ya da graniil bicimindeki organellerdir (Ozban,
1982; Tuiete, 1989). 1lk kez 19. yiizyilin sonlarinda Altman ve Benda tarafindan
kesfedilmistir. Prokaryotik hiicrelerde mitokondri bulunmaz. Bu hiicrelerde
mitokondrinin gorevini hiicre zar1 tistlenmistir (Gokalp ve ark., 1992).

Mitokondrilerin sekli oval, uzunlugu 1-2 pm, capr 0.5-1 pm’dir ve
sitoplazma hacminin yaklasik % 20’sini isgal ederler (Hough ve ark., 1982; Gokalp
ve ark., 1992). Mitokondrinin sekli, biiyiikliigii ve sayis1 genellikle hiicreden
hiicreye, hiicrenin fonksiyonel devrelerine ve gelisme sartlarina baglh olarak degisir
(Hough ve ark., 1982; Walker, 1998). Normal bir karaciger hiicresinde ortalama
1000-1600 kadar mitokondri bulunurken bir maya hiicresinde bu say1 4-20 arasinda
degisir (Ozban, 1982; Pamir, 1985).

Mitokondrinin temel gorevi, oksidatif fosforilasyonda yer alarak hiicrenin
enerji ihtiyacim karsilamaktir. Mitokondrilerde oksidasyon ve fosforilasyon igin
gerekli olan biitiin enzim ve koenzimler bulunur (Houshmond, 1999). Hiicre i¢i
solunumun biiyiik bir boliimii mitokondri icinde yer alir. Mitokondriler DNA, RNA
ve ribozom igerdiklerinden amino asitlerden bazi proteinlerin sentezini yapabilir ve
buna ek olarak boéliinebilirler (Ersoy ve Baysu, 1986; Tuiete, 1989). Mitokondri
kendi kendini iiretme kabiliyetinde olup, ihtiya¢ aninda bir mitokondriden bir¢ok

mitokondri meydana gelebilmektedir (Gokalp ve ark., 1992).
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Mitokondriler dis taraftan her biri 70-80 A° kalinliginda ve 60-80 A° aralikla
birbirine paralel iki zarla cevrilidir. Her iki zarda protein, lipid, protein tabakalar
bulunur. Yapilan ilk arastirmalarda mitokondrilerin %60-70 protein, %25-30 lipid
icerdikleri ve bu lipidlerin %80-90 kadarinin fosfolipid (lesitin ve sefalin) geri
kalaninin kolesterol ve diger lipidler oldugu bildirilmistir (Ozban, 1982).
Mitokondrinin yapist Sekil 2.3” de gosterilmistir.

Dis zar
Graniil

I¢ zar
Krista
Matriks

Sekil 2.3. Mitokondrinin yapist (Ozban, 1982).

Dis zar diiz olarak uzanir ve mitokondriyi sinirlar. I¢ zar, mitokondri igine
dogru girintili ¢cikintili kivrimlar yapar. Krista adi verilen bu uzantilar mitokondri
icinde yar1 ya da yaridan uzun bolmeler yaparak karsilikli birbirlerinin i¢ine girerler.
Genellikle fazla enerjiye gereksinimi olan hiicrelerdeki mitokondrilerde ¢ok sayida
krista bulunur (Ozban, 1982; Russell, 1995; Houshmond, 1999).

Ic zarin cevreledigi ve kristalarin arasinda kalan i¢ bolmeye mitokondri
matriksi denir (Scheffler, 2001). Matriks genellikle homojen goriiniirse de bazi
durumlarda ¢ok ince filamentlerden olusur ve yogun graniiller icerir. Graniillerin
biiyiikliigi degismekle birlikte bunlarin mitokondri iyon durumunu ayarladigi, iki
++

degerli katyonlar1 dzellikle Mg*™" ve Ca
(Ozban, 1982).

u baglayan yerler oldugu diistiniilmektedir
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Ic ve dis zarin enzim aktiviteleri farkli olmakla beraber dis zarin enzim
aktivitesi fazladir. Membran tasima enzimleri ve fosfolipit biyosentezine ait enzimler
dis zarda bulunurken elektron tasinmasi ve oksidatif fosforilasyonda yer alan
enzimler i¢ zarda bulunur. Mitokondrilerin matriksi de ¢esitli enzimlerce zengindir.
Trikarboksilik asit dongiisii ve yag asitlerinin yikiminda rol oynayan enzimlerin ¢cogu
matrikste bulunur (Russell, 1995; Walker, 1998; Scheffler, 2001). Anaerobik sartlar
altinda mitokondride oksidatif metabolizma ile ilgili enzimler bulunmaz. Ayrica
elektron transfer zincirindeki proteinleri ve trikarboksilik asit dongiisiinde yer alan
bazi enzimleri kodlayan genlerin anlatimi (ekspiresyonu) séz konusu degildir. Bu
sartlar altinda olusan kiigiik, goriilmesi zor organellere promitokondri denir.
Promitokondrilerde birka¢ tane krista bulunur yada hi¢ bulunmaz (Briggs ve ark.,

2004).

2.4.1. Mitokondriyal DNA

Mitokondride DNA bulundugu ilk kez 1962 yilinda Nass ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir. Mitokondri DNA’s1 tipki ¢ekirdek DNA’s1 gibi ¢ift sarmal
yapida, bir ya da daha fazla DNA molekiilinden olusur. S. cerevisiae’daki
mitokondriyal DNA (mtDNA) yaklasik 25 um uzunlugunda oval bir molekiil olup,
60.000-75.000 baz cifti icermektedir. Molekiil agirligi 5 milyon daltondur (Pearson,
1996; Groth ve ark., 2000).

Mitokondriyal DNA, cekirdegin kontrolii altinda sentezlenir ve mitokondriye
tasinir (Newlon, 1989). Mitokondride bulunan proteinlerin yaklasik % 5-10"u
mtDNA tarafindan kodlanir. Bu proteinler solunumda rol oynayan sitokromlar ve
ATPaz enzim kompleksi i¢in Onemlidir. Mayada mtDNA’nin birgok kopyasi
bulunur. Aktif olarak solunum yapan hiicrelerde bu sayr 100 civarindadir
(Hammond, 1996b; Groth ve ark., 2000). Mitokondrinin gelisimi ve aktivitesi
mtDNA’da bulunan genlerin kontrolii altindadir (Hough ve ark., 1982).

Mitokondriyal DNA ergesterol ve doymamis yag asitlerinin sentezinde, seker
tasima sistemleri ve hiicre ylizeyinde meydana gelen diger maya aktivitelerinin

diizenlenmesinde rol oynar (Jeunchomme ve ark., 1985).
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2.5. Bira Uretiminde Mitokondrinin Rolii

Fermantasyon sirasinda, fermantasyon performansi ve son iiriiniin kalitesinde
rol oynayan bazi olaylar mitokondride gerceklesir. Mitokondri sadece oksidatif ATP
sentezinde degil TCA dongiisiinde, amino asitlerin, lipidlerin, niikleotidlerin ve
aroma maddelerinin sentezinde, aktif tasima gibi metabolik ve biyosentetik olaylarda
yer alan onemli bir organeldir (Sakaki ve ark., 2003; Rasmussen ve ark., 2003). Bu
nedenlerden dolayr mitokondrinin gelismesi fermantasyon i¢in 6nemlidir (Walker,
1998).

Hiicre yapist (mitokondri olusumu gibi) ve enzim kompozisyonu iizerinde
glikoz konsantrasyonunun etkisi vardir. Bunlardan biride “Glikoz Etkisi’dir. Sirada
baslangicta seker miktart %]1’in iizerinde oldugunda TCA dongiisii enzimleri,
elektron transferinde yer alan bilesikler (sitokrom a, a3, by, ¢ ve ¢;) ve mitokondrinin
tamamen olusumu engellenir. Bu durumda maya, fermantasyon yolundaki enzimlerin
sentezine devam eder. Bu olay aym1 zamanda “Crabtree Etkisi" olarak da bilinir ve
oksijen varliginda dahi meydana gelir (Gancedo ve Serrano, 1989; Green, 2002;
Verstrepen ve ark., 2004). Ancak glikoz konsantrasyonu %0.4’un altina diistiigiinde
mitokondri tam olarak gelisir. Mitokondrinin tam olarak gelismesi i¢in ayn1 zamanda
oksijene ihtiya¢ vardir. Ancak siradaki oksijen, asilamadan sonraki 2-6 saat i¢inde
glukoz konsantrasyonu baskilayici seviyenin altina diigmeden tiikenir (Hough ve
ark., 1982; Varnam ve Sutherland, 1994). Oksijen miktarinin yetersiz olmasi
durumunda maya gelisimi i¢in ¢ok 6nemli olan sterol ve doymamis yag asitleri
sentezlenemez, fermantasyon hizi yavaslar ve sekerlerin pargalanmasi
tamamlanamaz (Jones, 1985). Bu nedenle ortama oksijen verilmelidir. Oksijen
verildikten sonraki ilk bir saat i¢inde solunum =zinciri bilesikleri (sitokromlar)
olusurken ii¢ saat sonra mitokondrinin i¢ zar1 gelisir (Hough ve ark., 1982).

Hiicrelerin gelismesi ve bazi bilesiklerin sentezini yapabilmesi i¢in enerjiye
ihtiyact vardir (Prentis, 1985). ATP, enerji kaynagi olarak kullanilir. Aerobik
hiicrelerde enerji olusumu, elektronlarin  oksitlenecek bilesikten (yaglar,

karbonhidratlar) tasiyict molekiil araciligiyla oksijene verilmesi sirasinda gerceklesir.

12
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Bu tasiyict sistem mitokondri icinde kompleks bir sekilde diizenlenmistir (Yiiregir,
1985; Gancedo ve Serrano, 1989).

Hiicre zarinin bilesiminde bulunan en ©Onemli maddeler doymamis yag
asitleri ve sterollerdir. Onemli doymamus yag asitleri, palmitoleik ve oleik asitlerdir.
Maya hiicresinde en ¢ok bulunan steroller ise ergesterol ve zymosteroldiir (Briggsve
ark., 2004). Bu maddeler sirada, optimum maya gelisimi icin gerekli olan
konsantrasyondan daha diisiik miktarlarda bulunurlar. Yeterli maya gelisimini
saglamak icin bu bilesiklerin maya hiicresi tarafindan sentezlenmesi gerekir (Russell,
1995; Pearson, 1996). Mitokondri, yag asidi ve ergesterol biyosentezinde énemli bir
rol oynar. Yag asitleri ve steroliin sentezi icin Oncelikle piiriivatin asetil-CoA’ya
doniismesi gerekir. Ote yandan, piruvatin asetil-CoA’ya doniisiimii ise mitokondri
icinde gerceklesir (Ratledge ve Wynn, 2000). Glikozun yag asitlerine doniigiimii
Sekil 2.4’de verilmistir.

glukoz
ACL ;
SITOPLAZMA okzaloasetat AL asetil-CoA
PC _
s sitrat b i
iruvat & ag asidi
i ‘DTEma at biyosentezi

piruvat

PDH sitrat
asetll-EoA okzaloasetat izositrat
& ICDH
a -
MITOKONDRI b _-ketoglutarat

TCA: Tri karboksilik asit dongiisii, PC: Piriivat karboksilaz, MDH: Malat dehidrogenaz, PDH: Piriivat
dehidrogenaz, ACL: ATP sitrat liyaz, ME: Malik enzim, ICDH: [zositrat dehidrogenaz

Sekil 2.4. Okaryotik mikroorganizmalarda glikozun yag asitlerine doniisiimii
(Ratledge ve Wynn, 2000).
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Asetil-CoA, sterol ve yag asidi biyosentezi ile ester iiretimini de i¢ine alan bir
cok metabolik yolda rol oynayan Onemli bir molekiildiir. Hiicrede bulunmasi
fermantasyon i¢in Onemlidir (Dufuor ve ark., 2003). Asetii CoA’nin maya

metabolizmasindaki temel gorevleri Sekil 2.5’ de gosterilmistir.

Maltoz

'

Glikoz

'

Piruvat

.

Esterler ¢&—— Asetil CoA ——— TCA Dongiisii

}
Lipidler

Aminoasitler

Nikleik Asitler
Sekil 2.5. Maya metabolizmasinda asetil CoA’nin temel gorevleri (Peddie, 1990).

Ote yandan, S. cerevisiae glikoz etkisi gosteren bir mayadir. Bu nedenle
ortamdaki glikoz konsantrasyonundan etkilenir. Glikoz konsantrasyonunun 2
g/L’dan 3 g/L’ye ¢ikmasi sonucu S. cerevisiae’ nin lipid igerigi azalir (Ratledge ve
Evans, 1989).

Fermantasyonda amino asit metabolizmasi da Onemlidir. Amino asit
metabolizmasinin biiyiik bir kismi sitoplazmada meydana gelir. Amino asitlerin keto
asitlere doniisiimii ise mitokondride gerceklesir. Keto asitler ise yiiksek alkollerin
onciil maddeleridir (Hough ve ark., 1982; Pearson, 1996).

Diasetil ve 2,3-pentanedion, birada bulunan ¢ok onemli bir bilesik grubudur.
Algilanma esikleri diisiiktiir ve bira aromasina istenmeyen tereyagimsi bir aroma
kazandirirlar (Bamforth, 2005). Bu diketonlar, asetohidroksi asitlerin enzimatik
olmayan oksidatif dekarboksilasyonuyla olusurlar. Asetohidroksi asitlerin

olusumundan sorumlu olan biitiin enzimler ise mitokondride bulunur. Bu enzimlerin
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aktiviteleri, Ozellikle asetohidroksi asit isomeroreduktaz, diketonlarin olusum

miktarinm etkiler (Hough ve ark., 1982; Pearson, 1996).
2.6. Mutasyon

Mutasyon, DNA’nin niikleotid sirasindaki degisim olarak tanimlanabilir.
Mutasyonlar dogal yani kendiliginden meydana gelebilir ya da mutajen adi verilen
kimyasal maddeler ve fiziksel uygulamalarla yapay olarak olusumlar1 saglanabilir
(Thieman ve Palladino, 2004). Mutasyon olusumunun farkli nedenleri vardir. Dogal
mutasyonlar DNA polimeraz ve rekombinasyon enzimleri gibi enzimlerin islevinde
meydana gelen hatalar sonucu olusur. Bu mutasyonlarin olusum orani organizmanin
gelisme sartlarina bagli olarak 10" ile 10® arasinda degisir ve mutajenler
kullanilarak bu oran 6nemli Olciide arttirilabilir. Genom mutasyonlari, kromozom
sayisinda degisikliklere neden olurken, kromozom mutasyonlari kromozomdaki
genlerin sirasim1  degistirebilir. Ote yandan, genlerde en sik goriilen nokta
mutasyonlart ise genlerdeki baz sekanslarinin degismesine neden olabilir.
Mikroorganizmalarda en sik goriilen mutasyon tiirii ise nokta mutasyonlaridir

(Crueger ve Crueger, 1990; Groth ve ark., 2000).

2.6.1. Mitokondriyal Mutasyon

Bira mayasinda en sik rastlanan ve kendiliginden, dogal olarak ortaya
cikabilen mutasyon mitokondriyal mutasyondur. Mayadaki mitokondriyal mutantlar
ilk kez 1940’11 yillarin sonunda Ephrussi tarafindan tanimlanmis ve o zamanlardan
beri bir cok arastirmanin konusu olmustur. Mitokondriyal mutasyona mitokondriyal
genomdan cikarilan biiylik parcalar neden olur. Bu pargalarin biiyiikliigii genom
uzunlugunun %?20’si ile %99’u arasinda degisir (Bernardi, 1979; Netter ve Robineau,
1989; Bingham ve Nagley, 1983).

Mitokondriyal mutasyon sonucu mtDNA’s1 eksik (rho’) yada mtDNA’dan
tamamen yoksun (rho®) mutantlar meydana gelir (Rasmussen ve ark., 2003; Giudice
ve ark., 2005). Bu mutantlarda elektron transfer zincirinde yer alan bir ¢ok bilesik

bulunmaz (Briggs ve ark., 2004). Ote yandan hiicre duvarimn yapist ve hiicrelerin
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seker kullanim Ozellikleri degisirken glikoz etkisine karsi olan hassasiyet azalir
(Pearson, 1996).

Mitokondriyal mutantlarin izolasyonu ve Ozelliklerinin belirlenmesi
mitokondrinin hiicredeki islevi hakkinda biyokimyasal, genetik ve molekiiler biyoloji
acisindan Onemli bilgiler saglamistir (Walker, 1998). Mitokondriyal mutantlarin
mitokondrisi normal mitokondriden hem morfolojik hem de biyokimyasal olarak
farklidir. Bu mutantlarin mitokondrisinde en yaygin goriilen eksiklik normal
hiicrelerin mitokondrisinde bulunan sitokrom a, sitokrom az; ve sitokrom b
eksikligidir (Gyllang ve Martinson, 1971). Sitokromlar aerobik biitiin hiicrelerde
bulunan ve oksidasyonda yer alan pigmentlerdir (Yiiregir, 1985).

Sitokrom icerigindeki bu degisikliklerin yanisira mitokondriyal mutantlarin
enzim aktivitesinde de farklilik goriiliir. Mutasyonla enzim aktivitesi azalabilir ya da
yok olabilir. TCA dongiisiindeki siiksinik dehidrogenaz ve akonitik hidrotaz
enzimlerinin aktivitesi mitokondriyal mutasyonla yok olur (Silhankova, 1970a).

Mitokondriyal mutantlar etanol, gliserol gibi fermente olmayan karbon
kaynaklarin1 kullanamazlar. Glikoz iceren agar {izerinde gelistirildiklerinde ise kii¢iik
koloniler olustururlar (Kennedy ve ark., 2003; Stuart ve ark., 2005). Ayrica
mitokondriyal mutantlar tetrazolyum tuzunu kullanamadiklari i¢in bu koloniler beyaz
renkte goriiniirler (Kennedy ve ark., 2003).

Mitokondriyal mutantlarin olusumu akridin yada etidium bromit gibi
mutajenler kullanilarak da saglanabilir. Bu mutajenler mitokondriyal DNA’nin tam
kaybina neden olabilirler (Hough ve ark., 1982; Fayeulle, 1985). Sicaklik artiglar1 da
zarin Ozelliklerini etkileyerek mitokondriyal mutantlarin olusumunu arttirabilir
(Pearson, 1996). Teknolojinin gelismesine paralel olarak bira mayasinin genetik
degisimi lizerine kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir (Heller, 2003).

Fonty ve ark. (1979), kendiliginden olusan ve etidium bromit gibi
mutajenlerle olusumu tesvik edilen mitokondriyal mutantlarin gen dizilimlerinin ana
susdan oldukga farkli oldugunu bildirmislerdir.

Ferguson ve ark. (1988), yaptiklar1 bir ¢calismada S. cerevisiae’da yapay
olarak mitokondriyal mutasyon olusumunu saglamak i¢in proflavin ve tiirevleri olan

2,7-dimetil, 2,7-dietil, 2,7-diizopropil ve 2,7-ditert-biitil iizerinde ¢alismislar ve bu
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bilesiklerden 2,7-diizopropil ve 2,7-ditert-biitil’'in DNA baglayic1 6zelliklerinin
bulundugunu belirlemislerdir.

Giudice ve ark. (2005), yaptiklar1 calismada mitokondriyal mutantlarda
mtDNA bulunmadigin1 ve genlerdeki degisiklikler sonucunda TCA dongiisiindeki
enzimlerin olugsmadigini bildirmislerdir. Ayrica ribozomlarda ki protein sentezini
engelleyen ve bir alkoloid olan lyrosine karsi mtDNA’dan yoksun hiicrelerin (rho®)
daha direngli olduklarin1 bulmuslardir.

Murphy ve ark. (1980), 28°C’de gelistirilen mitokondriyal mutantlarda
mitokondrideki protein sentezinin bir ara iiriinii olan “varl” proteinin olusumunun
azaldigini, 36°C’de ise olusmadigini, sitokrom oksidaz ve mitokondriyal ATPaz
enzimlerinin ise sentezlenmedigini belirlemislerdir.

Sakaki ve ark. (2003), mtDNA miktarinin azalmasiyla ortaya ¢ikan
mitokondriyal mutantlarin ana susa gore 1siya daha direncli olduklarim
bildirmislerdir.

Rasmussen ve ark. (2003), oligomisin ve antimisin A bilesiklerinin
mitokondri {izerine etkilerini inceledikleri bir arastirmada bu bilesiklerin
mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu engellediklerini bildirmislerdir. Antimisin
A’nmin mtDNA’da biiyiilk kopmalara neden olarak mitokondriyal mutantlarin
olusumunu saglarken oligomisin’in mitokondriyal ATPaz enzimini baglayarak hem
elektron akisin1 hem de ATP iiretimini engelledigini bildirmislerdir.

Poli ve ark. (1999), yaptiklar1 bir c¢alismada bileosin ve glutation
bilesiklerinin . cerevisiae’da mitokondriyal mutasyona neden oldugunu
bulmuslardir.

Mitokondriyal mutantlarin c¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi
teknolojik islemlerde istenilmeyen sonuclar ortaya ¢ikardigi icin bu mutantlarin bira
endiistrisinde kullaniminin uygun olmadig: bildirilmistir (Silhankova ve ark., 1970b;
Boekhout ve Robert, 2003). Ote yandan yapilan ¢esitli calismalarda mitokondriyal
mutantlarin kontrol suslarina gore fermantasyon hizinin daha diisiik oldugu ve bu
mutantlarla tiretilen biralarda daha yiiksek oranda seker bulundugu belirlenmistir
(Silhankova ve ark., 1970a). Bunun nedeni, mitokondriyal mutantlarin ¢ogunun

fermantasyon sirasinda hizli bir sekilde ¢okmesi ve sekerleri daha diisiik hizla
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asimile etmesidir (Walker, 2004). Trifeniltetrazolyum klorit (TTC) boyama
teknigiyle belirlenen bircok mutant maltotriozu fermente etme yetenegini kaybeder
buna karsin glikoz, fruktoz ve maltozu fermente etme yeteneklerinde ise bir degisme
s0z konusu degildir (Hammond, 1996b; Boekhout ve Robert, 2003). Ote yandan, bu
mutantlar kontrol suslarina gore farkli miktarlarda n-propanol, izo-biitanol, 2-metil
biitanol ve 3-metil biitanol gibi yiiksek alkolleri iretirler (Gyllang ve Martinson,
1971).

Jenkins (2003), maya hiicrelerinin asilama i¢in tekrar kullanilmasi sirasinda
ortaya cikan hiicre gelisiminin azalmasi ve performans kaybi gibi problemlerin
DNA’nin zarar gormesine ve mutasyona yol actigini bildirmistir.

Walker (2004), diisiik gelisme hizina sahip olan ve zayif ¢okelme ozelligi
gosteren mitokondriyal mutantlarin olusumunun bira iiretimi sirasinda kontrol
edilebilmesi durumunda daha iyi kalitede bira elde edilebilecegini bildirmistir.

Ernandes ve ark. (1993), seker kullanimi ve glikoz etkisi gibi fizyolojik
ozellikleri degistirilmis mitokondriyal mutantlarin etanol {iretimi gibi 06zel

endiistriyel uygulamalarda kullaniminin 6nemli olabilecegini bildirmislerdir.

2.6.1.1. Mitokondriyal Mutasyonun Hiicre Gelisimi Uzerine EtKkisi

Hiicre zarinin bilesiminde bulunan en 6nemli bilesikler arasinda doymamais
yag asitleri ve steroller vardir. Bu bilesiklerin yetersiz miktarda sentezlenmesi hiicre
zarmin yapisinda ve zar ile ilgili islemlerde degisiklige neden olur ve hiicre gelisimi
yavaglar (Hough ve ark., 1982; Moonjai ve ark., 2003). Bu bilesiklerin sentezinde yer
alan enzimlerin aktiviteleri mitokondriyal mutantlarin mitokondrisinde diisiiktiir. Bu
da lipid sentezinin azalmasina neden olur. Ote yandan, bu maddelerin sentezi igin
ATP’ye ihtiya¢ vardir. Mutasyon sonucu mitokondriyal ATP miktarinin azalmasi da
bu bilesiklerin sentezinde azalmaya yol acar. Mitokondriyal mutantlarda gelisme
hizinin diisiik olmasinin doymamis yag asidi ve sterol biyosentezindeki azalmayla

ilgili oldugu diistintilmektedir (Pearson, 1996).
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2.6.1.2. Mitokondriyal Mutasyonun Fermantasyon Hiz1 Uzerine Etkisi

Mitokondriyal mutasyonun fermantasyon performansi ve bira kalitesi {izerine
cok biiylik etkisi vardir. Mitokondriyal fonksiyon kaybinin hiicre gelisimini ¢ok
biiyiik ol¢iide engellemesi sonucu siray1 fermente edecek hiicrelerin sayisinda azalma
goriilir. Bu durumda fermantasyon hizi azalir (Ernandes ve ark., 1993; Pearson,

1996).

2.6.1.3. Mitokondriyal Mutasyonun Aroma Maddeleri Uzerine EtKkisi

Ana maya ve bunun mitokondriyal mutantlariyla iiretilen biralarin aromasi
birbirinden farklidir. Mitokondriyal mutantlarla iiretilen biralar daha aromatiktir
(Silhankova ve ark., 1970b). Bu biralarin aromasi tereyagimsi, karamel/toffee, asiri
tath, sabunumsu/yagli olarak tanimlanirken kontrol suslariyla iiretilen biralarin
aromasi serbetciotumsu, cicegimsi/giizel kokulu olarak tanimlanir. Mitokondriyal
mutantlarla iiretilen biralarda diasetil ve 2,3-pentanedion miktarinin yiiksek olmasi
giiclii tereyagimsi/toffee aromaya neden olur (Morrison ve Suggett, 1983; Kennedy,

2003).

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

Yiiksek alkoller birada en fazla bulunan aroma maddeleridir (Berry ve
Watson, 1987). Birada 45 tane yiiksek alkol bulundugu bildirilmistir. Fuzel alkol
olarak da adlandirilan yiiksek alkollerden en 6nemlileri; 2-metil propanol, 2-biitanol,
3-metil biitanol, 2-metil biitanol, 2-pentil etanol’diir (Verstrepen ve ark., 2003a;
Dickinson, 2003). Bu bilesikler biraya meyvemsi ve tath bir aroma verirler. Maya
irki, ortamin bilesimi, fermantasyon sicakligi ve havalandirma yiiksek alkollerin
olusumunda etkili olan faktorlerdir (Younis ve Stewart, 1998; Boekhout ve Robert,
2003). Fermantasyon teknolojisinde ya da siranin bilesimindeki degisiklikler sonucu
asirt miktarda yiiksek alkol iiretilebilir. Yiiksek alkollerin dengesiz bir sekilde

iretimi biranin aromasini olumsuz etkiler (Quanin ve Duffield, 1985)
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Yiiksek alkollerin olusumlart aminoasit metabolizmasiyla ilgilidir. Maya,
Ehrlich (aminoasit) ve biyosentez (karbonhidrat) yollarim1 kullanarak yiiksek
alkolleri iiretir. Ehrlich yolu, ortamda aminoasitlerin bulunmasi halinde kullanilir
(Henschke ve Jiranek, 1993). Bu yolla bazi aminoasitlerden olusan yiiksek alkoller

Cizelge 2.2’de verilmigtir.

Cizelge 2.2. Baz1 aminoasitlerden iiretilen yiiksek alkoller (Hough ve ark., 1982;
Henschke ve Jiranek, 1993).

Aminoasit Keto asit Aldehit Yiiksek alkol
2-Amino biitirik asit | 2-Keto biitirik asit Propionaldehit 1-Propanol
Valin 2-Keto izo valerik asit [zobiitil aldehit [zo-butanol
Izolosin 2-Keto3-metilvalerik asit 2-metil biitil aldehit | 2-Metil biitanol
Losin 2-Keto izokaproik asit [zovaler aldehit 3-Metil biitanol
Fenil alanin 3-fenil 2-keto propiyonik asit 2-Fenil etanol
Serin Hidroksi piirivik asit Glioksal Glikol

Hiicre i¢ine alinan aminositler 6nce transaminosyanla ketoasitlere daha sonra
dekarboksilasyonla aldehitlere doniisiir. Aldehitlerin yiiksek alkollere doniisiimii
sirasinda ise NAD" olugur. Mitokondriyal mutasyon sonucu aldehitlerin alkollere
doniisiimii gibi NAD* olusumuna yol acan reaksiyonlarda artis oldugu gozlenmistir.
Ayrica, mitokondriyal mutantlarda mitokondriyal protein sentezinin olmamasi
yiksek alkol {iiretimi i¢in ortamda daha fazla aminoasit bulunacagini gosterir
(Pearson, 1996). Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal mutasyonun yiiksek alkol

tiretimini 6nemli Ol¢iide arttirdigini bildirmislerdir.
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2.6.1.3.(2). Mitokondriyal Mutasyonun Ester Uretimi Uzerine Etkisi

Bira aromasmma o©nemli Olciide katki saglayan en Onemli aroma
bilesenlerinden biri de esterlerdir. Esterler, alkollii ickilere meyvemsi tat ve koku
verirler ve nispeten diisiik algilanma esiklerine sahiptirler (Giiveng ve ark., 2002;
Dufuor ve ark., 2003). Siranin fermantasyonu sirasinda bircok farkli ester olusur.
Birada bulunan baslica esterler; etil asetat, izoamil asetat, etil kaproat, etil kaprilat ve
2-fenil etil asetattir (Peddie, 1990; Verstrepen ve ark., 2003b). Ester olusumu iizerine
maya 1rki, siranin bilesimi, fermantasyon sicakligi, basing, havalandirma gibi
faktorler ©nemli derecede etki eder. Bu parametrelerin degisimi biranin
ozelliklerinde 6nemli degisikliklere yol acar (Hammond ve Pye, 1996; Lyness ve
ark., 1996).

Esterler, alifatik asitlerin CoA tiirevleri ve alkoller arasindaki enzimatik
reaksiyon sonucu olusurlar (Dufuor ve Malcorps, 1995; Waites ve ark., 2001). Ester
olusum mekanizmasi Sekil 2.6’da verilmistir. Ester sentezinde rol oynayan en 6nemli
enzim alkol asetil transferaz enzimidir. Bu enzim alkol ve asetil-CoA arasinda
gerceklesen reaksiyonu katalizler. Asetil-CoA yaninda diger asil-CoA’lar da

esterlerin liretiminde rol oynarlar (Rojas ve ark., 2001).

O O
I I
RCH,CSCoA + R'CH,OH —_— RCH,COCH,R'
Asil-CoA Alkol Ester

Sekil 2.6. Ester olusum mekanizmasi (Lewis ve Young, 1995).

Piirivatin asetil-CoA’ya doniisiimii mitokondrinin matriksinde gerceklesir ve
bircok enzim tarafindan katalizlenir. Mitokondriyal mutasyon sonucu mitokondriye
plirivat girisinin azalmast ya da enzim aktivitesinin diigsmesi ile iiretilen ester miktari

da azalir (Pearson, 1996).
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2.6.1.3.(3). Mitokondriyal Mutasyonun Karbonil Bilesiklerinin (Aldehit ve

Keton) Uretimi Uzerine Etkisi

Aldehit ve ketonlar bira aromasinda 6nemli rol oynayan ve algilanma esikleri
diisiik olan aroma bilesikleridir. Aldehitler genellikle cimenimsi ve meyvemsi aroma
verirler. Maya 1rki, fermantasyon sicakligi, pH ve oksijen aldehit olusumunu
etkileyen en onemli faktorlerdir (Varnam ve Sutherland, 1994; Cabaroglu, 1995).

Aldehitlerden asetaldehit onemli bir bilesiktir ve toplam aldehitin %90’ 11
olusturur. Alkol fermantasyonu sirasinda piriivatin dekarboksilasyonuyla olusur
(Waites ve ark., 2001).

Asetaldehit, S. cerevisiae’daki glikolitik yolda alkol dehidrogenaz enzimi

tarafindan etil alkole indirgenir ve bir molekiil NAD" olusur (Sekil 2.7).

Asetaldehit + NADH + H* — Etil alkol + NAD"

Sekil 2.7. Asetaldehitten etanol olusumu (Aehle, 2004).

ATP sentezinde NAD""ya ihtiya¢ vardir. Bu nedenle NAD" olusumu hiicre
icin Onemlidir. Mitokondriyal mutantlarin etil alkol iiretimini arttirdigr dolayisiyla
asetaldehit iiretimini azalttig1 bilinir. Bu durum mutantlarla iiretilen biralarda asetat
miktarinin neden daha diisiik oldugunu aciklar. Ote yandan, asetaldehit fermantasyon
sirasinda maya hiicresi tarafindan yeniden hiicre igine alinir. Mitokondriyal
mutasyonla hiicre zarinin 6zellikleri degistigi icin asetaldehidin hiicre igine alimi
daha hizli bir sekilde gerceklesebilir. Bu durumda elde edilen birada asetaldehit
miktar1 daha diisiik olur (Pearson, 1996).

Ketonlardan diasetil (2,3-biitanedion) ve 2-3 pentanedion Onemlidir. Bu iki
bilesik cok kiiciik konsantrasyonlarda bulunmalarina ragmen bira aromasi iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir ve biraya istenmeyen tereyagimsi bir aroma verirler
(Nykdnen ve Suomalainen, 1983; Berry ve Slaughter, 2003). Diasetilin onciil
maddesi a-asetolaktat ve 2-3 pentanedion’un onciil maddesi ise a-ketobiitirattir. Bu
asitler sirasiyla valin ve izolosin aminoasitlerinin sentezinde ara iiriin olarak ortaya

cikarlar (Iserentant, 2003; Boekhout ve Robert, 2003). o-Asetolaktik ve «-
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ketobiitirik asitler maya tarafindan fermantasyon ortamimna verilir ve bunlar
fermantasyon ortaminda oksidatif dekarboksilasyonla sirasiyla, diasetil ve 2-3
pentanediona doniisiirler (Berry, 1995; Boulton ve Box, 2003). Fermantasyon

sirasinda diasetilin olusum mekanizmasi Sekil 2.8’ de verilmistir.

Piriivat Sirada
ILV2 Kimyasal Oksidasyon
o- Asetolaktat » Diasetil
ILV5 l \\ALDC

Asetoin

a, B-Dihidroksivalerat
ILV3
a- ketoizovalerat
lamino asit transferaz

Valin

ILV?2: Asetohidroksiasit sentaz, ILV3: Rediiktoizomeraz, ILV3: Asetohidroksiasit dehidrataz,
ALDC: a-Asetolaktat dekarboksilaz

Sekil 2.8. Sira fermantasyonu sirasinda valin sentezinin ana iiriinii olarak diasetil
olusumu (Iserentant, 2003).

Diasetil maya tarafindan olusturulan rediiktaz enzimi ile asetoin ve 2,3-
biitanediol’e, 2,3-pentanedion ise 2,3-pentanediol’e doniistiiriilir (Varnam ve
Sutherland, 1994). Diasetilin bu bilesiklere doniisiimii ¢ok yavas bir bigimde
gerceklesir. Bu durum etil alkol fermantasyonunu yeni tamamlamis biranin
olgunlagmas: i¢in gereken siirenin uzamasina neden olur. Az miktarda diasetil ve 2,3-
pentanedion olusturan suslart gelistirmek amaciyla S. cerevisiae lizerinde cesitli
genetik calismalar yapilmaktadir (Varnam ve Sutherland, 1994; Green, 2002).

Diasetil olusumunu azaltarak olgunlastirma siiresini kisaltmak icin bir cok yontem
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kullanilmaktadir. a-asetolaktattan direk olarak asetoin olusumunu saglamak ya da
valin biyosentezinde gorevli olan enzimleri kodlayan genleri kontrol ederek diasetil
olusumunu en aza indirmek bu yontemler arasindadir (Hammond, 1996a; Heller,

2003).

Valin ve izoldsin aminositlerinin olusumunda rol oynayan enzimler
cekirdekte kodlanir fakat mitokondride bulunurlar. Mitokondriyal mutasyon sonucu
bu enzimlerin aktivitesi azalirken diasetil ve 2,3-pentanedion olusumu 6nemli ol¢iide
artar (Morrison ve Suggett, 1983; Pearson, 1996). Ote yandan Jenkins (2003),
diasetil miktarindaki artisin mitokondriyal mutasyon sonucu fermantasyon siiresinin

uzamasl1 ve maya canliliginin azalmasiyla ilgili olabilecegini ileri stirmiistiir.

2.6.1.4. Mitokondriyal Mutasyonun Bira Mayasiin Cokelme Yetenegi Uzerine
Etkisi

Yapilan calismalarda S. cerevisiae’nin mitokondriyal mutantlarinda ¢cokelme
yeteneginin degistigi gozlenmistir. Cokelme mekanizmasini agiklayan degisik
teoriler vardir. En ¢ok kabul gbren teoriye gére mayanin hiicre duvarinda bulunan
lektin proteinleri, Ca*? varliginda, baska maya hiicre duvarlarinda bulunan mannozla
etkilesime girer. Mitokondriyal —mutantlardaki hiicre duvarinin  mannoz
kompozisyonunun degistigi gozlenmis ve cokelmede yer alan proteinlerin bir
mitokondriyal mutantta olmadig bulunmustur (Stewart ve Russell, 1998; Finn ve
Stewart, 2002).

Gyllang ve Martinson (1971), mitokondriyal mutantlarin fermente olan sirada
siispansiyon halinde kalma yeteneklerini test etmisler ve mutantlarin ¢abuk

coktiiglinii bulmuglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Mayalar

Bu calismada alt fermantasyon bira mayasi S. carlsbergensis NCYC 1056 ve
ist fermantasyon bira mayasi S. cerevisiae NCYC 1006 kullanilmistir. Mayalar, Dr.
. Campbell (Heriot-Watt Universitesi, 1skogya, Birlesik Krallik)’dan temin

edilmistir.
3.1.2. Hammadde

Denemelerde kullanilan malt siras1 Adana Efes Pilsen Isletmesi’nden temin

edilmistir. Diger maddeler bunlar satan kuruluslardan saglanmistir.

3.1.3. Denemelerde ve Analizlerde Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Adana Efes Pilsen Isletmesi’'nden temin edilen sira Cukurova Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimiine getirilmistir. Sterilizasyon amaciyla “Hirayama”
marka otoklav kullanilmistir. Mayanin cogaltilmast “Memmert” marka orbital
kanistiricida  gerceklestirilmistir.  Mayalarin = siradan  ayrilmasinda “Eppendorf
Centrifuge 5810”7 marka santrifiij kullanilmistir. Fermantasyonlar sicakligi
ayarlanabilen ”Sanyo” ve “ Velp Scientifica FTC 90E” marka inkiibatorlerde
gerceklestirilmistir. Maya sayiminda “Euromex” marka mikroskop kullanilmustir.
Fermantasyon siiresince yogunluktaki degisimin belirlenmesinde “Mettler Toledo”
marka yogunluk 6lcer kullanilmistir. Ornek homojenizasyonu icin ”Niive NM 110”
marka karistirici, pH tayininde “Inolab” marka pH metre kullamlmustir. Indirgen ve
toplam seker tayininde ”Shimadzu UV-1201" marka spektrofotometre kullanilmastir.
TTC c¢ozeltisinin sterilizasyonu 0.45um steril filtre kullamilarak, EK filtrasyon

diizeneginde vakum pompasiyla yapilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Denemelerin Hazirlanmasi

Denemeler Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Boliimii Biyoteknoloji Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Mitokondriyal Mutantlarim Fermantasyon Ortamindan Izolasyonu

3.2.1.1.(1). Asilama Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Asilama icin, malt ekstrakt agarda gelistirilen mayalardan iki koloni, steril
erlenmayer icerisinde bulunan steril siraya asilanmis ve daha sonra erlenmayerler
orbital karistiriciya yerlestirilmigtir. Sira, 25°C ve 160 devir/dakikada 48 saat
birakilmis ve bu siire sonunda steril tiipler icerisinde 4000 devir/dakikada 10 dakika
siire ile santrifiij edilmistir. Daha sonra mayalar, iki defa steril su ile yikanarak 1x10’

hiicre/ml oraninda siraya asilanmistir (Erten ve Campbell, 2001).
3.2.1.1.(2). Trifeniltetrazolium Klorit (TTC) Agarin Hazirlanmasi
Agar fosfat tamponu (0.134 mol/L ve 30 g/L agar, pH:7) 115°C’de 10 dakika

steril edildikten sonra 55°C’ye sogutulmus ve EK filtrasyonuyla steril edilen TTC

cozeltisiyle karistirilmastir.
3.2.1.1.(3). YEP-Glikoz Agarim Hazirlanmasi
%?2 Glikoz, %1 maya ekstrakti, %1 pepton ve %2 agar kullanilarak hazirlanan

¢ozelti 115°C’de 10 dakika steril edildikten sonra sogutulmus ve steril petri

kutularina dokiilmiistiir.
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3.2.1.1.(4). YEP-Gliserol Agarin Hazirlanmasi

%2 Gliserol, %1 maya ekstrakti, %1 pepton ve %2 agar kullanilarak
hazirlanan ¢ozelti 115°C’de 10 dakika steril edildikten sonra sogutulmus ve steril

petri kutularina dokiilmiistiir.
3.2.1.1.(5). Fermantasyon

Mitokondriyal mutantlarin fermantasyon ortamindan izolasyonu Sekil 3.1 de
verilmigtir. 1 litrelik erlenmayerlere 800 mL sira konulmus agizlart pamuk ve
aliminyum folyo ile kapatilmig ve 115°C’de 10 dak. steril edilmistir. Sogutulan
siraya 1x10” hiicre/mL olacak sekilde maya asilanmistir. Fermantasyonlar paralelli
olarak alt fermantasyon bira mayas1 i¢in 12°C’lik bir inkiibatorde, iist fermantasyon
bira mayasi iginse 18°C lik bir inkiibatorde yiiriitiilmiistiir.

Fermantasyon sirasinda 1 mL sira Ornegi alinarak gerekli oranlarda
seyreltilmistir. Buradan alinan 0.1 mL 6rnek YPD agar (patates dekstroz agar)
lizerine yayma yontemiyle ekilmis ve 25°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kolonilerin iizerine 20 mL TTC agar dokiilmiis ve 1 saat
karanlikta bekletilmistir. Bu siire sonunda TTC tuzunu kullanamadiklar: i¢in beyaz
renkte goriinen mitokondriyal mutantlar izole edilmistir. Bu kolonilerin mutant olup
olmadigindan emin olmak amaciyla YEP-glikoz ve YEP-gliserol agar iizerine yayma
yontemiyle ekim yapilmis ve 25°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Glikoz ortaminda
gelisen ancak gliserol ortaminda gelisemeyen kolonilerin mitokondriyal mutant

oldugu dogrulanmistir (Jenkins ve ark.,2003).
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Malt sirasi

l

Sterilizasyon
Maya ilavesi Sogutma
(1x10 hiicre/ml)
Fermantasyon

Alt fermantasyon (12°C)
Ust fermantasyon (18°C)

l

Ornek alma ve
YPD agar iizerine

l

Inkiibasyon

(25°C’de 3 giin)

TTC agar ilavesi
(1 saat karanlikta bekletme)

l

Beyaz kolonilerin YEP-glukoz

ve YEP-gliserol agar iizerine

agilanmasi (25°C’de 5 giin)

Mitokondriyal mutantlarin izolasyonu

Sekil 3.1. Mitokondriyal mutantlarin fermantasyon ortamindan izolasyonu

(Crumplen ve ark., 1990; Jenkins ve ark.,2003).
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3.2.1.2. Denemelerin Diizenlenmesi
3.2.1.2.(1). Asilama Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Asilama i¢in, malt ekstrakt agarda gelistirilen mayalardan iki koloni, steril
erlenmayer icerisinde bulunan steril siraya asilanmis ve daha sonra erlenmayerler
orbital karistiriciya yerlestirilmis ve 48 saat siire ile orbital karistiricida birakilmagtir.
Bu siire sonunda steril tiipler icerisinde 4000 devir/dakikada 10 dakika siire ile
santrifiij edilmistir. Daha sonra mayalar, iki defa steril su ile yikanarak 1x10’

hiicre/mL oraninda siraya agilanmistir (Erten ve Campbell, 2001).

3.2.1.2.(2). Fermantasyon

Denemelerin diizenlenmesi Sekil 3.2°de verilmistir. 1 litrelik erlenmayerlere
800 mL sira konulmus, agizlar1 pamuk ve aliminyum folyo ile kapatildiktan sonra
115°C’de 10 dak. steril edilmistir. Sogutulan siraya 1x10" hiicre/mL olacak sekilde
bira mayasi ve dogal fermantasyon ortamindan izole edilen mitokondriyal mutantlari
astlanmistir. Erlenmayerlerin agzi steril fermantasyon basliklar ile kapatildiktan
sonra fermantasyona birakilmistir. Fermantasyonlar parelelli olarak alt fermantasyon
bira mayasi i¢in 12°C ve iist fermantasyon bira mayasi i¢in 18°C’de yiiriitiilmiistiir.
Fermantasyon gidisi yogunluktaki degisim izlenerek belirlenmistir. Normal bira

mayasi ile yiiriitiilen fermantasyonlar kontrol olarak kullanilmistir.

29



3. MATERYAL VE METOT

Giilten YAGMUR

Malt

sirasi

l

Sterilizasyon

l

v
Fermantasyon

Alt fermantasyon (12°C)
Ust fermantasyon (18°C)

Sogutma
Maya ilavesi Mitokondriyal
(1x10 hiicre/ml) mutasyona ugramiy ——»
(Tanik) maya ilavesi

(1x10” hiicre/ml) v

Fermantasyon
Alt fermantasyon (12°C)
Ust fermantasyon (18°C)

Sekil 3.2. Mitokondriyal mutantlarla fermantasyon denemelerinin diizenlenmesi
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3.2.2. Analiz Metodlar:

3.2.2.1. Maya Sayim

Maya sayimi metilen mavisi kullanilarak mikroskop altinda Thoma lami

yardimiyla yapilmistir (Anon., 1997).

3.2.2.2. Sirada Yapilan Analizler

Sirada brix, pH, toplam asitlik ve yogunluk analizleri yapilmistir (Anon,

1997).
3.2.2.2.(1). Brix Tayini

Brix olctimii, refraktometre ile gerceklestirilmistir (Anon., 1997).
3.2.2.2.(2). pH Tayini

pH, dogrudan pH metre kullanilarak olciilmiistiir (Anon., 1997).
3.2.2.2.(3). Toplam Asit Tayini

Toplam asit miktari, siranin belirte¢ olarak fenolftalein esliginde N/10’luk
NaOH ile titre edilmesi suretiyle belirlenmistir. Sonuglar laktik asit cinsinden
verilmistir (Anon., 1997).

3.2.2.2.(4). Yogunluk Tayini

irada yogunluk, dijital bir yogunluk Olgerle g/cm™ cinsinden Olcilmiistiir
dyglkd'j'lb'yglklglg/S"d I¢iil

(Anon., 1997).
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3.2.2.3. Birada Yapilan Analizler

Biralarda yogunluk, etil alkol, pH, toplam asit, indirgen seker, toplam seker

ve aroma maddeleri analizleri yapilmistir.
3.2.2.3.(1). Yogunluk Tayini

Yogunluk tayini, piknometre ile 20°C’de yapilmistir (Anon., 1997).
3.2.2.3.(2). Etil Alkol Tayini

Alkol miktari, damitma sonucu elde edilen alkollii sivinin piknometre ile
belirlenen yogunlugundan cizelgeler yardimiyla 6nce agirlik (g/L), sonra hacim
(%h/h) olarak bulunmustur (Anon., 1997).
3.2.2.3.(3). pH Tayini

Biralarin pH’s1 dogrudan pH metre kullanilarak ol¢iilmiistiir (Anon., 1997).
3.2.2.3.(4). Toplam Asit Tayini

Toplam asit miktari, siranin belirte¢ olarak fenolftalein esliginde N/10’luk
NaOH ile titre edilmesi suretiyle belirlenmistir. Sonuglar laktik asit cinsinden
verilmistir (Anon., 1997).

3.2.2.3.(5). indirgen Seker Tayini

Indirgen seker miktar1 mg/L olarak DNS yontemi ile belirlenmistir (Ghose,

1984; Gok, 1998).
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3.2.2.3.(6). Toplam Seker Tayini

Toplam seker miktar1 fenol-siilfiirik asit yontemi ile yapilmistir (Catley,

1988; Amrane ve Prigent ,1996).

3.2.2.3.(7). Aroma Maddelerinin Tayini

Aroma maddeleri tayini 5890 serisi Hewlett-Packard marka (Stockport,
Ingiltere) gaz kromotografisinde yapilmistir. Alkol fermantasyonundan sonra biralar
santrifiij edilerek maya hiicreleri uzaklastirilmistir. Daha sonra 5 mL 6rnek, 2 g NaCl
ve 50 uL i¢ standart (200 mg/L 3-heptanon ve 18.2 mg/L 2,3-hekzanedion karigimi)
0zel kromatografi siselerinde karistirilmistir.

Kullanilan dedektorler alev iyonlagsma (FID) ve elektron yakalama (ECD)
dedektorleridir. Uzunlugu 60 m ve i¢c capt 0.25 mm olan CP-Wax-57-CB
(Chromopack, Hollanda) marka kapiler kolon kullamilmustir. Siseler 60°C’de 90
dakika asetolaktanin diasetil olusumu igin 1sitilmistir. Daha sonra 1 mL ©rnek
otomatik olarak caligan 6rnek verme sistemi ile kromotografiye verilmistir. Enjektor
sicakligi 160°C dir. Kolon sicakligi 43°C"de 2 dakika beklemeden sonra, dakikada
30°C artarak 180°C’ye cikarilmis ve bu sicaklikta 4 dakika bekletilmistir. Tagiyici
gaz helyum ve akis orani1 dakikada 22 mL’dir. Enjektor tipi splitdir. Aroma
maddeleri tayini sonuglart i¢ standart yardimiyla salinma siirelerinden bilgisayar

yardimiyla otomatik olarak yapilmistir (Erten ve Campbell, 2001).
3.2.2.3.(8). istatistiksel Analizler
Kimyasal analizler ve aroma analizlerinden elde edilen sonuglar, istatistiksel

olarak t-testine tabi tutulmustur. Istatistiksel analizlerde Windows SPSS 10.0 paket
programi kullanilmistir (Ozdamar,1999).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Denemelerde Kullanilan Siranin Genel Bilesimi

Denemelerde kullanilan siranin genel bilesimi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Malt sirasinin bilesimi

Bilesim Miktar
Brix 12.5
pH 5.48
*Toplam asitlik (g/L) 2.02
Yogunluk (g/cm?) 1.050

* Laktik asit cinsinden

Denemelerde kullanilan siranin pH’s1 ve yogunlugu daha Once yapilan bazi
caligmalarla benzerlik gostermektedir. Moll (1991), kaynatma islemi sonrasinda malt
strasi i¢in istenilen pH degerinin 5.4 civarinda oldugunu bildirmistir. Silhankova ve
ark. (1970b), mitokondriyal mutantlarla ilgili yaptiklar1 bir calismada kullandiklar
stranin yogunlugunun 1.0404 g/cmS, pH’smin 5.62, toplam asitliginin ise 1.70 g/L

oldugunu bildirmislerdir.
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4.2. Alkol Fermantasyonunun Gidisi

S. carlsbergensis NCYC 1056, S. cerevisiae NCYC 1006 mayasi ile bu
mayalarin mitokondriyal mutantlarinin kullanildigi denemelerle ilgili olarak alkol
fermantasyonunun gidisi yogunluk ol¢iimleri yapilarak izlenmis ve sonuglar Sekil

4.1°de verilmistir.

1,06 -
—m—N1056
1,05 —=—N1056 Mutant
—e—N1006
—o—N1006 Mutant
1,04 -
=
(&)
=)
~ 1,03
=)
[
o)
o))
(@)
>
1,02
1,01 4
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fermantasyon siresi (giin)

Sekil 4.1. S. carlsbergensis NCYC 1056, S. cerevisiae NCYC 1006 ve mitokondriyal
mutantlarinin kullanildig1 denemelerde alkol fermantasyonunun gidisi

Sekil 4.1°den de goriildiigii gibi her iki bira mayasi ve mutantlar1 kullanilarak
gerceklestirilen denemelerde mutant maya hiicrelerinde fermantasyon hizi daha
yavastir. S. cerevisiae NCYC 1056 mayasinin kullanildigi denemelerde alkol

fermantasyonunun gidisi 2. giinden sonra mitokondriyal mutantlarina gore daha hizlh
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gerceklesmistir. Ote yandan  S. cerevisiae NCYC 1006 mayasinin kullamldig
denemede ise 1. giinden sonra bu diisiis gerceklesmistir. Bu durum, ana maya
hiicrelerinin sekeri mitokondriyal mutantlara gére daha hizli parcaladigini dolayisiyla
fermantasyon hizinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Gergeklestirilen
denemelerde fermantasyon 15 giinde tamamlanmistir.

Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal mutantlarin bira kalitesi {lizerine
etkisini incelemisler ve boyle mutantlarin bira iiretiminde kullanilmasi durumunda
fermantasyon hizinin azaldigimi bildirmislerdir. Pearson (1996), mitokondrinin
gorevini tam olarak yerine getirememesi sonucu hiicre gelisiminin biiylik Ol¢iide
engellendigini, bu durumun da mitokondriyal mutantlarda fermantasyon hizinin

azalmasina neden oldugunu belirtmistir.
4.3. Bira Fermantasyonunda Mayalarin Gelisimi

Alkol fermantasyonu sirasinda S. carlsbergensis NCYC 1056, S. cerevisiae
NCYC 1006 ve bu mayalarin mitokondriyal mutantlarinin kullanildigi

denemelerdeki maya gelisimi Sekil 4.2°de verilmistir.

—a—N1056
—0— N1056 Mutant
—e—N1006
—o— N1006 Mutant

Canli maya sayisi (log hiicre/mL)

6,5

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

Sekil 4.2. S. carlsbergensis NCYC 1056, S. cerevisiae NCYC 1006 ve mitokondriyal
mutantlarinin kullanildig1 denemelerde maya gelisimi
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Denemelerde fermantasyon boyunca ana maya sayist mitokondriyal
mutantlarina gore 1. giinden itibaren daha hizli bir sekilde artis gostererek daha
yiiksek degerlerde bulunmustur. Kontrol olarak kullanilan ve ana maya hiicreleri ile
asilanan ornekte ve mitokondriyal mutantinda en yiiksek maya sayisina sirasiyla 8.51
log hiicre/mL ve 8.34 log hiicre/mL olarak fermantasyonun yedinci giiniinde
ulasilmis ve bugiinden sonra her iki denemede de maya sayisinda azalma
gozlenmistir. S. carlsbergensis NCYC 1056 mayas1 kullanilan denemede
fermantasyon sonunda canli maya sayist 8.37 log hiicre/mL olarak belirlenmisken
mitokondriyal mutantinin kullanildigi denemelerde 8.21 log hiicre/mL olarak
belirlenmistir.

Sekilden de goriildiigii gibi S. cerevisiae NCYC 1006 mayasinin ana
hiicreleriyle gerceklestirilen denemelerde mutant mayaya gore canli hiicre sayisi
daha yiiksek bulunmustur. Ana maya ile gerceklestirilen denemelerde
fermantasyonun altinci giiniinde maya sayist 8.46 log hiicre/ml olarak en yiiksek
seviyeye ulasmis ve daha sonra fermantasyonun onuncu giiniinden sonra maya
sayisinda azalma gozlenmistir. Ancak daha sonra canli hiicre sayisinda belirgin bir
degisiklik gbdzlenmemistir. Fermantasyon sonunda maya sayist 8.26 log hiicre/ml
olarak saptanmistir. Ote yandan mitokondriyal mutantlarla gerceklestirilen
fermantasyonlarda fermantasyonun birinci giiniinde maya sayisinda artis baslamis ve
en yiiksek maya sayisina fermantasyonun altinci giiniinde 8.28 log hiicre/ml olarak
ulasilmigtir. Fermantasyonun yedinci giiniinde durgun faz baslamis ve onbirinci giine
kadar devam etmistir. Onbirinci giinden sonra ise maya sayisinda diisiis gozlenmistir.
Fermantasyon sonunda maya sayimi 8.10 log hiicre/mL olarak bulunmustur.

Silhankova ve ark. (1970a) ve Pearson (1996) mitokondriyal mutantlarla
yaptiklart bir calismada mitokondriyal mutantlarin gelisme hizinin ana maya

hiicrelerine gore diisiik oldugunu bulmuslardir.
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4.4. Biralarin Genel Bilesimi

S. carlsbergensis NCYC 1056, S. cerevisiae NCYC 1006 ve mitokondriyal
mutantlar1 kullanilarak elde edilen biralarin genel bilesimi Cizelge 4.2 ve Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.2. S. carlsbergensis NCYC 1056 mayas1 ve mitokondriyal mutant1 ile
elde edilen biralarin genel bilesimi

Mitokondriyal g

Ana maya
mutant
Yogunluk (g/cm’) 1.015 1.019 **
Alkol % (h/h) 4.4 3.92 *
Indirgen seker (g/L) 2.11 2.28 ok
Toplam seker (g/L) 66.14 69.96 ok
pH 4.53 4.56 o.d
Titrasyon asitligi 2.14 2.33 *

'S: Istatiksel degerlendirmede onem seviyesi. *: %35, **: %1 onem seviyesinde ve
0.d.: 6nemsiz.

Cizelge 4.3. S. cerevisiae NCYC 1006 mayas: ve mitokondriyal mutant1 ile elde
edilen biralarin genel bilesimi

Mitokondriyal g

Ana maya
mutant
Yogunluk (g/cm”) 1.0134 1.0164 ok
Alkol %(h/h) 4.32 4.03 ok
Indirgen seker (g/L) 1.68 222 ok
Toplam seker (g/L) 50.34 59.61 ok
pH 4.60 4.51 o.d
Titrasyon asitligi 2.43 3.02 *

'S: Istatiksel degerlendirmede onem seviyesi. *: %5, **: %1 onem seviyesinde ve
0.d.: 6nemsiz.

Bira {iiretiminde mitokondriyal mutant kullanimi % alkol miktarinin
azalmasina neden olmustur. Cizelgelerden de goriildiigli gibi S. carlsbergensis
NCYC 1056 ve S. cerevisiae NCYC 1006 mayalarinin ana hiicreleri kullanilarak elde

edilen biralarin alkol miktar1 sirasiyla hacim olarak % 4.4 ile % 4.32 ve
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mitokondriyal mutantlarla elde edilen biralarin alkol miktar1 %3.92 ile % 4.03 olarak
daha diisik miktarlarda bulunmustur. Ernandes ve ark. (1993), mitokondriyal
mutasyon sonucu alkol iiretiminin arttigin1 bildirmistir. Jenkins ve ark.(2003) ise bu
mutantlarla iiretilen biralarda alkol {iretiminin az oldugunu bildirmislerdir.

Bira iiretiminde mitokondriyal mutant kullanim1 yogunlugun artmasina neden
olmustur. Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’ten de goriildiigii gibi S. carlsbergensis NCYC
1056 mayas1 ve S. cerevisiae NCYC 1006 mayasinin ana hiicreleri kullanilarak elde
edilen biralarin yogunluk degerleri sirastyla 1.015 g/cm® ve 1.0134 g/cm’ iken bu
mayalarin mitokondriyal mutantlar1 kullanilarak elde edilen biralarin yogunluklar
sirastyla 1.019 g/cm3 ve 1.0164 g/cm3 tiir.

Mitokondriyal mutantlarin gelisme hizlar1 daha diisiik oldugu i¢in sekeri tam
olarak fermente edemezler. Bu nedenle, bu mutantlar kullanilarak elde edilen
biralarin seker icerikleri ve yogunluklar1t daha yiiksek bulunmustur. Silhankova ve
ark. (1970b), mitokondriyal mutantlarla iiretilen biralarda daha yiiksek oranda seker

bulundugunu bildirmislerdir.
4.5. Biralarin Aroma Maddeleri

Bira aromasmnin ©Onemli bir kismi mayalar tarafindan etil alkol
fermantasyonunda olusturulur. Aroma maddeleri biranin tat ve kokusu iizerinde son
derece 6nemlidir (Campbell, 1987).

S. carlsbergensis NCYC 1056 mayast ve S. cerevisiae NCYC 1006 mayasi
ile bu mayalarin mitokondriyal mutantlar1 kullanilarak elde edilen biralarda

belirlenen aroma maddeleri sirasiyla Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’de verilmistir.

39



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Giilten YAGMUR

Cizelge 4.4. S. carlsbergensis NCYC 1056 mayas1 ve mitokondriyal mutanti ile elde

edilen biralarin aroma maddeleri degerleri

Ana Mitokondriyal g’

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

'S: Istatiksel degerlendirmede 6nem seviyesi. *: %3, **: %1 nem seviyesinde, o.d.:

Onemsiz
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Cizelge 4.5. S. cerevisiae NCYC 1006 mayas1 ve mitokondriyal mutant1 ile elde
edilen biralarin aroma maddeleri degerleri
Ana Mitokondriyal *

S

maya mutant
Yiiksek alkoller (mg/L)
Propan-1-ol 22.39 25.35 o.d
Izo-biitanol 20.88 22.61 o.d
2-metil biitanol 23.82 23.52 o0.d
3-metil biitanol 58.37 45.89 *ok
Toplam 125.46 117.37
Esterler(mg/L)
Etil asetat 24.96 17.78 *
Etil biitirat 0.046 0.036 o.d
[zo-amil asetat 0.72 0.43 *
Izo-biitil asetat 0.98 0.93 o.d
Etil hekzonoat 0.033 0.033 o0.d
Etil oktanoat 0.04 nd
Toplam 26.779 19.21

Karbonil bilesikler (mg/L)

Asetaldehit 6.72 3.01 *
Diasetil (2,3- sk
biitanedion) 0.15 0.62
2,3-pentaedion 0.017 0.084 ko
Aseton 0.99 0.93 0.d
Toplam 7.87 4.64

Genel toplam 160.110 141.22

(mg/L)

'S: Istatiksel degerlendirmede onem seviyesi. *: %5, **: %1 onem seviyesinde ve
0.d.: 6nemsiz.
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S. cerevisiae NCYC 1006 mayas: ve mutantinin kullanildigi denemelerde
elde edilen biralardaki toplam aroma maddeleri miktar1 S. carlsbergensis NCYC
1056 mayas1 ve mutantinin kullanilmasi ile elde edilen biralardaki toplam aroma
maddeleri miktarindan daha yiiksek bulunmustur. Ote yandan, mitokondriyal
mutasyon aroma maddelerinin iiretiminde azalmaya yol agmistir. S. carlsbergensis
NCYC 1056 mayas1 ve S. cerevisiae NCYC 1006 mayas: kullanilarak elde edilen
biralarda toplam aroma maddeleri miktar1 sirasiyla 149.28 mg/L ile 160.110 mg/L
iken bu mayalarin mitokondriyal mutantlar1 kullanilarak elde edilen biralarda bu
degerler sirasiyla 113.6 mg/L ve 141.22 mg/L’dir.

Mitokondriyal mutant kullanimi bira {iiretiminde toplam yiiksek alkol
miktarinda azalmaya neden olmustur. S. carlsbergensis NCYC 1056 mayasi ve S.
cerevisiae NCYC 1006 mayas1 kullanilarak elde edilen biralarda yiiksek alkol
miktar1 sirastyla 109.53 mg/L ile 125.46 mg/L iken bu mayalarin mitokondriyal
mutantlar kullanilarak elde edilen biralarda bu degerler azalarak sirasiyla 98.4 mg/L
ve 117.37 mg/L olarak belirlenmistir. n-Propanol, izo-biitanol ve 2-metil biitanol
miktarlarinda onemli bir degisiklik olmamasina ragmen, 3-metil biitanol miktar
mitokondriyal mutantlar kullanilarak elde edilen biralarda daha diisiik bulunmustur.
Good ve ark. (1993), mitokondriyal mutantlarla iiretilen biralarda yiiksek alkol
miktarinin ana maya hiicreleri kullanilarak elde edilen biralara gore daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin, Silankova ve ark. (1970b) yaptiklar
calismada yiiksek alkol miktarinin daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. Pearson
(1996), mitokondriyal mutasyonun yiiksek alkol iiretimi iizerine etkisinin maya
susuna bagli olarak degistigini ve 3-metil biitanol miktarinin mutasyonla hem
arttigin1 hem de azaldigini bulmustur.

Cizelge 4.2 ve 4.3’ten de goriildiigii gibi ana maya yerine mitokondriyal
mutant kullanimi1 biralarda toplam ester miktarinin da diismesine neden olmustur. S.
carlsbergensis NCYC 1056 ve S. cerevisiae NCYC 1006 kullanilarak elde edilen
biralarda ester miktar1 sirasiyla 25.25 mg/L ile 26.778 mg/L iken bu mayalarin
mitokondriyal mutantlar1 kullanilarak elde edilen biralarda bu degerler sirasiyla
11.52 mg/L ve 19.21 mg/L bulunmustur. Ote yandan, mitokondriyal mutasyon

sonucu esterlerden Ozellikle etil asetat ve izo-amil asetat iiretiminde Onemli bir

4



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Giilten YAGMUR

azalma olmustur. Benzer sekilde Morrison ve Sugget (1983) yaptiklar bir ¢calismada,
mitokondriyal mutantlarla iiretilen biralardaki ester miktarinin kontrol Ornegine
oranla daha az oldugunu bildirmislerdir. Ernandes ve ark. (1993) da ester iiretimi ile
ilgili benzer sonuclar bildirmislerdir. Pearson (1996), mitokondriyal mutasyon
sonucu, maya susuna bagli olarak, etil asetat miktarinin %40-50, izoamil asetat
miktarininsa %50-70 oraninda azaldigini bulmustur.

Bira iiretiminde ana maya yerine bunlarin mitokondriyal mutantlarinin
kullanim1 toplam aroma maddeleri, yiiksek alkoller ve esterlerde oldugu gibi karbonil
bilesiklerinin miktarinda da azalmaya neden olmustur. Ote yandan Cizelge 4.2 ve
4.3’den de goriildiigii gibi S. carlsbergensis NCYC 1056 mayast ve S. cerevisiae
NCYC 1006 mayas1 kullanilarak elde edilen biralarda karbonil bilesiklerinin miktar1
sirastyla 11.64 mg/L ile 7.87 mg/L iken bu mayalarin mitokondriyal mutantlari
kullanilarak elde edilen biralarda bu degerler sirasiyla 3.68 mg/L ve 4.64 mg/L
olarak elde edilmistir.

Bu calismada, mitokondriyal mutantlarla elde edilen biralarda 6nemli bir
karbonil bilesigi olan asetaldehit miktar1 ana maya ile elde edilenlere gore diisiik
bulunmustur. Benzer sekilde, Pearson (1996), mitokondriyal mutasyonun asetaldehit
tiretimi iizerine olan etkisinin maya susuna bagli olarak degistigini ve genelde
asetaldehit tiretiminin azaldiginm bildirmistir.

Ote yandan, birada bulunan diasetil ve 2,3-pentanedion Onemli aroma
bilesikleridir. Tereyag1 benzeri bir aromaya sahip olan bu bilesiklerin birada diisiik
konsantrasyonlarda olmasi istenir. 2,3-Pentanedion’un biradaki algilanma esigi
yaklasik 1 mg/L, diasetilin algilanma esigi ise alt fermantasyon biralarinda 0.07-0.2
mg/L, iist fermantasyon biralarinda 0.4 mg/L’dir (Angelino, 1991; Kamimura ve
Kaneda, 1992).

S. carlsbergensis NCYC 1056 mayas1 ve mitokondriyal mutanti kullanilarak
elde edilen biralarda hem diasetil hem de 2,3-pentanedion miktarlar1 arasinda 6nemli
bir fark goézlenmemistir. Biralardaki diasetil miktar1 sirasiyla 0.47 mg/L ile 0.48
mg/L olup bu degerler algilanma esiginin tizerindedir. 2,3-pentanedion miktarlari ise
sirastyla 0.08 mg/L ile 0.07 mg/L olarak bulunmustur. Bu degerler algilanma

esiginden diisiiktiir.
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Ote yandan, S. cerevisiae NCYC 1006 mayasinin mitokondriyal mutantinin
kullanimu diasetil ve 2,3-pentanedion miktarlarinda artisa neden olmustur. Ana maya
hiicreleri kullanilarak elde edilen biralardaki diasetil miktar1 0.15 mg/L, 2,3-
pentanedion miktar1 ise 0.017 mg/L olup algilanma esiklerinin altindadir. Ote
yandan mitokondriyal mutantlarla elde edilen biralarda diasetil ve 2,3-pentanedion
degerleri sirastyla 0.62 mg/L ile 0.084 mg/L olarak belirlenmis ve algilanma esiginin
tizerine cikmistir. Good ve ark. (1993) mitokondriyal mutantlarla iiretilen biralarda
diasetil miktarinin ana maya ile iiretilen biralardan fazla oldugunu bulmuslardir.

Benzer sonuglar Morrison ve Sugget (1983) tarafindan da bildirilmistir.
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5.SONUCLAR

Bu calismada dogal fermantasyon ortamindan izole edilen mitokondriyal
mutantlarin bira kalitesi {izerine etkisi arastirilmistir. Bu amacla bir alt fermantasyon
bira mayasi olan S. carlsbergensis NCYC 1056 ve iist fermantasyon bira mayasi olan
S. cerevisiae NCYC 1006 mayalar1 kullanilmistir. Fermantasyon sirasinda maya
sayis1 ve yogunluktaki gelisme izlenmis ve elde edilen biralarin genel bilesimleri ve
aroma maddeleri belirlenmistir.

Mitokondriyal mutantlarin kullanildigr orneklerde fermantasyon siiresince
canli maya miktarinin ve fermantasyon hizimin azaldigi gozlenmistir. Ayrica, bu
mutantlarla elde edilen biralarda alkol miktarinin daha az, indirgen ve toplam seker
miktarinin ise daha fazla oldugu belirlenmistir. Mitokondriyal mutasyon sonucu
aroma maddelerinin olusumu azalmistir. Ote yandan, S. cerevisiae NCYC 1006
mayas! ve mutantinin kullanildig1 denemelerde elde edilen biralardaki toplam aroma
maddeleri miktar1 S. carlsbergensis NCYC 1056 mayas1 ve mutantinin kullanilmasi
ile elde edilen biralardaki toplam aroma maddeleri miktarindan daha yiiksek
bulunmustur.

S. carlsbergensis NCYC 1056 mayas1 ve mitokondriyal mutanti kullanilarak
elde edilen biralarda hem diasetil hem de 2,3-pentanedion miktarlar1 arasinda 6nemli
bir fark gozlenmemistir. Ote yandan, S. cerevisiae NCYC 1006 mayasinin
mitokondriyal mutantinin kullanilmasi1 diasetil ve 2,3-pentanedion miktarlarinda
artisa neden olmustur.

Mitokondriyal mutasyon sonucu 3-metil biitanol hari¢ yiiksek alkollerin
olusumunda onemli bir degisiklik meydana gelmezken, etil asetat, izoamil asetat ve
asetaldehit miktar1 azalmistir.

Bu calismada elde edilen bulgulara gore mitokondriyal mutantlarin bira
fermantasyonu, dolayisiyla bira kalitesi iizerinde onemli etkileri vardir. Bu konuda

yapilacak fizyolojik ve molekiiler ¢alismalar konuya aciklik kazandiracaktir.
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