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Al V tem delu smo razvili membranski bioreaktor zatesimttno prewevanje mikrobnih

interakcij med kvasovkantaccharomyces cerevisiae in Dekkera bruxellensis in njun vpliv na
vinsko aromo. V meSanih fermentacijah je priSlozdmanjSanja koncentracije etilfenolov. Za
proizvodnjo etilfenolov, jeD. bruxellensis, v primerjavi z vinilfenoli, prefergmo privzemala

in asimilirala hidroksicimetove kisline, ki jih je goji&e akumulirala kvasovk& cerevisiae.
Prisotnost kvasovk®. bruxellensis je povzr@ila statisttno znd&ilno pove&anje izrazanja 77
transkriptov znotraj kvasovk&. cerevisiae. To so bili veéinoma transkripti z nepoznano
funkcijo ali pa so bili vpleteni v odziv na strés je bil spodbujen z anaerobiozo. Poleg tega se
je povealo izrazanje tudi genov za membranske permeazeretiaSajo zveplo-vsebu
aminokisline in tiamin biosinteznih genov. V memisko Iaenih fermentacijah smo opazili
poveianje v izrazanju StevilnilPAU genov, ki so povezani z anaerobiozo. To kaZze na
prisotnost tekmovanja za prevzem kisika med kvasm&S. cerevisiae in D. bruxellensis.
IzrazitejSe redukcijske razmere, ki so nastalepksiedica tekmovanja, bi bile lahko razlog za
poveianje koncentracije etilnih estrov in ndabnih kislin v membransko &enih
fermentacijah. Dodatno smo ugotovili, da manjSagpoéazljivost aminokislin, do katere je
prislo zaradi tekmovanja kvasovk v membranskieifoh fermentacijah, negativno vpliva na
produkcijo viSjih alkoholov. Nadalje smo plu vpliv etanola in hidroksicimetovih in
vinilfenolnih prekurzorjev na biosintezo hlapnihnéov. Vinilfenolni prekurzorji so v
primerjavi s hidroksicimetovimi kislinami ndoo zavrli rast kvasovkeS. cerevisiae in
proizvodnjo etilfenolov. Kljub vsemu pa je bilo ugeljeno, da sta gen&KD in VPR
kvasovkeD. bruxellensis, ki kodirata zapis za encim kumarat-dekarboksilazwinilfenol-
reduktazo, bolj odzivha na vinilfenolne prekurzone primerjavi s hidroksicimetovimi
kislinami. Posledino je bilo ugotovljeno, da so §e koncentracije vinilfenolov v celici bolj
citotoksiine v primerjavi s hidroksicimetovimi kislinami. NsploSno so nizke koncentracije
etanola povzréle poveanje v proizvodnji hlapnih fenolov v kvasovk&hcerevisiae in D.
bruxellensis. To opazanje se je odrazilo tudi v vzorcu ekspregenaKKD kvasovke D.
bruxellensis.
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AB A double compartment membrane system was construnt®rder to systematically study

microbial interactions between yeaSt&charomyces cerevisiae and Dekkera bruxellensis and
their impact on wine aroma. In mixed culturtdé® concentration of ethylphenols was also
reduced. For ethylphenol productidd, bruxellensis preferably assimilated hydroxycinnamic
acids to vinylphenols that were accumulatedshgerevisiae. The presence d&. bruxellensis
induced 77 transcripts db. cerevisiae. These were mostly of unknown function or were
involved in the anaerobiosis induced stress regpoBsiphur amino acid permease and
thiamine biosynthetic genes were also induced siggecompetitive relationships between
the two species. In mixed fermentations an up-eg@n of a large number ®#AU genes
associated with anaerobiosisis was observed. Tiugdtes for a competition for oxygen
betweenS. cerevisiae and D. bruxellensis. Greater reductive conditions could explain the
increase in the accumulation of ethyl esters aitiy facids in mixed cultures. Also, lower
availability of amino acids due to the competitfon nutrients could hinder the production of
higher alcohols. In the continuation, we examiral impact of ethanol and hidroxycinnamic
and vinylphenol precursors on the production ofatitd phenols. In comparison to
hydroxycinnamic acids, vinylphenol precursors digantly inhibited the growth ofS
cerevisiae and the production of ethylphenols. Nevertheldswas found thabD. bruxellensis
geneskKKD and VPR, encoding for enzymes coumaric acid decarboxylask vénylphenol
reductase, are more responsive to vinylphenol psecs in comparison to hydroxycinnamic
acids. Consequently, higher concentrations of wihghols in the cell were found to be more
cytotoxic than hydroxycinnamic acids. In generalylethanol concentrations induced higher
production of volatile phenols &y cerevisiae andD. bruxellensis. This was confirmed by the

expression pattern of geR&D of D. bruxellensis.
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KAZALO PRILOG

Umeritvena krivulja za dalitev koncentracije glukoze.

Umeritvena krivulja za dalibev koncentracije fruktoze.

Umeritvena krivulja za dalibev koncentracije etanola.

Umeritvena krivulja za ddlitev koncentracije glicerola.

Umeritvena krivulja za dalitev koncentracije 4-etilfenola.

Umeritvena krivulja za dalibev koncentracije 4-etilgvajakola.

Umeritvena krivulja za ddlitev koncentracije 4-vinilfenola.

Umeritvena krivulja za dalitev koncentracije 4-vinilgvajakola.

Kopéenje hlapnih estrov, visjih alkoholov, nta®nih kislin in organskih kislin po
22 urah fermentacije z umetnim moStom MS300, ki gi@nokulirali z
membransko Il&eno alicisto kulturo kvasoviS. cerevisiae in D. bruxellensis.

Kopéenje hlapnih estrov, visjih alkoholov, nta®nih kislin in organskih kislin po
92 urah fermentacije z umetnim mostom MS300, ki sg# inokulirali z
membransko Igeno alicisto kulturo kvasovi& cerevisiaein D. bruxellensis.

Kopéenje hlapnih estrov, visjih alkoholov, nta®nih kislin in organskih kislin po
144 urah fermentacije z umetnim moStom MS300, kiosga inokulirali z
membransko Igeno alicisto kulturo kvasovi& cerevisiaein D. bruxellensis.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vireakti koncentracije RNA (5x reétivena
vrsta) za gePAD1 kvasovkeS cerevisiae.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vieakti koncentracije RNA (5x rédvena
vrsta) za geMEF1 kvasovkeS. cerevisiae.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vimeakti koncentracije RNA (5x rédvena
vrsta) za ge\CT1 kvasovkeS cerevisiae.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vieakti koncentracije RNA (5x reétivena
vrsta) za gefrDC1 kvasovkeS. cerevisiae.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vimeakti koncentracije RNA (5x rédvena
vrsta) za geri8SrRNA kvasovkeS. cerevisiae.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vieakti koncentracije RNA (5x reétivena
vrsta) za geffEF1 kvasovkeD. bruxellensis.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena
vrsta) za gel8SrRNA kvasovkeD. bruxellensis.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vieakti koncentracije RNA (5x reétivena
vrsta) za geWPR kvasovkeD. bruxellenss.

Umeritvena krivulja logaritmiranih vieakti koncentracije RNA (5x reétivena
vrsta) za getKKD kvasovkeD. bruxellensis.

Umeritvena krivulja logaritmiranih dmosti koncentracije RNA (5x reéivena
vrsta) za ge®CT1 kvasovkeD. bruxellensis.

Razporeditev 77 pozitivho izraZzenih ghaiptov kvasovkesS. cerevisiae glede na
njihovo stopnjo izraZzenosti ynembransko Ikeni fermentaciji s kvasovkd.
bruxellensis proti Cisti kulturi kvasovkeS cerevisiae.
Elektroforezna analiza celokupne molekule RNA nku geikrofluidne aparature
Agilent 2100 Bioanalyzer.

Agarozna gelska elektroforeza za anddiaditete celokupne molekule RNA.

Fotografije fermentacij v membranskibrbiaktorjih sestavljenih iz dveh predelov.
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1 uvoD

Nove razvojne smernice predpisujejo, da morajo bia ekoloSko pridelana in
prepovedujejo ali omejujejo uporabo sredstev zéitwag konzerviranje vin. Opug&jo se
tudi mehanine oblike nadzora, kot je na primer filtracija, ga@j lahko vplivajo na
zmanjSanje aromatih snovi, pigmentov in koloidov v vinu. BioloSkarigelava in
dolgotrajno skladi&nje posledino omogdata razmere, ki so ugodne za pojavgsd
rast@ih kvasovk, kot so npiDekkera bruxellensis, Dekkera anomala, Zygosaccharomyces
bailii in nekaterih vrst mtokislinskih bakterij (Suérez in sod., 2007). ZganasSteti
mikroorganizmi so prilagojeni na pogoje pomanjkahjanil in so enako tolerantni do
etanola kot kvasovk&accharomyces cerevisiae. Kvasovka roduDekker a/Brettanomyces
lahko etanol izrablja kot vir ogljika, raste takedhzorenjem kot tudi po stekl€enju in
embaliranju vina, prisotna pa je na grozdnih jadgpdavinskih kleteh, Se pogosteje pa jo
najdemo v sodih¢rpalkah in na orodju, ki ga le s tezavo sterilima (Suarez in sod.,
2007).Dekkera sp. povzréa kvar vina, tvori sedimente, motnost vina in jg@drna za
pojav vonja po misjem urinu, za pojav ocetne keslin najpomembneje hlapnih fenolov.
Hlapni fenoli oziroma vinil- in etil fenoli Stejejmed najbolj neprijetne z&imosti te
kvasovke. Vinilfenoli so v belem vinu odgovorni aastanek “medicinskega” priokusa, v
rdecem vinu pa etilfenoli povzk@jo vonj po konjskem znoju (Harris in sod., 2008).
Tetrahidropiridini so odgovorni za vonj po misjeminu, vendar se v vinu redkeje
pojavljajo kot pa hlapni fenoli, ocetna kislina yp&inoma ne nastaja v anaerobnih pogojih
fermentacije, saj je njena produkcija éno odvisna od seva kvasovke bruxellensis in

od prisotnosti kisika (Romano in sod., 2008).

Poleg prej omenjenih negativnih vplivov na senzonkna kvasovke rodiDekkera spp.
lahko doprinesejo k pozitivnim lastnostim, kot sa primer vonj po dimljenosti in
karamelu in prispevajo k zazelenemu »Bordeaux«kkama vina (Jolly in sod., 2006).
Tudi prisotnost hlapnih fenolov v vinu je lahko dsggna in celo zazelena. Senzariprag
vzburjenja za 4-etilfenol (4-EF) je 0,23 mg/L, (8#&in sod., 2007)Ce koncentracije ne
presezejo 0,68 mg/L, je komponenta zazelena in jmeoo pozitivnemu doprinosu k
aromi vina.

Poznani kvarljivci vina, kot so na primer kvasovize rodu Candidain Dekkera, so
sposobni biosintetizirati etilfenole v vinu, sajebsijejo encima kumarat-dekarboksilazo
(Kkdp) in vinilfenol-reduktazo (Vprp). V nasprot njimi pa imajo ostale kvasovké&.(
cerevisiae, Torulaspora spp in Zygosaccharomyces spp) le dekarboskilazno aktivnost in
lahko posledino tvorijo le 4-VG in 4-VF (Dias in sod., 2003). tNevno so odkrili, da
lahko 4-etilfenol tvorijo tudi kvasovke. cantarellii, C. wickerhamii, Kluyveromyces
lactis, Debaromyces hansenii in P. guilliermondii izolirane iz vinskega okolja, vendar
samo Vv sintetinem gojigu ali grozdnem soku, ki ne vsebujeta 10 alk % etanola.
KvasovkaD. bruxellensis je potemtakem edina, ki je v vinu sposobna tvadidvolj
etilfenolov, da le ti vplivajo na okus in aromo &i(Dias in sod., 2003).
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1.1 CILJI RAZISKOVANJA IN DELOVNE HIPOTEZE

Do danes so meSane fermentacije s kvasovkamaevisiae in D. bruxellensis preltevali
zgolj s spremljanjem produkcije hlapnih fenolowspioSnih parametrov fermentacije (Dias
in sod., 2003; Jensen in sod., 2009; Saez in 20d.0). Torej je mogie, da mikrobne
interakcije obstajajo med tema dvema vrstama kuyasovda jih raziskovalci Se niso
odkrili. Zato je bil nas prvi cilj ugotoviti, kakkontaminacija s kvasovkD. bruxellensis
vpliva na rast in na metabolno zmogljivost kvasowkecerevisiae in posledino na
proizvodnjo aromatskih spojin tekom alkoholne fentagije. V ta namen smo uporabili
transkriptomska in metabolomska orodja.

Fermentacija vina je kompleksen proces, ki wiije mikrofloro vinskih mikroorganizmov
in njihove interakcije, kot so na primer: nevtralm, komenzalizem, mutu-
alizem/sinergizem, amenzalizem ali antagonizem onkkrenco (Fleet, 2003). Zato bi
lahko prevzem dokenih spojin, kot so hidroksicimetove kisline (HCE) vinilfenoli
(VF) s strani ene vrste mikroorganizmov vplival maoizvodnjo etilfenolov med
fermentacijo vina.

Stevilne Studije so Ze raziskale vpliv ramih keminih faktorjev in razknih temperatur
na proizvodnjo hlapnih fenolov, vendar le v priméumentacij stisto kulturo kvasovke
D. bruxellensis (Dias in sod., 2003; Benito in sod., 2009). Dodagnw ugotovili, da so
Studije, ki so pretevale fermentacije z meSano kulturo kvas@kbruxellensis in S
cerevisiae (Dias in sod., 2003; Jensen in sod., 2009; S4eadn 2010), bile omejene le na
nekaj poskusov. Potemtakem je potrebno opravitolbgko Studijo, s katero bi lahko
ocenili vpliv mikrobne kompeticije/konkurence nargioo prekurzorskih molekul (HCK in
vinilfenoli) in na proizvodnjo hlapnih fenolov. Zatje bil nasS drugi cilj pretiti vpliv
mikrobne konkurence na metabolizem hlapnih fenoMwa namen smo naredili serijo
fermentacij s ¢istimi in meSanimi kulturami vinskih kvasoviS. cerevisae in D.
bruxellensis. V fizioloSkih poskusih smo spremljali aktivhosgncimov kumarat-
dekarboksilaze in vinilfenol-reduktaze in sicer etodo tekéinske kromatografije visoke
lo¢ljivosti (HPLC) in z metodo PCR-®R Ti poskusi so potekali v sintétiem mostu, ki
smo mu dodali prekurzorske molekule ali etanol.

Postavili smo nasledn;ji dve raziskovalni hipotezi:

» Kontaminacija s kvasovkD. bruxellensis vpliva na biosintezo aromatskih alkoholov
in hlapnih fenolov v vinu.

e Prekurzorske molekule (npr. HCK, VP) in substrair(retanol, glukoza) povajo
produkcijo hlapnih fenolov in viSjih alkoholov meadeSano fermentacijo kvasovk.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VPLIV VINSKIH MIKROORGANIZMOV NA FERMENTACIJO MNA

Ceprav vinarstvo sega Ze das starodavne Perzije in Egipta, se je danes injdust
vinarjenja razvila v kompleksno tehnologijo sefjemo iz mikrobioloskih in kemijskih
metod. Vinarstvo je posledica bioloskih in kemifskinterakcij, ki potekajo med
sestavinami grozdnega soka in r&zimi mikroorganizmi v mostu in vinu (Fleet, 2003).
Trenutno potekajo obseZne raziskave, ki Zelijo #teizvor okusa in vonja vinaCeprav
je velik del vinske arome, pridobljen direktno imgdja, pa vse arome niso vsebovane v
grozdni jagodi Ze od samegaetka fermentacije. Del vinskih arom nastane kotqubsa
delovanja vinskih mikroorganizmov, ki preoblikujep@hlapne (nearomatie) metabolite
grozdja v hlapne aromatie spojine. Mikroorganizmi, ki so aiajno povezani s pridelavo
vina, so kvasovke, ki so odgovorne za alkoholnméstacijo in mlénokislinske bakterije,
ki so odgovorne za miai razkis vina. Za dosego dobre kakovosti vinag® pomembno,
da pravi in zeleni mikroorganizmi prevladujejo vesgicnin fazah fermentacije (Fleet,
1992; Fleet, 2003; Swiegers in sod., 2005).

Tekom alkoholne fermentacije kvasovke vrs$accharomyces cerevisiae pretvarjajo
grozdni sladkor v etanol, proizvajajo in izim metabolite in na koncu avtolizirajo in
sprostijo cekino vsebino v okolje (Fleet, 1992; Lambrechts intétras, 2000; Fleet, 2003;
Swiegers in sod., 2005; Jolly in sod., 20@®prav je kvasovk&accharomyces cerevisiae
najpogosteje odgovorna za alkoholno vrenje in gm@&rom vina, pa imajo lahko nekatere
ne-Saccharomyces kvasovke tudi mé&an vpliv na kotini okus in kokno aromo vina
(Swiegers in sod., 2005). Vino se lahko potemtakspise kot produkt kompleksnih
interakcij med razéinimi mikroorganizmi in kemijskih sestavin grozdnegaka. Ne-
Saccharomyces kvasovke rodov Dekkera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Kluwweromvces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomycodes,
Schizosaccharom, Torulaspora in Zvgosaccharomvees s sintezo sekundarnih metabolitov
predvsem vplivajo na aromatski profil vina (Praterin sod., 1999). Nekatere od teh vrst
povzraajo kvar vina in njihov pojav v vinih je nezazel@roureiro in Malfeito-Ferreira,
2003). Mle&nokislinske bakterije in ocetno kislinske bakterijpajo lahko zelo mé&an
vpliv na aromo vina. Ocetnokislinske bakterije pr@jajo veé&je kolicine acetaldehida in
ocetne kisline in s tem povamo kvar vina (Drysdale in Fleet, 1988). Od
mlecnokislinskih bakterij pa so za vino najpomembnefgslednji Stirje rodovi:
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus in Pediococcus (Davis in sod., 1988).
Oenococcus oeni je ena od pomembnejSih mtokislinskih bakterij, saj je odgovorna za
nastanek jaboého-mleEnokislinske fermentacije, znotraj katere pride detyorbe jabaine
kisline v ml&no kislino. Slednja pretvorba je pomembna za razesin mikrobiolosko
stabilnost vin (Wibowo in sod., 1985).

2.2 SINTEZA AROMATSKIH SNOVI S KVASOVKOS. cerevisiae

Kvasovke vrsteS cerevisiae med anaerobno fermentacijo sladkorjev proizvajagidine
aromatske hlapne metabolite, ki prispevajo k set@emu profilu vina (Ugliano in
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Henschke, 2009). \éno od njih lahko razdelimo v tri glavne razrederaatskih snovi, in
sicer na viSje alkohole, estre in na hlapne zvepkpojine (Bisson in Karpel, 2010).

2.2.1 Sinteza viSjih alkoholov

Vigji alkoholi so alkoholi, ki vsebujejo ¥ekot dva ogljikova atoma. Iz kvantitativhega
vidika so to najpomembnejSe hlapne komponente, &stamejo med fermentacijo
sladkorjev. V vinu so zaZeleni predvsem v nizjim&entracijah (do 300 mg/L) (Ugliano in
Henschke, 2009). Njihova sinteza s€rmaz dekarboksilacijo in poslédio redukcijoa-
keto kislin.a-keto kisline nastajajo kot intermediati biosinteaekatabolizma aminokislin
(Ehrlichova pot razgradnje). Studije z uporabo @aktivno ozn&enih aminokislin so
pokazale, da se ¥ma visjih alkoholov tvori iza-keto kislin, ki so nastale v procesu
glikolize in so namenjene za biosintezo aminokisliorej je pot biosinteze aminokislin
glavni vir intermediatov za produkcijo viSjih alkolov (Ugliano in Henschke, 2009).
Obstajata dva razreda visjih alkoholov, in sicéatgki alkoholi z razvejanimi verigami in
aromatski alkoholi. Strukturno pripadé@ aminokisline za alifatske alkohole 2-
metilpropanol, 2-metilbutanol in 3-metilbutanol galin, leucin in izoleucin, za aromatske
alkohole 2-feniletanol, tirozol in triptofol pa féaanin, tirozin in triptofan. Prevzem
valina, leucina in izoleucina poteka preko dvemsportnin permeaz Bap2p in Bap3p ter
preko permeaze, ki je sploSna vsem aminokislinanpl@a prevzem aromatskih
aminokislin pa preko permeaz Tatlp, Tat2p, GaplBap2p (Regenberg in sod., 1999).
Transaminacijo valina, leucina in izoleucina doppdaj@ih a-keto kislin katalizirata
transferazi Batlp in Bat2p, transaminacijo aronihtskninokislin pa transferazi Aro8p in
Aro9p. Piruvat-dekarboksilaze (Pdclp, Pdc5p, PdéBpl0p) pretvorijoa-keto kisline v
aldehide, te pa do pripadé&jb alkoholov reducirajo encimi aldehid-dehidrogemaz
(Adhlp-Adh6p, Sfalp) (Hazelwood in sod., 2008).

2.2.2 Sinteza aromatskih estrov

Estri se tvorijo v kondenzacijski reakciji med dfikkbom in acilno skupino koencima A.
Poznamo dve skupini estrov, in sicer etilne in @ret estre. Etanol je alkoholni ko-
reaktant za tvorbo etilnih estrov, acilni del paina iz biosinteze m&®bnih kislin. Pri
acetatnih estrih poleg etanola ko-reagirajo tusdjialkoholi, acilni del pa izhaja iz acetil-
CoA. Za nastanek etilnih estrov omenjeno reakcatakzirata acil-transferazi Eeblp in
Ehtlp, za nastanek acetatnih estrov pa predvseohatkransferaza AtflpmanjSo vliogo
pa ima tudi transferaza Atf2pcetatni estri kot so na primer etilacetat, 3-mbtitil-acetat
in 2-fenil-etil-acetat doprinesejo k sadno-cvetiiaromi, ki je Se posebej zazelena wide
vinih (Lilly in sod., 2006).

2.2.3 Sinteza hlapnih Zveplovih spojin

Hlapne zveplove spojine nastajajo med biosintezmakislin, med katabolizmom zveplo-
vsebuj@ih aminokislin, med razgradnjo glutationa in medgradnjo Zveplo-vsebujth
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vitaminov (biotina in tiamina) (Rauhut, 2009). Vspaotju z estri dajejo hlapne Zveplove
spojine vinu izrazito zr@en in nezazelen von,.

Glavna spojina v tem razredu je3] ki se sintetizira tekom redukcije sulfata v s
asimilacije sulfata. Ima zdgen vonj po gnilih jajcih. V pogojih, ki ustrezajoastajanju
H.S, se tvorijo tudi metan-tiol in metan-thio-acetedr kaze na metabolno povezanost s
katabolizmom aminokisline metionina. Transaminadijarazgradnja metionina vodi do
biosinteze metionala in metionola (Ugliano in Hdrex 2009). Pri te] reakciji sta
pomembni isti transaminazi, Aro8p in Aro9p, kot mmintezi aromatskih alkoholov
(Erlichova pot). Produkcija metionola je regulirama podoben i kot biosinteza visjih
alkoholov. Hernandez-Orte in sod. (2006) so ugditoda se njegova koncentracija
poveiuje z znizevanjem koncentracije dusika v brozgi.

2.3 KONTAMINACIJA S KVASOVKOD. bruxellensis

Trenutno rodDekkera spp. (nespolna teleomorfna oblika imenov@nettanomyces spp.)
sestavlja pet vrst, in sic®. bruxellensis, D. anomalus, D. custersianus, D. naardenensis
in D. nanus (Egli in Henick-Kling, 2001). Kvasovk®. bruxellensis, nekdaj poznana kot
Dekkera intermedia ali Brettanomyces lambicus, povzraa Skodo v industriji vina in v
industriji drugih fermentiranih pifa(van der Walt, 1964; Morrissey in sod., 2004; &iix
sod., 2004). Ta kvasovka proizvaja nezazelene skowiso: ocetna kislina (Ciani in
Ferraro, 1997; Harris in sod., 2008), tetrahidrdpii (Heresztyn, 1986; Grbin in
Henschke, 2000; Snowdon in sod., 2006), etilag€tiani in Ferraro, 1997; Harris in sod.,
2008) izovalerat (Renouf in Lonvaud-Funel, 2007)hiapni fenoli (Chatonnet in sod.,
1992). Dodatno, sama rast kvasd®tettanomyces lahko povzréi motnost vina (van der
Walt, 1964) tvori se lahko biofilm, lahko pa vpliviudi na zbledelost barve vina
(Mansfield in sod., 2002).

V zadnjih petnajstih letih se je Stevilo Studij, preltujejo kvasovkeD. bruxellensis,
mocno poveéalo (Chatonnet in sod., 1995; Guilloux-Benatiersod., 2001; Conterno in
sod., 2006; Renouf in sod., 2006; De Souza Likarabd., 2007), kar nakazuje na Zeljo po
razumevanju obnasSanja teh kvasovk in poskusu ulgg@y postopkov za prepfevanje

in nadzor nastanka neprijetnih priokusov v vinu.

2.3.1 Hlapni fenoli in kvar vina

Hlapni fenoli so odgovorni za nastanek fenolnegakpisa v vinu. Glavne skupine hlapnih
fenolov so 4-vinilfenol (4-VP), 4-vinilgvajakol (¥G), 4-etilkatehol, 4-etilfenol (4-EP) in
4-etilgvajakol (4-EG). Poleg fenolnega priokusa kiahpovzr@ajo tudi priokus po
"zdravilih", "hlevu”, "konjskem znoju”, "usnju”,op"dimljenem” in po "zé&njenem"
(Chatonnet in sod., 1992; Rodrigues in sod., 20Bfgdvsem 4-etilfenol in 4-etilgvajakol
povzratata najvéjo Skodo zlasti v proizvodnji visokokakovostnih &devin zorjenih v
hrastovih sodih (Loureiro in Malfeito-Ferreira, Z)®ilva in sod., 2004) in sta zhilma za

okuzbo s kvasovk®. bruxellensis. Znano je, da je v enoloskih pogojih (v prisotndst %
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etanola) sam®. bruxellensis sposobna sintetizirati takSne Katie etilfenolov, ki lahko
negativno vplivajo na okus in aromo vina (Jensesoith., 2009).

Kontrola kakovosti v procesu vinarstva zagotaviga je lahko ko#éni produkt
konkureen na mednarodnem trgu in da izpolnjuje zahtevedsi@ov kakovosti.
Kakovost vina se obajno vrednoti glede na vizualne, vohalne in okusadkmstnosti.
Razliéni priokusi kot je na primer fenolni priokus lah&dlocilno vplivajo na prodajo vina
(Loureiro in Malfeito-Ferreira, 2003). Nezazelefapmi fenolipredstavljajo resen problem
v vinarski industriji, kjer omenjeni priokusi ozt vino kot nesprejemljivo, kar pa lahko
posledéno vodi k velikim ekonomskim izgubam.

Nekatere vrste vina so bolj dovzetne za kvar sritapfenoli kot druge ne glede na to
kolikSna je vsebnost etanola ali pH vrednost viviabelih vinih je pojav nezaZelenih
fenolnih priokusov bistveno manjSi v primerjavi detimi vini (Loureiro in Malfeito-
Ferreira, 2003). Rast kvasovk® bruxellensis v belih vinih je mogode doséi le, ¢e
zmanjSamo vsebnost etanola@dipov€éamo pH vrednost vina do takih ravni, ki nisa@ve
zn&ilne za vino. Za razliko od belih vin pa kvasoMRabruxellensis v rdefih vinih najprej
preide v fazo prilagajanja rasti (v lag fazo) tejgpedi eksponentna faza rasti, ki lahko traja
od 61-712 dni (Grbin in Henschke, 2000; Fugelsangadecklein, 2003; Du Toit in sod.,
2005). Glaven problem hlapnih fenolov je, da viskkacentracije povzkgo priokuse, ki
prevladajo nad vsakrSno sadno aroma@edea vina (Romano in sod., 2008). Dodatno se v
belih vinih najpogosteje pojavljajo vinilfenoli, isicer v razmerju 4-VF/4-VG 1:1,
etilfenoli, ki povzr@ajo veino Skode, pa so le redko prisotni po okuzbi s &vke D.
bruxellenis. Po drugi strani pa rda vina vsebujejo majhne kéine vinilfenolov in
relativno velike kokine etilfenolov, in sicer v tignem razmerju 4-EF/4-EG 8:1
(Chatonnet in sod., 1992).

2.3.2 Pozitivni in negativni W&inki hlapnih fenolov

Zaznavni prag 4-EF je 230 pg/L in majhne koncefjga&-EF so zazelene v vinih. 4-EG
ima nizji zaznavni prag, 47 pg/L, in manjSi vplia ninsko aromo v primerjavi s 4-EF,
vendar vseeno povzta priokuse po "slanini" ali po "prekajenem” d@mnet in sod.,

1990).

Licker in sod. (1999) so ugotovili, da vina, ki keZzejo nezazelenegdrett« karakterja
vsebujejo okoli 0,68 mg/L 4-etilfenola, vina s gngieh ali visokim >Brett« karakterjem pa
vsebujejo 1,74 mg/L ali 3,0 mg/L 4-etilfenola. ©dgne vsebnosti hlapnih fenolov v vinu
SO predstavljene v preglednici 1.
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Preglednica 1: Zaznavni prag za hlapne fenole in ifjove koncentracije v rd&em vinu (Curtin in sod.,
2005). Simboli: * sinteténo vino; ** rde ¢e vino; *** voda.

Table 1: Perceptual thresholds for volatile pheaold their concentrations in red wine (Curtin et 2005).
Symbols: * synthetic wine; ** red wine; *** water.

Hlapni fenoli  Koncentracija v rdeéem vinu (ug/L) Zaznavni prag (ug/L)  Opis arome
4-etilfenol 118-3696 440*/600** Po fenolih,
zdravilih, hlevu
4-etilgvajakol  1-432 33*/110** Po zajenem, po
klin¢kih, po
sladkobnem
4-etilkatehol 27-427 30-60** Po konjskem znoju
4-vinilfenol 8,8-43 20+ Po zdravilih,
fenolih
4-vinilgvajakol 0,2-15 10* Po klinckih, fenolih

Zaznavni prag vinilfenola je 20 pg/L in vinilgva@la 10 mg/L. Podobno kot etilfenoli
imajo tudi vinilfenoli v nizkih koncentracijah nedflljive in celo zazelene aroméie
lastnosti, ki spominjajo na "Zejen", "lesnat” in "sladkoben" priokus (Hereszty86;
van Beek in Priest, 2000). Ko pa njihova koncengareseze 725 mg/L, postane njihov
vpliv nezazelen, saj se pri teh koncentracijabneg pojavljati priokusi po "hlevu", po
"zivalih", po "zdravilih" in po "fenolih" (Chatonrien sod., 1992).

2.3.3 Prilagodljivost kvasovkeD. bruxellensis

Kvasovke roduDekkera spp. se nahajajo v vinogradih in kleteh, kjer sisqine tako v
vodi, zemlji, grozdju kot tudi v mostu (Arvik in Hek-Kling, 2002). Ko se enkrat te
kvasovke pojavijo v kleteh, jih je zelo tezko odsiti (Pollnitz in sod., 2000; Arvik in
Henick-Kling, 2002). Prnd zaradi nizke ravni higiene v vinarstvu in drugraradi
prilagodljivosti teh kvasovk na okoljske pogoje @tlolne fermentacije (Suarez in sod.,
2007). Predvsem zaradi slednje lastnosti teh kygsaerajo mnogi vinarji z&asno zapreti
kleti in se posvetiti dekontaminaciji prostorov.

Za mikroorganizme predstavlja alkoholna fermengatigioloSko zahtevne pogoje, kot so
visok osmotski tlak, hipoksija, visoke koncentracsladkorjev, nizke ravni duSika, 11-16
% etanol in nizek pH (Fugelsang, 1997; Guilloux-B&er in sod., 2001; Dias in sod.,
2003; Fugelsang in Zoecklein, 2003). Podobno &aterevisiae je tudi D. bruxellensis
dobro prilagojena na enolosSke pogoje, saj je tatena etanol, fakultativno anaerobna in
»Crabtree« pozitivna (Woolfit in sod., 2007). »Qrab« pozitivha lastnost pomeni, da
kvasovka v prisotnosti velikinh koncentracij glukgamizvaja etanol ne glede na to ali gre
za anaerobne ali aerobne pogoje inkubacije. Nardiod. (2010) so ugotovili, da med
fermentacijo takoD. bruxellensis kot S. cerevisiae izrazata nekaj skupnih regulatorjev
odziva na stres (in sicer naslednji g&fN4, SNF1, HSP82 in NTH1), kar kaZe na to, da
so nekateri mehanizmi za prilagoditev na fermejgigiokolje genetsko ohranjeni znotraj
kvasovk. Po koncu alkoholne fermentacije konceiljgatadkorjev upadejo in posleédio
nastopi faza odmiranja kvasovR cerevisae. V tem okolju je populacija kvasovk
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Brettanomyces sposobna p@msne rasti in lahko ohrani svojo Zivost za daljasovno
obdobje. Za razliko od kvasovKe cerevisiae, ima D. bruxellensis v goji&u z velikimi

koncentracijami glukoze némkovit prevzem sladkorjev, vendar lahko za meteieoh

izrablja razléne alternativne vire ogljika (kot so na primer dlkb: etanol, gliceral,...).
Dodatno lahko zelodinkovito privzemajo glukozo, ko je ta prisotna E\ssledovih (Dias
in sod., 2003; Conterno in sod., 2006). Vse tentast ji omogd@ajo visoko stopnjo
prezivelosti tekom zorenja vina.

Ceprav mehanizmi prilagajanja na pogoje alkoholmenéatacije Se niso poznani, pa so
bile narejene ze Stevilne Studije fizioloSkega weplkemijskih in fizikalnih dejavnikov na
razvoj D. bruxellensis v vinu, kot so na primer: kisik in Zveplov dioksiiillet in
Lonvaud-Funel, 2000; Du Toit in sod., 2005), koricaeija sladkorja, temperatura (Barata
in sod., 2008a), in avtoliza kvasovBecerevisiae (Guilloux-Benatier in Chassagne, 2003).

2.4 SINTEZA HLAPNIH FENOLOV

Kvasovke sintetizirajo hlapne fenole med procesamimske transformacije fenolnih
kislin imenovanih hidroksicimetove kisline/fenolgsline (HCK). HCK so v grozdju
obicajno prisotne v nizkih koncentracijah, kjer so zee®e z vinsko kislino lahko pa
tvorijo tudi etilne estre, glukozne estre in andminske kumarate (Curtin in sod., 2005).
Prosta oblika HCK -kumarna p-KK), ferulna (FK) in kavna kislina) se sprosti kadje

po delovanju encimov s cinamoil-esterazno aktivipo&i hidroliticno cepijo estersko vez
(Dugelay in sod., 1993; Stead, 1995; Oelofse in,22D8).

HCK v rastlinskih celicah grozdne jagode delujefa karavni toksini in zavirajo rast
patogenih mikroorganizmov (Barthelmebs in sod.,1200ekateri mikroorganizmi lahko
proste HCK pretvorijo do manj toksiih derivatov. Pri tem se HCK najprej
dekarboksilirajo v hidroksistirene (4-vinilfenol VF, 4-vinilgvajakol 4-VG in 4-
vinilkatehol) (Edlin in sod., 1995), ti pa se redap v pripadajde etilne-derivate (4-
etilfenol 4-EF, 4-etilgvajakol 4-EG in 4-etilkatdh@Chatonnet in sod., 1992; Dias in sod.,
2003). Za ti dve reakciji sta torej potrebna encisnéenolno kislinsko dekarboksilazno
aktivnostjo in z vinilfenolno reduktazno aktivnas(gslika 1).
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Hidroksicimetna

. Vinilfenol reduktaza
dekarboskilaza

— — -
CH,O" CH,0
OH OH OH

Ferulna kiinngH 4-vinilguajakol 4-etilguajakol

Hidroksicimetna
dekarboskilaza Vinilfenol reduktaza

OH

Kumarna kislina 4-vinilfenol 4-etilfenol

Slika 1: Shema encimske biotransformacije hidroksienetovih kislin (HCK) v vinilfenole in etilfenole
(Botelho in sod., 2011).

Figure 1: The scheme of enzymatic biotransformatibhidroxycinnamic acids (HCK) to vinylphenols and
ethylphenols (Botelho et al., 2011).

KvasovkaD. bruxellensis pa ni edina, ki lahko proizvaja hlapne fenole. Medizvajalke
spadajo takdsaccharomyces (Chatonnet in sod., 1993) koe-Saccharomyces kvasovke
(Shinohara in sod., 2000; Dias in sod., 2003; Bamtsod., 2006) in nekatere r&h®
kislinske bakterije (Cavin in sod., 1993; Chatonmesod., 1995; Couto in sod., 2006).
Raziskave so pokazale, da $secharomyces kvasovke kot sé&hodutorula spp, Candida
spp, Cryptococcus spp, Pichia spp in Hansenula spp. lahko sintetizirajo veliko ka@lino
vinilnih fenolov v umetnem goj& dopolnjenem s kumarno in ferulno kislino (Shin@ha
in sod., 2000). Presenetljivo so Dias in sod. (20@gotovili, da lahko vinska kvasovka
Pichia guilliermindii v sintettnem soku pretvori kumarno kislino v 4-EF. Preizkuso
tudi kvasovke Candida cantarelli, Candida wickerhamii, Debaryomyces hansenii in
Kluyveromyces lactis, za katere pa so ugotovili, da je njihova sinteZaHbistveno nizja v
primerjavi s kvasovkamB. bruxellensis in Picia guilliermindii (Dias in sod., 2003; Barata
in sod., 2006; Martorell in sod., 2006; Sangornnsod., 2008). Lopes in sod. (2009) so
opazili, da se kvasovkR. guilliermondii razlikuje od kvasovk®. bruxellensis po visoki
produkciji 4-VG in 4-VF in nizki produkciji 4-EG id-EF.

2.4.1 Dekarboksilaze za fenilakriléne kisline v vinskih mikroorganizmih

Dekarboksilaze za fenilakriine kisline so bile najprej okarakterizirane pri tegigah in
Sele nato pri kvasovkah (Clausen in sod., 1994;rCiavsod., 1997; Edlin in sod., 1998;
Barthelmebs in sod., 2000a; Stratford in sod., 208akterijske vrste, ki vsebujejo to
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vrsto dekarboksilaz sd®seudomonas fluorescens (Huang in sod., 1994),actobacillus
plantarum (Cavin in sod., 1997; Rodriguez in sod., 200B#cillus subtilis/pumilus
(Degrassi in sod., 1995; Zago in sod., 1995; Cavsod., 1998)Pediococcus pentosaceus
(Barthelmebs in sod., 2000b) kiebsiella oxytoca (Hashidoko in sod., 2001). V bakterijah
so dekarboksilaze, ki so homologne kvasnim dekaitedam, sestavljene iz
homodimernih podenot in imajo skupno molekulsko anakoli 41-45 kDa (Huang in
sod., 1994; Degrassi in sod., 1995; Cavin in sd898; Rodriguez in sod., 2007).
Bakterijske dekarboksilaze so del inducibilnegeestega odziva na prisotnost HCK
(Barthelmebs in sod., 2000a). Bakterijske sekvdrraolognih dekarboksilaz kazejo med
seboj 64-84 % podobnost v aminoksilinskem zaporédavin in sod., 1998; Barthelmebs
in sod., 2000a) in nobene podobnosti z dekarbdesita, ki izvirajo iz kvasovk (Cavin in
sod., 1998).

2.4.2 Dekarboksilaze za fenolne kisline kvasovks cerevisiae

Shinohara in sod. (2000) so ugotovili, da je siateznilnih fenolov v kvasovkiS
cerevisiae odvisna od gena, ki zapisuje encim kumarat-dekasitezo (869 baznih parov
velik PCR produkt, ki vsebuje g¢PAD1). GenPAD1 ima v kvasnem genomu eno samo
kopijo (Clausen in sod., 1994) in se nahaja na ksomu IV kvasovké. cerevisiae. Gen
kodira dekarboksilazo Padlp, ki ima nizko afiniteim ferulne in kumarne kisline, zato
raziskovalci predvidevajo, da ta encim ni sposadiatetizirati dovolj vinilnih fenolov, da
bi priSlo do pojava fenolnih priokusov v vinu (Cam in sod., 1994).

Za razliko od konstantnega izrazanja geA®1 iz kvasovkeS. cerevisiae pa se izrazanje
genov, ki kodirajo dekarboksilazo za fenilakmilo kislino PADC) iz bakterije Bacillus
subtilis in dekarboksilazo za kumarno kislinBdC) iz bakterijeLactobacillus plantarum,
poveta ob dodatku HCK (Degrassi in sod., 1995).

Smit in sod. (2003) so ugotovili, da je industrijskv kvasovkes. cerevisiae s prekinjenim
genom PAD1 (VIN13[APOF]) Se vedno sintetiziral 4-VF v vinilChardonnay in
Renski riZling, kar kaze na to, da je v kvasovki prisotna Se tt@dBCK-dekarboksilaza. V
tem primeru je najverjetneje Slo za aktivnost ersckadiranega z genoFDC1. Ugotovili
so, da se gerDC1l v genomu nahaja v neposredni blizini geRAD1, in sicer na
kromosomu IV kvasovk&. cerevisiae.

Encima Padlp in Fdclp sta po aminokislinskem zajporeomologna bakterijskim ne-
oksidativnim hidroksiakrilat-dekarboksilazam/ferkalrboksilazam, ki jih kodirajo trije
klasterji genov in sicer B, @ D in so veliki 0,6; 1,4 in 0,2 kbp. Liu in so2007) so
ugotovili, da geni B, Cin D iz genoma bakterije&Chlamydophila pneumoniae AR39
zapisujejo tri proteinske podenote (podenota B,nCD), ki skupaj tvorijo encimski
kompleks in sodelujejo v procesu dekarboksilaciosintezni poti nastanka ubikinona. V
skladu s tem so Mukai in sod. (2009) ugotovili, deupaj z nekaterimi drugimi
dekarboksilazami tudi encima Padlp in Fdclp soey biosintezi ubikinona. Ubikinon
je nujen za elektronski transport v mitohondrijin posledino nujen za respiratorni
metabolizem kvasovke. Bakterijski protein kodirarggnom C vsebuje aminokislinski
motiv E-X-P, ki pa je ohranjen tudi v proteinu Fgcliu in sod. (2007) so za bakterijske
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4-hidroksibenzoat-dekarboksilaze dokazali, da jetim&-X-P odgovoren za vezavo
(hidroksilnih)-akrilnih kislin. Potemtakem lahkokvasovkah sluzi za vezavo HCK.

2.4.2.1 Transformacija bakterijskih dekarboksilakwasovkoS. cerevisiae z hamenom
izboljSanja arome vina

Smit in sod. (2003) so zeleli razviti vinsko kvako\S. cerevisiae, ki bi bila sposobna
optimizirane dekarboksilacije fenolnih kislin do tmpalnih in zazelenih koncentracij
vinilfenolov v vinu. S tem namenom so klonirali geRADC, PDC, in PAD1 pod
konstitutivni fosfoglicerat-kinazni promotor (PGKLih terminator PGK1T kvasovk&
cerevisae. Ta genski konstrukt so vkiiui v ura3 lokus laboratorijskega seva
cerevisiae, 21278b. GenaPADC in PDC so transformirali tudi v industrijski se&
cerevisiae VIN 13. Encimski testi z uporabo kvasnih ekstrakto dodanimi HCK so v
primeru laboratorijskih transformantov pokazali, jdgpove&anje ekspresije gendwADC
in PDC povzrailo ve¢jo encimsko aktivnost (priblizno 2x $®), pove&anje ekspresije
gena PAD1 pa ni signifikantno izboljSalo aktivnosti encimaad?p. Industrijske
transformante so preskusili v fermentaciji @hardonnay in Renski rizling. Produkcija 4-
VF je bila v&ja v vinih Chardonnay v primerjavi z viniRenski rizZling. Ker 4-VF pri
koncentraciiah nad 4 mg/L povzi fenolne priokuse in ker je idealna zazelena
koncentracija 4-VF v vinu okoli 2,2 mg/L, ima trdmsnacija genovpdc in padc v S
cerevisiae negativen tinek na aromatski profil vina.

Za razliko od neuspelih poskusov izboljSanja ardemmentiranih vin s transformiranimi
vinskimi sevi pa so transformacije pivskih sevovagwvke S. cerevisiae uspesno
prispevale k okusu in vonju piva. Cao in sod. (204@uspesno klonirali gef?ADC iz
bakterijeB. subtilis v industrijski pivski sev W303-1A kvasovk cerevisiae. Rezultati so
pokazali, da je bila sinteza 4-VG p@ama glede na divji tip seva, in sicer iz 1,20 mg/L
diviem tipu do 1,70 mg/L v transformantu. Nasta&entracije 4-VG so prispevale k
izboljSanju zazelene arome piva in so poudariletzsu okus po klidkih.

2.4.3 Dekarboksilaze za fenolne kisline v kvasovkdbekkera spp.

Edlin in sod. (1998) so v kvasovkiekkera anomala delno okarakterizirali encim, ki
dekarboksilira HCK. Ugotovili so, da se aktivhosfjga encima inducira v prisotnosti HCK.
Encim so opisali kot homodimerni protein, velik 8%Da, ki speciino deluje na kavno,
kumarno in ferulno kislino. N-terminalno sekvenaojg@ aminokislinskega zaporedja
izoliranega encima je razkrilo, da zaporedje neekabbene podobnosti z ostalimi
kvasnimi ali bakterijskimi dekarboksilazami, in ¢& homologno N-terminalnemu delu
odprtega bralnega okvirja (ORF) YDR032C kvasokeerevisiae. Odprti bralni okvir
YDRO032C je homologen genBST2 iz kvasovkeCandida albicans, ta pa je vpleten v
odziv kvasovke na oksidativni stres in v rezistenaalroge (Karababa in sod., 2004). Gen
YDRO032C so klonirali in izrazili v bakterijiE. coli, vendar niso opazili nobene
dekarboksilazne aktivnosti transformiranih celidI{& in sod., 1998). Potemtakem gre za
neobtajen encim s dekarboksilazno aktivnostjo kvasdvkanomala.

Harris in sod. (2009) so z nadaljnjim sekvencirangminokislinskega in cDNA zaporedja
za encim Padp dotdi skoraj celotno sekvenco proteina. Majhne razlik sekvencah
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pridobljenih s proteinskim in RACE (cDNA sekvencij@) sekvenciranjem nakazujejo na
verjetno prisotnost vsaj dveh izoformnih oblik tegana v genomu kvasovKkeekkera
anomala. Aminokislinska sekvenca je razkrila prisotnostaxnega mesta za flavodoksin
mononukleotid. Proteina Padp in Pst2p identifi@aranpredhodnih Studijah spadata med
flavoproteinske ali flavodoksinske druzine proteiffGrandori in Carey, 1994; Rangarajan
in sod., 2004). Ta dva proteina imata r&si funkcije, vendar oba vsebujeta vezavno
mesto za flavin mononukleotid. Kljub rasim funkcijam obstaja podobnost v njunem
delovanju. Protein Pst2p iz kvasouBaccharomyces ali Candida spp. se nahaja v
mitohondrijih, kjer se njegova aktivnost timm poveéa ob nastanku reaktivnih kisikovih
radikalov (Karababa in sod., 2004), protein Padmekarboksilira HCK, ki povzkeajo
oksidativni stres. Dodatno sta oba proteina Padfst2p vpletena v rezistenco proti
komponentam rastlinskih celic, ki vsebujejo prokmbno aktivhost (Clausen in sod.,
1994; Pardo in sod., 2000).

2.4.4 Vinilfenol-reduktaze v vinskih mikroorganizmih

Encim vinilfenol-reduktaza je nujen za redukcijonilfienolov do pripadajéih etilnih
derivatov.Ceprav so redukcijsko sposobnost opazili Ze pri dxdjlh roduLactobacillus
spp (Couto in sod., 2006h kvasovkah vrst®ichia guilliermondii (Dias in sod., 2003), pa
je kvasovkaD. bruxellensis edina, ki je v vinu (oziroma v prisotnosti 10 Yambla)
sposobna sintetizirati dovolj etilnih fenolov, @ati povzra@ijo stranski priokus po fenolnih
snoveh v vinu (Dias in sod., 2003).

2.4.5 Encim z vinilfenol-reduktazno aktivnostjo kvaovkeDekkera bruxellensis

Tchobanov in sod. (2008) so bili prvi, ki so izalirin delno okarakterizirali encim
vinilfenol-reduktazo (Vprp) kvasovk®ekkera bruxellensis. SDS Page elektroforeza je
pokazala, da je ta reduktaza monomerni protein lekatsko maso 26 kDa. S tripsinsko
razgradjo in sekvenciranjem izoliranega protein&2S Page gela so dollb sekvence
treh peptidov (NLPRIDFTLNLP; GFLTIQYDSGK; HRYVFLLYRTPGVT) in jih s
programom BLASTp primerjali z NCBI bazo podatkowezRlItati poravnav zaporedji so
pokazali, da se peptidna zaporedja ne ujemajo 2mbpoznanim proteinom v bazah
podatkov.

Maksimalna aktivnost encima Vprp nastopi v pozrzifaasti celic D. bruxellensis
(Tchobanov in sod., 2008). Podobno so Edlin in 9§d®@98) ugotovili, da ima tudi
dekarboksilaza Padp iz kvasovRekkera anomala najvetjo aktivnost v pozni eksponentni
fazi rasti celic. Ker oba encima spadata pod isétatvolno pot, ne presefse da sta tudi
gena, ki ju zapisujet&konstitutivno izrazena in da imata oba na&jgeaktivnost v pozni
eksponentni fazi rasti. Tchobanov in sod. (2008)nadalje ugotovili, da encim Vprp
specifcno veze 4-VG in 4-VF in da je njegova aktivnostiimtana s substrati, ki vsebujejo
karboksilno skupino (kot so na primer: cimetovauyliea ali kumarna kislina). Potemtakem
so ugotovili, da encim ni sposoben direktno recdaicHCK v grozdni brozgi.
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2.5 FAKTORJI, KI VPLIVAJO NA RAST KVASOVKE D. bruxellensis IN NA
PRODUKCIJO HLAPNIH FENOLOV V VINU

Biosinteza hlapnih fenolov v vinu je odvisna odsptnosti prekurzorskih molekul HCK,
od koncentracije etanola, od sevne spé&uisti kvasovkeD. bruxellensis in od velikost
njene populacije (Gerbaux in sod., 2000). Vinagi gosluzujejo Stevilnih strategij, ki
prepre&ujejo razvoj in rast kvasovkB®. bruxellensis, vendar je @inkovitost teh metod
pogosto vprasljiva predvsem zaradi slabe preventigginkovitega prepréevanja okuzb
in zaradi omejenega razumevanja fiziologije in rbet@ma teh kvasovk, Se posebej v
meSanih kulturah skupaj s komercialnimi vinskimivis&kvasovke S. cerevisiae.
Odlaciinega pomena je prepoznati, pod katerimi pogdjkéa kvasovkaD. bruxellensis
postane kompetitivna, se nhamnozi in po¥knesne okvare vina z iztanjem visokih
koncentracij hlapnih fenolov. S poznavanjem tehgpemgbo mogoe vzpostaviti ustrezne
ukrepe za nadzor fermentacije in proizvodnje vMigéntini in sod., 2008).

Dodatno so fizioloSki testi prezivetja in razvojaakovke D. bruxellensis v pogojih

fermentacije vina pokazali (Barata in sod., 200&H), je uporaba agresivnih kemih

sredstev za popolno odstranitev prisotnosti kvasdkbruxellensis neprimerna in da je
bolje zmanjsati ali prepédi njeno proizvodnjo hlapnih fenolov. To Se posebelja za

visokokakovostna vina, pri katerih je uporaba sizdmijskih in dezinfekcijskih metod
nezazelena, saj lahko le te vplivajo na samo kanaeijo zazelenih aromatskih snovi.

2.5.1 Vpliv prekurzorskih molekul iz grozdnih jagod

V naslednjih podpoglavjih so predstavljeni vplivilfoksicimetovih kislin na rast kvasovk
in na sintezo hlapnih fenolov.

2.5.1.1 lzvor hidroksicimetovih kislin

Koncentracija HCK v groznih jagodah tmm vpliva na kumulativho koncentracijo hlapnih
fenolov v vinu (Suarez in sod., 2007). R&aé sorte grozdja se razlikujejo v vsebnosti
fenolnih kislin v jagodah (Rodrigues in sod., 200davna, ferulna in kumarna Kkislina so
vezane z vinsko kislino (kaft&gna kislina, fertatina kislina in koutatina kislina)
(Ribéreau-Gayon in sod., 2006). Na splosno vsetnia®/itis vinifera 150 mg/L kaftatine,

20 mg/L koutane in 1 mg/L fertatine kisline (Rentzsch in sod., 2007). Ostale sorte
vsebujejo véje kolicine HCK, na primeiGrenache vsebuje od 270-460 mg/L kaftéme
kisline (Morel-Salmi in sod., 2006). Za nekateragh sorte se vsebnosti spet gibljejo med
50-60 mg/L (Rentzsch in sod., 2007).

Kaftaricna kislina je prekurzor za nastanek 4-vinilkatehiolad-etilkatehola,p-kumarna
kislina je prekurzor za nastanek 4-vinilfenola wetdfenola in ferulna kislina je prekurzor
za nastanek 4-vinilgvajakola in 4-etilgvajakola.dfermentacijo delujejo esterazni encimi
iz kvasovk, ki sprostijo HCK v grozdno brozgo. QG#&bin sod. (2008) so pokazali, da se
proste hidroksicimetove kisline sptago tudi med postopkom malolaktie fermentacije
mlec¢nokislinskih bakterij. Opazili so, da je tekom «ilega razkisa povptra
koncentracija kaftathe, koutarine in fertarkne kisline padla iz 5,33 mg/L na 0,46 mg/L.
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Te vrednosti nakazujejo na dejstvo, da se @olodelez kavnep-kumarne in ferulne
kisline sprosti med potekom hidrolize cinamoil-ghzidnih antocianinov kot tudi drugih
hidroksicimetovih derivatov.

Ostali faktoriji, ki lahko vplivajo na vsebnost HGKgrozdju so: geografsko poreklo vinske
trte in stopnja zrelosti in izpostavljenost son®iarf Wyk in Rogers, 2000; Geny in sod.,
2003). Ker se vsebnost HCK pa@uge med procesom zorenja grozdnih jagod na somtgu, s
Van Wyk in Rogers (2000) ugotovila, da lahko dosedaizjo vsebnost ferulne kisline in
posledéno manjSe koncentracije 4-EG v vinte zagitimo grozdne jagode pred sormo
svetlobo s posebnimi previekami & opravimo trgatev v zgodnejSem obdobju zorenja
jagod.

Ceprav lahko v grozdnem soku koncentragi&umarne kisline doseZze do 60 mg/L
(Chatonnet in sod., 1997), pa njena koncentracinu po alkoholni fermentaciji ne
presega 8 mg/L (Goldberg in sod., 1998). Na tolkiagubo HCK lahko vplivajo razini
bioloski in fizikalno-kemijski dejavniki. Geny inogl. (2003) so ugotovili, da lahko okuzba
trte s plesnijoBotrytis cinerea vpliva na znizanje vsebnosti ferulne kisline v zgioi
brozgi. Nadalje lahko visoke temperature (nad 3 2@zajo stabilnost in obstojnopt
kumarne kisline (Salameh in sod., 2008). Izgubaomckntraciji je lahko tudi posledica
ponovne vezave in esterifikacije HCK. Tako kot drigi polifenoli se lahko tudi prosta
kumarna kislina poveze z etanolom, peimer nastane ester. Poznano je, da ta reakcija
esterifikacije nara® s poveéevanjem koncentracije etanola (Dugelay in sod.,3)199
Dodatno so Stevilne raziskave ugotovile, da sedatdd HCK adsorbira v ceélne stene
kvasovk S. cerevisiae in D. bruxellensis, pri cemer sama koncentracija v gojSupade
(Morata in sod., 2003; Medina in sod., 2005; Motataod., 2005; Rizzo in sod., 2006).
Torej temperaturna labilnost, reaktivnost z etanolm adsorpcija na ceéle stene so
glavni dejavniki, ki lahko povzigo od 10 do 50 % izgubo v razpolozljivosti prostih
HCK.

2.5.1.2 Vpliv hidroksicimetovih kislin na zaviranjasti kvasovké®. bruxellensis

Dias in sod. (2003) so pokazali, da peage koncentracijp-kumarne kisline iz 10 mg/L
na 100 mg/L ni imelo negativhega vpliva na rastdowkeD. bruxellensis in na sintezo 4—
etilfenola. Posledno so v raziskavah produkcije hlapnih fenolov nggsieje uporabljali
100 mg/Lp-kumarne kisline, kar je posleio povealo aktivnost kumarat-dekarboksilaze
(Kkdp) kvasovkeD. bruxellensis in proizvodnjo hlapnih fenolov (Dias in sod., 2003
Godoy in sod., 2008; Harris in sod., 2009). Zaikazbd Diasa in sod. (2003) pa so Harris
in sod. (2008) ugotovili, da 100 mg/L HCK lahko rawast nekaterih sevov kvasovike
bruxellensis. Dodatno so ugotovili, da so §e koncentracije HCK (2 mM) opazno
inhibirale rast vseh testiranih sevov te kvasovkestiranja so opravili v umetnem vinu
predhodno fermentiranem s komercialnim sevom kuves®&v cerevisiae. Etanol, ki ga je
sintetizirala kvasovk&. cerevisiae, bi potemtakem lahko powal inhibitorni vpliv HCK.
Nadalje so Couto in sod. (2005) testirali visokedentracije HCK (500 mg/L ferulne ali
vanilinske ali kavne ali galne kisline) in vse ornee kisline so bistveno skrajSalas, ki

je potreben za 90 % inaktivacijo kvasdvkbruxellensis, pri ¢emer je imela ferulna kislina
najmanejsi vpliv.
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Prave grozdne brozge ne vsebujejo le posamezniiraizih HCK, ampak se v njih
pojavljajo izkljutno le kombinacije razinih vrst HCK (tako imenovane meSanice HCK).
Potemtakem lahko transformacijo v hlapne fenoleuqauemo le z uporabo kombinacij
HCK. Harris in sod. (2008) so pr&li inhibitorni vpliv kombinacij razlénih vrst HCK.
Ugotovili so, da je kombinacija ferulne ptkumarne kisline imela @ inhibitorni vpliv
na rast sevov v primerjavi z dodajanjem posamebB@K kislin. Kombinacije HCK, ki so
vsebovale tudi kavno kislino, so najbolj zavrletrd3o podobnih rezultatov so prisli tudi
Oelofse in sod. (2009), ptemer so nadalje ugotovili, da je kombina@{&K (kumarna
kislina) in FK (ferulna kislina) (v skupni konceatiji 200 mg/L) vplivala tudi na kamo
raven proizvedenih 4-EG in 4-EF. Opazili so, danekateri sevi le s tezavo pretvorh
KK in FK v etilfenole, za vé&no pa je bila pretvorba le nekoliko zakasnjenanéetracije
etilnih derivatov so se med sevi bistveno razlikevan so bile nizje v primerjavi z
goji&em, ki je vsebovalo le eno ali drugo vrsto HCK. rdajo sintezo hlapnih fenolov
imajo avtorji dve razlagi. Pryj obe vrsti HCK skupaj bi lahko sprozili rejSi
inhibitorni winek na rast kvasovk in s tem daljSo lag fazo rdstir bi posledino
povzrailo nizjo raven biosinteze encimov Kkdp in Vprp. §t&a pa je tudi druga razlaga,
ki trdi da so visoke koncentracieKK in FK sproZile nasienje vezavnih mest na encimih
Kkdp in Vprp in so posledno dosegle njihovo maksimalno stopnjo pretvorbe.SHli
povsem jasno ali lahkp-KK in FK vplivata druga na drugo in ali lahko teljata v
svojem privzemu, transportu in inhibiciji.

2.5.2 Vpliv koncentracije etanola

Toksicnost etanola je povezana z njegovo topnostjo v manskih lipidih vinskih
kvasovk. Celine stene anaerobno gojenih kvasovk imajo, v premeg aerobno gojenimi
kvasovkami, nizjo vsebnost sterolov, fosfolipidav poli-nenasienih masgobnih kislin,
kar prispeva k zmanjSani odpornosti celic na etéibatue in sod., 1991; Medawar in sod.,
2003). Ceprav se zdi, da so vinske kvasovke bolj toleramaevisoke koncentracije
etanola (Carrasco in Querol, 2001), pa je etanolvédno glavni stresni dejavnik
fermentacije vina (Bisson, 1999) in toleranca n@ngotovo najpomembnejsi faktor, ki
omogaa prezivetje in rast kvasovk v vinu (Barata in s@008a).

2.5.2.1 Vpliv etanola na rast kvasouRebruxellensis

Nekatere raziskave trdijo, da @ bruxellensis v primerjavi s kvasovk&. cerevisiae bolj
tolerantna na etanol (Silva in sod., 2004), spetjelraziskave trdijo ravno obratno (Barata
in sod., 2008a). Vse pa se strinjajo z dejstvomedaleranca na etanol sevno sp€aid in

da se razlikuje znotraj vrste.

Barata in sod. (2008a) so ugotovili, da lahko sakwasovkaS. cerevisae raste v
prisotnosti 16 % (v/v) etanola, medtem ko sta ddanajbolj odpornih sevov kvasovike
bruxellensis tolerirala najvé 15 % (v/v) etanola, wéna sevov kvasovk®. bruxellensis
(20 od 29) pa je bila inhibirana ze pri 14,5 % &kl Nadalje so pokazali, da je bila
toleranca kvasovkB. anomala bistveno niZja v primerjavi s kvasovkarBacerevisiae in

D. bruxellensis, saj je bila njena rast popolnoma inhibirana zprigotnosti 8 % (v/v)
etanola.
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2.5.2.2 Vpliv etanola na biosintezo hlapnih fendkeasovkeD. bruxellensis

Stevilne raziskave so ugotovile, da se v vinih&osivsebnostjo etanola redkeje pojavljajo
neprijetni priokusi po etilfenolih (Rodrigues indsp2001; Dias in sod., 2003). Dias in sod.
(2003) so pretevali vpliv etanola v koncentracijskem rangu od 3#-% (v/v) na
produkcijo 4-EF. Ugotovili so, da po¥evanje koncentracije etanola do 10 % vpliva zgol
izklju¢no na rast kvasovk in ne vpliva na samo produkgigbkpnjo 4-EF. Pri 12 % sta bili
rast in produkcija bistveno nizji, pri 13 % pa jeSpp do popolnega zavrtja obeh procesov.
V nasprotju s tem so Benito in sod. (2009) v pnssti 15 % etanola opazili tako rast
biomase kot tudi produkcijo 4-EF kvasovie bruxellensis. Nadalje so ugotovili, da je v
primerjavi s kontrolo, 10 % etanol povZiozakasnjeno sintezo 4-EF, in sicer za 72 ur,
15 % etanol pa za kar 168 ur, vendar je bila saarestormacija v 4-EF v obeh primerih
skoraj 90 %.

Ganga in sod. (2011) so pokazali, da ima pama koncentracija etanola (6,5 % (v/v) ali
ved) negativni vpliv na izrazanje geaD kvasovkeD. bruxellensis. Nadalje so Godoy in
sod. (2008) ugotovili, da etanol vpliva tudi na saaktivhost encimov Kkdp in Vprp te
kvasovke. Po nekaj minutah inkubacije v prisotn@éti% (v/v) ali 12 % (v/v) etanola so
opazili drasttno zmanjSanje aktivnosti encima Kkdp. Po 10 minutéubacije je encim
izgubil 50 % svoje aktivnosti in po 1 h je bila ggaza aktivhost Ze popolnoma izana.
Stabilnost encima Vprp se je postopno zmanjSevalasotnosti 10 % in 12 % etanola. Po
1 h inkubaciji v prisotnosti 10 % etanola je endagubil 80 % svoje aktivnosti, medtem
ko se je pri 12 % koncentraciji njegova encimskdivakbst zmanjSala za 88 %.
Potemtakem je aktivnost encima Kkdp bolgotliva na etanol v primerjavi z aktivnostjo
encima Vprp.

2.5.2.3 Vpliv etanola na porabo sladkorjev kvasdvkéruxellensis

Kvasovki D. bruxellensis (Silva in sod., 2004) irD. anomala (Geros in sod., 1999)
vsebujeta dva transportna sistema za glukozo:jervisoko afinitetni monosaharidni H+
simporter, ki deluje samo takrat, ko je koncenjeagiukoze manjSa od 0,01 % (prenos ene
molekule sladkorja na en proton); in drugi je ddag difuzija, ki deluje pri visokih ali
srednjih koncentracijah glukoze. Te kvasovke lalzk@isoko afinitetnim simporterjem
privzemajo sladkorje, ki se niso porabili tekomaddklne fermentacije in so prisotni samo
Se v sledovih (Silva in sod., 2004). Silva in s{®D04) so ugotovili, da so koncentracije
etanola, ki se pojavljajo v vinu (12 % v/v), popatna inhibirale difuzijski transport,
medtem ko je bila aktivnost visoko afinitetnegangporta znizana le za 60 %. Te
ugotovitve lahko pripomorejo k razumevanju mehamynprezivetjaDekkera spp. v
neugodnih pogojih fermentacije. Potemtakem lahlsoko afinitetni transportni sistem po
zakljuceni alkoholni fermentaciji Se vedno privzema reaide sladkorje in kvasovkD.
bruxellensis omog@a dolgotrajno prezivetje tekom zorenja vina.

2.5.2.4 Vpliv etanola na prevzem prekurzorjev

ZmanjSana proizvodnja hlapnih fenolov je poslediodi spremenjenega privzema in
transporta hidroksicimetovih kislin v celico. PrHp3,4 so cimetove kisline ketmo
nedisocirane in ker so lipofilne jim to omadgo da lahko v celico vstopijo z difuzijo.
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Znotraj celice HCK deprotonirajo, sprostijo progtetone in tako povztgo zakisanje
citoplazme. Da bi se kvasovke izognile tékam wtinkom teh kislin, jih metabolizirajo do
hlapnih fenolov, protone pa odstranijo s p@gjpanembranskin ATPaz (Agnolucci in sod.,
2010). Ganga in sod. (2011) so pokazali, ddjevkoncentracije etanola pomembno
zmanjSajo hitrost prehoda HCK v celico. Glede natde, da etanol v sploSnem pospesSuje
pasivno difuzijo in zavira aktivni transport pregoenasalnih proteinov v membrani (Sousa
in sod., 1996), je potemtakem mago da poleg pasivne difuzije obstaja Se aktivni
transport HCK v celico, ki ga etanol inhibira. Paugi strani pa lahko prisotnost etanola v
fermentacijskem goji& povzr@i spremembo v strukturi céhie membrane kvasovke.
bruxellensis, kar lahko negativno vpliva na pasivno difuzijo K@ znotrajceléni prostor.
Dodatno bi lahko etanol vplival tudi na samo ATPafigpa na njeno okolico (Chambel in
sod., 1999).

2.5.3 Vpliv raznolikosti sevov kvasovk®. bruxellensis

Conterno in sod. (2006) so ugotovili, da sta eninagbolj spremenljivih lastnosti sevov
kvasovkeD. bruxellensis prav rast biomase in produkcija hlapnih fenolov.

2.5.3.1 Vpliv raznolikosti sevov na rast kvasowkeoruxellensis

Produkcija hlapnih fenolov se & ob koncu lag faze in nataStekom eksponentne faze
rasti kvasovkeD. bruxellensis (Dias in sod., 2003; Barata in sod., 2008b; Agoaiun
sod., 2009). Barata in sod. (2008b) so pokazaljedaroizvodnja 4-etilfenola odvisna od
aktivnosti populacije kvasovk. bruxellensis in od dosezene kdéine biomase. Ugotovili

so, da se produkcija hlapnih fenolov péwe samo, kadar kvasovka raste ne glede na to
ali gre za inkubacijo v vinu ali mostu (Barata ods 2008b).

Barbin in sod. (2008) so opazili, da imajo ra&ziisevi razléne vzorce rasti in privzema
sladkorjev. Za razliko od prejsnjin Studij so ugolip da se produkcija 4-etilfenola
razlikuje od seva do seva in da je za nekatere sewdvisna od rasti in koncentracije
biomase. Spet pri drugih sevih je bila produkcighfuzena z rastjo in je natada s
koncentracijo biomase. Te ugotovitve so skladngazaniji v vinarstvu, kjer pokvarjena
vina pogosto vsebujejo visoko koncentracijo 4-etitfla, vendar relativho nizko stopnjo
rasti celicDekkera bruxellensis, medtem ko vsebujejo spet druga vina gosto pojpolte
kvasovke in tako majhne keoine 4-etilfenola, da ne povzrajo neprijetnih fenolih
priokusov (Barbin in sod., 2008).

2.5.3.2 Vpliv vrst in raznolikosti sevov na prevzardroksicimetovih kislin

Heresztyn in sod. (1986) so ptewali katabolizem HCK in ugotovili, da lahkD.

bruxellensis metabolizira kumarno, ferulno in sin&po kislino, ne more pa katabolizirati
kavne, vanikne ali siringéne kisline. Nasprotno so za kvasoMRoanomala ugotovili, da

lahko dekarboksilira kumarno, ferulno in kavno kisl ne more pa metabolizirati
sinaptne kisline. Edlin in sod. (1995) trdijo, da je @glza razlike v metabolizmu HCK
med razlénimi vrstamiDekkere spp. v razknih specifénostih encimov dekarboksilaz do
substratov. V skladu s tem so Harris in sod. (2@@®tovili, da se aktivhost encima Kkdp
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v kvasovkiD. bruxellensis bistveno meéneje inducira s kumarno kislino v primerjavi s
ferulno kislino. To pojasnjuje dejstvo, dale bruxellensis bolj odporna na kumarno kot
na ferulno kislino. Nasprotno pa je bil encim KkidpkvasovkeD. anomala bolj odziven
na kavno kislino v primerjavi s ferulno ali kumarkislino, kar so potrdili tudi Edlin in
sod. (1995). Vseeno obstajajo izjeme znotraj Drdiruxellensisin D. anomala. Na primer
Harris in sod. (2009) so opazili, da je bil d@vbruxellensis CBS 2336 najbolj odziven na
kumarno kislino, seD. bruxellensis AWRI 1499 pa na ferulno kislino. Nadalje so Oetofs
in sod. (2009) pokazali, da so se razlike v proguktapnih fenolov med raztnimi sevi
D. bruxellensis poveale, ¢e so v gojie dodali FK inp-KK v kombinacijah. Razlike v
produkciji hlapnih fenolov so bile med sevi bisteemanjSe, ko je bila v gofi§ prisotna
le ena vrsta HCK. Zanimivo je tudi opazanje Godayasod. (2009), da je prisotnost
98,5 mg/L (0,6 mmol/L)p-kumarne kisline pozitivno vplivala na stopnjo rastkaterih
izolatov kvasovkeD. bruxellensis. Ker so uporabili podobno koncentracigskumarne
kisline kot v Stevilnih drugih Studijah, kjer podudga efekta niso zaznali, je najverjetneje
razlog za ta pojav sevno spedifa prilagoditev kvasovk®. bruxellensis na prisotnost
HCK.

2.5.3.3 Vpliv raznolikosti sevov na biosintezo mdpfenolov

Godoy in sod. (2009) so testirali intracelularnetpmske ekstrakte 12 izolatov kvasovke
D. bruxellensis in ugotovili, da jih je véina vsebovala dekarboksilazno aktivhost encima
Kkdp, redkeje pa so vsebovali reduktazno aktiveostima Vprp. Nadalje so Conterno in
sod. (2006) ugotovili, da je skoraj polovica izokatkvasovkeD. bruxellensis proizvajala
velike kolicine 4-EP in 4-EG, medtem ko je druga polovica pedta le do 4 mg/L 4-EP

in 4-EG. Detekcija 4-EP in 4-EG se uporablja kottoda za ugotavljanje prisotnosti
kvasovkeDekkera bruxellensis v vinu, vendar je potemtakem neuporabna za mnege s
te vrste kvasovke. V primeru da vinarji ne zazrajudeze teh komponent, lahko d&doi
sevi D. bruxellensis Se vedno uspevajo v tolikSnem Stevilu, da lahk&vpgjo vino z
izlo¢anjem nekaterih drugih nezazelenih snovi (na priocetne kisline).

Harris in sod. (2009) so opazili, da so sevi, kbdbizolirani iz vinskih Kkleti, v katerih je
bil kvar vina pogost pojav, vsebovali zelo <o aktivnost encima Kkdp, v primerjavi z
ostalimi sevi vrsteD. bruxellensis. Renouf in sod. (2009) so pokazali, da so taki sevi
primerjavi z laboratorijskimi sevi bolj odporni ngsoke koncentracije etanola in §Ma
spremembe v pH in so bolje uspevali v grozdni bro2gdatno so opazili, da so vsi sevi,
ki so bili izolirani iz pokvarjenih vin, proizvedlilvakrat vé 4-EF v primerjavi z 4-EG,
medtem ko so laboratorijski sevi ¢ajno proizvedli enake kaline obeh etilnih fenolov.

2.5.4 Produkcija hlapnih fenolov s kvasovkdaccharomyces cerevisiae

Za uspesno in popolno alkoholno fermentacijo grepa@n soka je potrebno brozgo
inokulirati s komercialno startno kulturo. V ta n@amse najpogosteje uporabljajo vinski
sevi kvasovkeS cerevisiae in njej sorodne vrste zaradi njihovih Stevilnih dbb
fermentabilnih lastnosti, kot so: hiter anaerobnietabolizem, &inkovita poraba
sladkorjev, dobra toleranca na etanol in, $D produkcije zazelenih aromatskih estrov.



Kosel J. Vpliv meSane fermentacije kvas@/kerevisiae in D. bruxellensis na biosintezo aromatskih snovi. 19
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, 2014

Nekateri hlapni fenoli, kot sta 4-VG in 4-VF, soraano prisotni v vinih in so pomembni
pri tvorbi aromatskega profila vina. Chatonnetaa.s(1993) so preevali sintezo hlapnih
fenolov s kvasovk@. cerevisiae in ugotovili, da samo bela vina vsebujejo sigrafikne
kolicine vinilfenolov, ki so lahko atasno odgovorni za nastanek fenolnih priokusov.
KvasovkaS. cerevisiae lahko pretvori kumarno in ferulno kislino do 4-\4-VG, etilnih
derivatov pa ni sposobna sintetizirati. Van Wyk Rogers (2000) sta préila
dekarboskilacijsko sposobnost rénih sevovS. cerevisiae v vinih Kerner. Ugotovila sta,
da lahko komercialne vinske seve razdelimo v nizkevisoke producente 4-VG.
Predlagala sta, da bi lahko seve z nizko stopngmlyikcije uporabili za fermentacijo
grozdne brozge, ki vsebuje veliko HCK.

2.6 MIKROBNE INTERAKCIJE V MESANIH FERMENTACIJAH

Uporaba spontanih ali inokuliranih fermentacij bramimi sevi je odprla Stevilne razprave
in polemike Se posebej glede vpliva kvasovk na motgptine lastnosti vina. V primeru
spontanih fermentacij je lahko vpliv ragiih vrst kvasovk na aromo vina nekonsistenten,
saj tezko nadzorujemo proces fermentacije. Po dstugni pa starterske kulture kvasovke
S cerevisiae po inokulaciji sintetizirajo visoke koncentracig¢anola, kar pa inhibira rast
ne-Saccharomyces kvasovk in posledno zmanjSa kompleksnost arome vina. Zaradi tega
se raziskave usmerjajo v razvoj izbranih multistakih kultur z definiranimi sevi kvasovk

in pogoji rasti (Fleet, 2003).

Mikrobne interakcije med vinskimi mikroorganizmi lukéujejo  nevtralizem,
komenzalizem, medsebojno odvisnost/sinergijo, amer®n ali antagonizem in
konkurenco (Boddy in Wimpenny, 1992; Henick-Kling sod., 1998; Fleet, 2003).
Prevzem hranilnih snovi, kot so npr. aminokisline vitamini, s strani enega
mikroorganizma, lahko negativno vpliva na rastamvoj ostale mikrozdruzbe. Poleg tega
lahko izlaieni metaboliti, kot so etanol, inhibitorni peptiddroteini in glikoproteini,
prepre&ijo rast ali povzroijo razpad celic drugih mikroorganizmov. Primer ikak
mikroorganizmov so zimocidalni/ubijalski sevi kvake S. cerevisiae. Za razliko od tega
pa lahko nekateri metaboliti, izboljSajo rast ptabls mikroogranizmov. Na primer po
procesu avtolize celic se v ga@j&s sprosti celina vsebina, ki vsebuje aminokisline,
minerale in vitamine, ki predstavljajo nov vir hilan iztroSenem goji& (Charpentier in
sod., 1986; Fleet, 2003).

2.6.1 MeSane fermentacije me&. cerevisiae in ne-Saccharomyces kvasovkami

Stevilne Studije so pokazale, da je m&gazboljSati aromo ali stabilnost vina z uporabo
mesSanih kultuiSaccharomyces in ne-Saccharomyces kvasovk. Castelli in sod. (1955) so z
uporabo zaporedne inokulacije s kvasovkamalelbrueckii in S. cerevisiae zmanjsali
vsebnost ocetne kisline v vinu. Nedavno so to daareverili Bely in sod. (2008), pri
c¢emer je prislo do 60 % zniZanja hlapnih kislin cetaldehida.

Snow in Gallender (1979) sta za zmanjSanje konaeigr jabotne kisline v vinu
predlagala zaporedno inokulacijo s kvasovkafhizosaccharomyces pombe in S
cerevisiae. Silva in sod. (2003) so deacidifikacijo Se dodatizboljSali, in sicer z
imobilizacijo celic kvasovkes. pombe. Dodatno sKim in sod. (2008) pokazali, da je v
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prisotnosti S. cerevisiae tudi kvasovkalssatchenkia orientalis sposobna razgradnje
jabokne kisline.

Poskusi z meSanimi fermentacijami kultdr uvarum, T. delbrueckii in S cerevisiae so
pokazali jasne razlike v metabolizmu kvasoWkeerevisiae v mesSani incisti kulturi, pri
c¢emer je priSlo do uspeSnega pta@a kompleksnosti aromatskega profila vina (Ciani
sod., 2006). Ciani in sod. (2006) so dodatno opatal lahko flokulacijski se¥H. uvarum
interagira z ne-flokulativnim sevor@ cerevisiae in pri tem inducira ko-flokulacijo obeh
sevov skupaj.

Moreira in sod. (2008) so potai koncne koncentracije zveplovih komponent, visjih
alkoholov in estrov (etil acetata), in sicer z intdcijo multistarterske kulture, ki je
vsebovala kvasovkél. uvarum, H. guilliermondii in S. cerevisiae. Ugotovili so, da je
kvasovkaH. uvarum predvsenvplivala na povéanje produkcije izoamil acetata, kvasovka
H. guilliermondii pa na pové&anje produkcije 2-fenil-etil acetata.

Soden in sod. (2000) so opazili, da imobiliziraneagovka Candida stellata (oz.
Sarmerella bombicola) v kombinaciji s plavajto kvasovkoS cerevisiae tvori vegjo
kolicino zazelenega glicerola v vinu. Dodatno so opaddi je bila izraba sladkorjev bolj
ucinkovita, ¢e so v goji8e najprej inokulirali kvasovkdC. stellato. Ta je iz gojiga
prevzela samo fruktozo, kasneje dod&aerevisiae pa je izrabila predvsem glukozo.
KvasovkaC. stellata ima nizko dehidrogenazno aktivnost in zatori velike koline
acetaldehida in acetoina v g¢jis Oba metabolita lahko privzame kvasoaerevisiae,
kar pa posled@no vpliva na povéanje aktivnosti njenega metabolizma.

Toro in Vazquez (2002) sta opazila ptamsje v koncentraciji propanola v meSanih
fermentacijah s kvasovkam@andida cantarellii in S cerevisiae. Ugotovila sta, da je
populacija kvasovkeC. canterellii hitro odmrla in avtolizirala, prcemer je prisSlo do
sprostitve aminokislin v goji&. Povéana koncentracija aminokislin v gaji§ je
posledéno spodbudila sintezo propanola v kvasdulgerevisiae.

Garcia in sod. (2002) so z uporabo meSanega inolaukvasovkDebaryomyces vanriji in

S cerevisiae poveali koncho koncentracijo geraniola, ki je najpomembnej$peeoidna
komponenta v muSkatnem vinu. V meSanih fermentag@a opazili tudi v§o vsebnost
estrov predvsem etil-laktata, dietilsukcinata, detilanoata, etil- in izopentil-4-hidroksi-
butanoata.

Nadalje so Anfang in sod. (2009) ugotovili, da fentacija s kvasovkanfa cerevisiae in
Pichia kluyveri v razmerju 1:9 vpliva na ¥@ produkcijo aromatske zveplove spojine
3MHA (3-merkaptoheksil acetata). Podobne rezulsatelobili tudi Clemente-Jimenez in
sod. (2005), ko so zaporedno inokulirali kvasdidhia fermentans in S. cerevisiae.

Kurita in sod. (2008) so Zeleli ugotoviti, kakSen \pliv kvasovkePichia anomala na

metabolizem aromatskih snovi kvasovkecerevisiae. Odkrili so, da kvasovk&ichia

anomala v gojiXe izlota molekulo etil acetat, tega pa kvasoaerevisiae z esterazno
aktivnostjo (Eahphidrolizira do zazelenega izoamil acetata.
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2.6.2 Vpliv mikrobnih interakcij med kvasovkamaD. bruxellensisin S. cerevisiae

Jensen in sod. (2008) so izvedli Stevilne meSameadutacije v kombinacijah s kvasovko
S cerevisae in drugimi ne-Saccharomayces kvasovkami D. bruxellensis, Candida
pararugosa in Pichia guilliermondii). Ugotovili so, da je bila rast kasovi&cerevisiae v
prisotnosti kvasovk®. bruxellensis nespremenjena v primerjavistimi kulturami in da
je v obeh primerih presegala”lOFU/mL. Avtorji predvidevajo, da prisotnost kvageD.
bruxellensis ni vplivala na rast kvasovke cerevisiae. V nasprotju s tem so Silva in sod.
(2011) ugotovili, da je aktivnost kvasovkecerevisiae jasno zatrta v prisotnosti kvasovke
Dekkera custersianus. Negativni vpliv na rast kvasovke cerevisiae je bil ociten tako v
zgodnji stopnji fermentacije kot tudi v kém koli¢ini proizvedenega CO Poznano je, da
Dekkera spp. tvori ocetno kislino, etanol in hlapne fenol&cetna kislina Zze v nizkih
koncentracijah (2,5uL/mL) negativnho vpliva na presnovne procese v kvBsoS
cerevisiae. Nenabita oblika ocetne kisline lahko vstopi v cels preprosto difuzijo. To
lahko vpliva na znizanje znotrajo&liega pH, na izgubo H + protonov (Calahorra in sod.,
1987) in na v&o izrabo molekul ATP (Eraso in Gancedo, 1987)piidcesi so stresni za
celice kvasovk in lahko privedejo do sprozitve disivhega stresa in poslédo do
iniciacije apoptoze v celici (Mroczek in Kufel, 28)0 Silva in sod. (2011) so testirali tudi
vpliv hlapnih fenolov na rast kvasoviScerevisiae. Pokazali so, da prisotnost 4-etilfenola
v koncentraciji 19,61 mg/L ni kazala vpliva na prego kvasovkes. cerevisiae.

Rast kvasovked. bruxellensis je paasna, vendar konstantno na@a$n lahko scasoma
doseZe koncentracijo 5 x AE@FU/mL (Dias in sod., 2003). Tako velike koncedije
kvasovkeD. bruxellensis nastopijo Sele po zakljluu alkoholne fermentacije, ko kvasovka
S cerevisiae preide v fazo celnega odmiranja. Silva in sod. (2011) so opazili,jela
kvasovka Dekkera custersianus bolj aktivna v meSanih fermentacijah s kvasovRo
cerevisiae v primerjavi scisto kulturo (samo kvasovkR. custersianus). Kvasovke vrste
Dekkera spp so odvisne od kisika in od stopnje préenanja gojia. Uscanga in sod.
(2003) so pokazali, da v kot je prezréevanje, manjSa bo produkcija etanola itjado
sinteza ocetne kisline. V pogojih anaerobne feramja je pojav ocetne kisline v gaji$
minimalen. Biosinteza ocetne kisline iz acetaldahjel oksidativni proces, ptiemer se
NAD+ reducira do NADH. Posledo je sinteza ocetne kisline odvisna od konceng&aci
akceptorjev, ki sprejmejo vodikov elektron. NajpstgSi akceptorji v kvasovkDekkera
spp. so kisik, acetoin, aceton in dihidroksiace{8ilva in sod., 2011). V anaerobnih
pogojih je koncentracija teh akceptorjev omejena posledéno pride do pojava
imenovanega »Custerjev efekt« (Scheffers in Wiki969). Custerjev efekt kvasovk je
nasproten »Pasteurjevemu efektu« in razlaga podkav,kisik ali drugi akceptoriji
vodikovega elektrona spodbudijo fermentacijo kvksow meSanih fermentacijah
kvasovkaS. cerevisiae izloca acetoin in druge akceptorje, te pa z namenomkogdu
molekule NAD+ izrabi kvasovkB®. custersianus. Potemtakem je v meSanih fermentacijah
Custerjev efekt v kvasovkd. custersianus manj izrazit v primerjavi gistimi kulturami te
kvasovke, kar posle¢ho vpliva na povéanje njene aktivnosti (Silva in sod., 2011).

Dias in sod. (2003) so pré&evali produkcijo 4-EF v meSanih fermentacijah sdoxkama
D. bruxellensis in S. cerevisiae v sintettnem mostu. Za razliko odistih kultur se je na
za&etku fermentacije stopnja produkcije 4-VF péata. Opazili so, da je pretvorba 4-VF v
4-EF s kvasovkdD. bruxellensis stekla Sele, ko je ta dosegla stacionarno fazb. ras
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Rezultati tako iz umetnega kot iz pravega moSt&jkaiia to, da je kvasovi& cerevisisae
tekom alkoholne fermentacije sintetizirala 4-VFga spro&ala v okolje. Po alkoholni
fermentaciji je nato kvasovKa. bruxellensis scasoma pretvorila 4-VF v 4-EF. Glede na ta
opazanja so Dias in sod. (2003) sklepali, da snte¥'F s kvasovk&. cerevisiae lahko
vpliva na produkcijo 4-EF kvasovk2. bruxellensis.

Jensen in sod. (2009) so z meSanimi fermentacigakviasovkoS. cerevisiae pokazali, da
je bila kvasovka. bruxellensis v primerjavi s kvasovkantandida pararugosa in Pichia
guilliermondii edina, ki je bila sposobna proizvajati hlapne fertako v grozdni brozgi
kot v rde&em vinu, pricemer je biosintetizirala nekaj manj kot 40 mg/L B-i& okoli 300
mg/L 4-EG. Nadalje so poskusi v t@en vinu pokazali, da je bila od vseh obravnavanih
vrst kvasovk le kvasovkB. bruxellensis sposobna preziveti ¥ekot 40 dni po inokulaciji
in dosei rast do 16 CFU/mL (Jensen in sod., 2009). Nekatere drugedulas ki lahko
tvorijo etilfenole, le redko povzigo kvar vina, saj je njihova rast rieo inhibirana v
prisotnosti kvasovkes. cerevisiae. Na primerkvasovkaP. guilliermondii raste samo na
zatetku inkubacije, po kafani alkoholni fermentaciji s kvasovka cerevisiae pa hitro
odmre (Saez in sod., 2010). Odmiranje je najvegjetposledica atutljivosti kvasovkeP.
guilliermondii na etanol, saj le ta ni zmozna rasti v gojiz ve& kot 8 % alkohola.
KvasovkaP. guilliermondii lahko potemtakem povzébkvar vina samo v primeru, ko se
alkoholna fermentacija prekine in je rast kvasokeerevisiae zakasnjena (ko nastopi
tako imenovana »polZja« fermentacija alé@sna fermentacija) (Lopes in sod., 2009).
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3 MATERIALI IN METODE

V spodnijih poglavjih so predstavljeni vsi postopkivse metode, ki smo jih uporabili pri
laboratorijskem delu. Poleg metod in protokolownawedeni tudi vsi kemijski kompleti,
vse aparature in vse merilne naprave, ki smo jthepovali pri delu.

3.1 MATERIALI

Vse eksperimentalne poskuse smo izvedli z uporadtenmlov, ki so predstavljeni v
naslednjih poglavjih.

3.1.1 Kulture kvasovkD. bruxellensisin S. cerevisiae

Za poskuse fermentacij v umetnem moStu smo uporaaislednje seve kvasovk:
Saccharomyces cerevisiae (Lalvin EC1118) inDekkera bruxellensis (ZIM 701, ZIM 2306

in ZIM 1762). Vsi zgoraj predstavljeni sevi so bgridobljeni iz Zbirke industrijskih
mikroorganizmov (ZIM) Katedre za biotehnologijo, kmabiologijo in varnost zivil,
Oddelka za Zzivilstvo BiotehniSke fakultete, Univerz Ljubljani (preglednica 2).
Laboratorijski sev kvasovkB. bruxellensis CBS 2499 je bil deponiran od PisSkurja in sod.
(2012). Sevi kvasovk so bili hranjeni v 15 % glmai raztopini na - 80 °C in gojeni na
agarnem goji&u YPD pri temperaturi 28 °C.

Preglednica 2: Izvor sevov kvasoviD. bruxellensisin S. cerevisiae.
Table 2: Strains of yeadix bruxellensis andS. cerevisiae involved in the research, their designation and
origin.

Vrsta kvasovke Oznaka Izvor
Saccharomyces cerevisiae EC1118 Komercialni sev Lallemaid |
Dekkera bruxellensis ZIM 701 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 2512 | Most Malvazije, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 700 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 702 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 703 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 704 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 706 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 1764 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 2306 | Most Malvazije, Slovenija
Dekkera bruxellensis ZIM 1762 | Most Rebule, Slovenija
Dekkera bruxellensis CBS 2499| PiSkur in sod. (2012)
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3.1.2Bioreaktor;ji

Vse fermentacije razen fermentacij, ki so bile @bljene za analizo z DNA
mikromreZzami, smo izvedli v 250 mL erlenmajericake. so bile zatesnjene z gumijastim
zamaskom, ki je bil preboden z dvema iglama zajarip@a CQ. Erlenmajerice smo
napolnili z 200 mL umetnega mosta MS300 (80 % valarerlenmajerice). Fermentacija
je potekala na magnetnem mesSalu v inkubatorjuepnperaturi 22 °C.

3.1.3Membranski bioreaktor

MesSane in kontrolne fermentacije, ki so bile narapajza analizo z DNA mikromrezami,
so bile izvedene v membranskem bioreaktorju, kpiedstavljen na sliki 3. Sistem je
zasnovan za préavanje meSane kulture mikroorganizmov. V bioregutsta kvasovkD.
bruxellensis in S. cerevisiae lo¢eni med seboj s polprepustno membrano, tako daolahk
substrati in njuni metaboliti prehajajo skozi meanw, kvasovke obeh vrst pa sédoe in
rastejo vsaka v svojem predelu. Na ta@imdahko Iateno vzotimo in analiziramo vsako
kvasovko posebej znotraj meSane fermentacije. Mendli sistem nam dodatno
omoga@a, da lahko iz meSanih fermentacij izoliramo cefokm RNA, ki pripada le eni od
vrst kvasovk.

Bioreaktor je sestavljen iz dveh kvadratnih pold@ratnih steklek (Nalgene), ki imata
v sredini vsaka po eno centralno odprtino. Med tidgama je vstavljena inertha membrana
(premer por: 1,2 um, celulozno acetatna membranAGQNA); GE Waters in Process
Technologies), ki je na obeh straneh zatesnjenavemd gumijastima (ploskima)
tesnilkama. Sistem je sestavljen tako, da mehasgkastiska omenjene komponente
bioreaktorja, tako da postane membranski sistemepepten za vodo in pline. V primeru
mesSanih fermentacij je bila kvasovi cerevisiae ES-1118 inokulirana na eni strani
membrane, kvasovka. bruxellensis ZIM 701 pa na drugi strani membrane, in sicer wbe
koncentraciji 1x10 celic/mL. Obe strani bioreaktorja sta vsebovalia®® mL umetnega
mosSta MS300. \Eistih kulturah smo bodish cerevisiae ali D. bruxellensis nacepili na eno
stran membrane, druga stran pa je ostala neinakalim sterilna do konca fermentacije.
Obe strani bioreaktorja smo zatesnili z gumijasteimaskom, ki je bil preboden z dvema
iglama za izhajanje CONadalje sta obe strani bioreaktorja vsebovalimeago mesalo, ki
je omog@alo kontinuirno meSanje biomase.

3.1.4 MikrobioloSka goji&a

Za kultivacijo na plo&h in Stetje kolonij na pléah smo uporabili standardno YPD
goji&e z dodanim agarjem. Za pripravo starter kultuoKiiumov) za fermentacije smo
uporabili tekée YPD gojig€e. V primeru meSanih fermentacij smo za Stetje kiploa
plo&ah uporabili diferencialno gojis.

3.1.4.1 Standardna gaojes

Sestava tekfega gojiga YPD (ang. Yeast Peptone Dextrose) je podanagigaeici 3
(Raspor in Smole Mozina, 1993).
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Preglednica 3: Tekd&e goji&e YPD za pripravo starter kultur (Raspor in Smole MoZina, 1993).
Table 3: Composition of liquid YPD media for startelture preparation (Raspor and Smole MoZzina3).99

Sestavine Masa na 500 mL d§D Konéna koncentracija
Glukoza (Merck) 10g 2%
Pepton (Biolife) 10g 2%
Kvasni ekstrakt (Biolife) 59 1%

Do kownega
dH,0 volumna 500 mL

Vse kemikalije za goji&e smo natehtali v litrsko steklenico z modrim nawojin jih
raztopili v 500 mL destilirane vode. Gaj&je bilo sterilizirano v avtoklavu za 20 min pri
121 °Cin 1,1 barih. Sterilno go§ig smo v brezprasni komori vlili v 250 mL erlenmager

in vanje nacepili kulture kvasovk. Steklenice snamnasili s sterilnimi penastimi zamaski
za aerobno inkubacijo. Starterske kulture smo imalima stresalnikih pri 28 °C. Sestava
trdnega goji&a YPD je podana v preglednici 4 (Atlas, 2004).

Preglednica 4: Sestava trdnega goj& YPD (Atlas, 2004).
Table 4: Composition of solid YPD media (Atlas, 2D0

Sestavine Masa na 500 mL djD Konéna koncentracija
Kvasni ekstrakt (Biolife) 59 1%

Agar (Biolife) 10g 2%
Glukoza (Merck) 10g 2%
Pepton (Biolife) 10g 2%

dH,0O do 500 mL

Tehtanje in sterilizacija gojia sta enaki kot pri tekem goji€u z izjemo dodajanja 10 g
agarja v goji8e. Po sterilizaciji smo goj& ohladili s konstantnim in monotonim
meSanjem pod curkom hladne vode (meSanje ne sm@rbina@no zaradi nevarnosti
nastanka mehdkov) in ga vlili v petrijeve plo& v brezprasni komori pod asejpiimi
pogoji dela.

3.1.4.2 Diferencialno goji®

Diferencialno goji8e smo uporabili v primeru Stetja kolonij kvasouvRe bruxellensis v
meSanih fermentacijah s kvasovBocerevisiae. V trdno goji€e YPD smo vnesli 0,01 %
cikloheksamid (preglednica 5). V prisotnosti clisamida, je rast kvasovk®
cerevisiae onemogoena, na rash. bruxellensis pa antibiotik nima vpliva (Ueno in sod.,
2001).
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Preglednica 5: Diferencialno goji§e za Stetje kolonij kvasovkD. bruxellensis na plo&ah tekom
vetvrstne fermentacije skupaj s kvasovkdb. cerevisiae (Ueno in sod., 2001).

Table 5: Differential medium for the enumeratiorcofonies of yeadd. bruxellensis during mixed culture
fermentations witls. cerevisiae (Ueno et al., 2001).

Sestavine Masa na 500 mL djD Konéna koncentracija
Pepton (Biolife) 10g 2%
Glukoza (Merck) 10g 2%
Kvasni ekstrakt (Biolife) 59 1%
Cikloheksimid (Sigma- Aldrich) 0,059 0,01 %
Agar (Biolife) 109 2%

dH,O do 500 mL

Tehtanje in sterilizacija gojia sta enaki kot pri trdnem gajis YPD z izjemo dodajanja
10 g agarja in cikloheksamida v g@gs Pri tem pazimo, da cikloheksamid dodamo Sele po
temperaturni sterilizaciji gojéa.

3.1.4.3 Umetni most

Vecina poskusov fermentacij je bila izvedena v sigtetm ali umetnem moStu
imenovanem MS300 (Bely in sod., 1990), ki je vsathol00 g/L glukoze in 100 g/L
fruktoze. Sintetini moSt MS300 po svoji kemijski sestavi posnemaripgaozdni most in

vsebuje vse elemente, ki jih kvasovke potrebujejkom rasti in vinske fermentacije.
PodrobnejSa sestava je navedena v preglednici 8ko&b in fruktozo smo zatehtali
direktno v gojige, za mineralne soli, vitamine in aminokisline paospripravili zaloZzne

raztopine. Po pripravi in meritvi pH vrednosti ng,3smo celotni umetni most filtrirali
skozi membrano z 0,2 pm porami.

Za pripravo zalozZne raztopine makroelementov sniehtali vse sestavine v preglednici 6,
jih raztopili v 900 mL dHO in volumen dokoéno umerili na 1 liter v 1000 mL Bli. V
zalozno raztopino makroelementov smo dodali tudomijav klorid. Raztopina je bila
filtrirana in shranjena pri temperaturi 4 °C.

Preglednica 6: Makroelementi v sintettnem mostu MS300 (Bely in sod., 1990).
Table 6: Macroelements compasition in synthetictS300 (Bely et al., 1990).

Sestavina Koncentracija v gojigu (mg/L) | Koncentracija 10-kratne
zaloZne raztopine (g/L)

MgSQ, x 7H,O (Sigma) 250 2,5
K,SO4 500 5
KH,PQO, 750 7,5
NacCl 200 2
CaCl x 2H,0 (Merck) 155 1,55
Amonijev klorid (Sigma) 300 3

100-krat koncentrirano zaloZno raztopino mikroeletoe smo pripravili po opisu priprave
zalozne raztopine makroelementov v preglednici 7.
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Preglednica 7: Mikroelementi v sintettnem moStu MS300 (Bely in sod., 1990).
Table 7: Microelements composition in synthetic d$300 (Bely et al., 1990).

Sestavina Koncentracija v gojigu (mg/L) Koncentracija 100-kratne
zalozZne raztopine (g/L)
ZnSQy 4 0,4
MnSQO, x H,O 4 0,4
Kl 1 0,1
H3:BO3 1 0,1
CuSQ x 5H,0 1 0,1
NaMoQ, x 2H,0 1 0,1
CoCh x 6H,0 0,4 0,04

100-kratno raztopino vitaminov smo pripravili
makroelemnetov (preglednica 8). Kwom volumen je bil razdeljen v 50 mL falkonke in

shranjen v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C.

na enak ¢ma kot

Preglednica 8: Vitamini v sinteténem mostu MS300 (Bely in sod., 1990).

Table 8: Vitamin composition in synthetic must M83Bely et al., 1990).

Sestavina

Koncentracija v goji§u (mg/L)

Koncentracija 100-kratne

zaloZne raztopine (g/L)
2

Mio-inozitol (Sigma) 20

Tiamin HCI (Sigma) 0,25 0,025
Nikotinska kislina (Sigma) 2 0,2
Piridoksin HCI (Sigma) 0,25 0,025
Kalcijev pantotenat (Fluka) 1,5 0,15
Biotin (Fluka) 0,003 0,0003

raztopino

23-kratno raztopino aminokislin smo zopet pripravili na enal&in kot raztopino
makroelementov. Tudi v primeru raztopine aminokigimo volumen razdelili v 50 mL
falkonke in shranili v zamrzovalnik pri temperatt20 °C (preglednica 9).
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Preglednica 9: Aminokisline v sintetétnem moStu MS300 (Bely in sod., 1990).
Table 9: Aminoacid composition in synthetic must3@8 (Bely et al., 1990).

Sestavina Koncentracija v gojigu (mg/L) Koncentracija 23-kratne
zalozZne raztopine (g/L)
L-arginin (Sigma) 374,4 8,6
L-triptofan (Sigma) 179,3 4,1
L-alanin (Merck) 145,3 3,3
L-glutaminska kislina (Sigma) 120,4 2,8
L-prolin (Sigma) 612,6 14,1
L-glutamin (Merck) 505,3 11,6
L-izolevcin (Merck) 32,7 0,8
L-histidin (Sigma) 32,7 0,8
L-metionin (Sigma) 31,4 0,7
L-tirozin (Sigma) 18,3 0,4
L-serin (Sigma) 78,5 1,8
L-treonin (Sigma) 759,2 17,5
L-fenilalanin (Sigma) 37,9 0,9
L-levcin (Sigma) 48,4 1,1
L-aspartinska kislina (Sigma) 445 1,0
L-valin (Sigma) 44,4 1,0
L-lizin (Sigma) 17,0 0,4
L-glicin (Sigma) 18,3 0,4
L-cistein (Sigma) 13,1 0,3

Zaloznoraztopino ergosterola smo pripravili tako, da sn @ ergosterola raztopili v 22
mL Tween 80 (Sigma) in 30 mL absolutnega etanolar({i) (preglednica 10). Preostali
postopek je potekal na enakcmakot pri pripravi zalozne raztopine makroelemento
Zalozno raztopino ergosterola smo razdelili v dvomililitees mikrocentrifugirke in jo
shranili v zamrzovalnik pri temperaturi -20 °C.

Preglednica 10: Koncentracija ergosterola v sintefnem mostu MS300 (Bely in sod., 1990).
Table 10: Ergosterol concentration in synthetic nhiS300 (Bely et al., 1990).

Sestavina Koncentracija v gojigu (mg/L) Koncentracija zaloznih
raztopin (g/L)
Ergosterol (Sigma) 3,7 3,8

Volumni prenosa zaloznih raztopin za 1 L sirtetiga moSta MS300 so navedeni v
preglednici 11. Vse volumne zaloznih raztopin smeetili v merilnih valjih in jih vnesli v
steklenotaSo. Po dodatku sladkorjev smo skupno raztopinoodptemesali in jo filtrirali.
Umetni mosSt smo kratko#oo hranili pri temperaturi 4 °C.
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Preglednica 11: Volumni prenosa zaloZnih raztopina pripravo 1L mosta MS300 (Bely in sod., 1990).
Table 11: Stock solution volumes for preparatiord &f of synthetic must MS300 (Bely et al., 1990).

Sestavine ZaloZne raztopine Volumen
Mikroelementi 100x 10 mL
Aminokisline 23X 43,45 mL
Makroelementi 10x 100 mL
Ergosterol (Sigma) 1000x 130 uL
Vitamini 100x 10 mL
dH,O 1000 mL

3.1.5 Reagenti in raztopine

Reagenti in raztopine, ki smo jih uporabili pri Amaih, kemometrnih in molekularnih
metodah, so navedene v naslednjih podpoglavjih.

3.1.5.1 Reagenti za izolacijo DNA

Genomsko DNA smo izolirali z uporabo kompleta Mé3tee Yeast DNA purification
(Epicentre Biotechnologies), in sicer po havodiibizvajalca.
Komplet vsebuje:

» Raztopino za liziranje celic kvasovk (60 mL)

* MPC reagent za precipitacijo proteinov (50 mL)

* RNazaA (5ug/uL 200pL)

e TE pufer (10 mM Tris-HCI [pH 7.5], 1 mM EDTA) (7 mL

3.1.5.2 Reagenti za izolacijo RNA

Vso steklovino za delo pri izolaciji RNA smo pom#idetergentom, jo temeljito sprali z
navadno in destilirano vodo in nato Se z DEPC vatietil pirokarbonatom) (Sigma) in jo
pekli v pei vsaj 12 h na 180 °C.

Vodo obdelano z DEPC v koncentraciji 0,1 % smonanpi v pecenih steklenicah, ki smo
jih 3 x sprali z bidestilirano (HPLC) vodo. Vanjms nalili HPLC vodo do zadnje oznake
in ji dodali DEPC do ko&ne koncentracije 0,1 %. Pokrito steklenico sma@maomesali 1
min in jo inkubiralicez n& pri 37 °C (oziroma vsaj 12 h). DEPC vodo smo napad
avtoklavirali in jo ohladili na sobno temperatui2elo je potekalo v brezprasni komori pod
strogimi pogoji dela z RNA.

e 75 % etanol (v/v) smo pripravili tako, da smo 3m%& absolutnega etanola (Merck)
zmeSali z 12,5 mL DEPC vode

« TRIzol® Reagent (Ambion®). Reagent smo hranili pri tempaia °C

* SUPERasesIn™ RNase Inhibitor (2QuU)Y (Ambion®). Reagent smo hranili pri
temperaturi - 20 °C.

e 99,8 % kloroform (brez dodatka izoamil alkohola)

* 99,8 % izopropanol

» Steklene kroglice, sprane s kislino (425-600 v premeru (Sigma))
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* Tekcdi dusSik

3.1.5.3 Reagenti in raztopine za preverjanje RNAe&la

* GeneRuler™ DNA ladder meSanica, 100-10000 bp (Md#kk ozn&evalec dolzin
DNA fragmentov) (Fermentas)

e Agaroza (Sigma)

* Natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma) smo pripra@i5 % raztopini. V 200 mL smo z
valjem prenesli 10 mL bidestilirane vode (ne DER@de&/)

* 0,5x (v/v) TAE pufer, ki smo ga pripravili iz 50xalbzne raztopine (Preglednica 12)

 DEPC voda

« SYBR safe DNA barvilo (Invitrogen)

* 2x RNA nanaSalni pufer (Fermentas)

Preglednica 12: Priprava 50x TAE pufra
Table 12: Composition of 50x TAE buffer.

Sestavina Koli¢ina
Ocetna kislina (Merck) 57,1 mL
Tris baza (Merck) 242 g
NaEDTA (Kemika) 37,29
DEPC voda 1000 mL

3.1.6 Zaetni oligonukleotidi

Zacetne oligonukleotide (zatne in kodne) smo konstruirali s pomy@ programa Primer
3 (Rozen in Skaletsky, 2000). Uporabili smo jihnmmatodo PCR pomnoZevanja v realnem
¢asu (PCR-R). Vsi konstruirani z&tni oligonukleotidi so predstavljeni v pregledrica
13, 14, 15in 16.

Preglednica 13: Z&etni oligonukleotidi kvasovkeS. cerevisiae za hiSne gene, uporabljene pri metodi
PCR-RC.
Table 13: Oligonucleotide primers for housekeemjages of yeas cerevisiae, used for real time PCR
analysis.

Dostopna Gen Ime ™m Nukleotidno zaporedje (5-3)
koda (°C)

ACT1rs 58,9 CAGGTATTGCCGAAAGAATG
NM_001179927.1 | ACT1 ACT1rs 58,1 GTCAAAGAAGCCAAGATAGAACC

18SRRNA:s- 58,4 CTGCTTAATTGCGATAACGAAC
emb|z275578.1] 18S 18SRRNARs 59,4 CAGACCTGTTATTGCCTCAAAC

rRNA

TEF1FSC 59,4 TGTCACACTGCTCACATTGC

NM_001184177.1 | TEF1 TEF1zse 59,7 GGAACGAACTTGACCAAAGC
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Preglednica 14: Z&etni oligonukleotidi kvasovkeD. bruxellensis za hiSne gene, uporabljene pri metodi
PCR-RC.

Table 14: Oligonucleotide primers for housekeemjages of yeadd. bruxellensis, used for real time PCR
analysis.

Dostopna Gen Ime Tm (°C) Nukleotidno zaporedje (5-3)
koda
ACT 1y 59,1 CGGTTCTGGTATGTGCAAAG
gb|EI020428.1] ACT1 ACT1rys 58,7 TTGACCCATACCGACCATAA
18SrRNA:y, 59,9 CAAGCCGAAGGAAGTTTGAG
18S 59,9 GTACAAAGGGCAGGGACGTA
emb|x83814.1] | rRNA | 18STRNARs
TEF1gg, 59,9 GACTGCCACACTGCTCACAT
gb|EU014766.1] | TEF1 TEF Lpa 58,7 AGCAGCATCACCTCTCTTGA

Preglednica 15: Z&etni oligonukleotidi kvasovkeS. cerevisiae za taréne gene, uporabljeni pri metodi
PCR-RC.
Table 15: Oligonucleotide primers target geneseafsyS. cerevisiae, used for real time PCR analysis.

Dostopna Gen Ime Tm (°C) Nukleotidno zaporedije (5-3")
koda
NM_001180846.1 PAD1 | PAD1gg 60,1 CTTTATGCAGGGCAGGTGTT
PAD 1 59,9 GGATCCTGCCAACACTTTGT
NM_001180847.1 FDC1 | FDClgg 59,9 TTCCTGCAACGAGTGAGATG
FDClgy 60,7 GGATGACCTTGGCTTTTGAA

Preglednica 16: Z&etni oligonukleotidi kvasovkeD. bruxellensis za taréne gene, uporabljeni pri
metodi PCR-RC.
Table 16: Oligonucleotide primers target geneseafsyD. bruxellensis, used for real time PCR analysis.

Dostopna Gen Ime Tm (°C) Nukleotidno zaporedje (5-3)
koda
Prepisano iz KKD KKDggy 58,2 TCTTCCAAGCAGGGATTTTG
peptidne sekvence 59,6 CATTCCGCCTCCACTTTTATC
proteina Kkdp

(Harris in sod., KKDra
2009)
Prepisano iz VPR VPR:gh 57,6 GGCTTTTTGACCATCCAGTA
peptidne sekvence 58,9 AAGTGAAGTCAATCCTAGGCAAG
proteina Vprp

(Tchobanov in VPReab
sod., 2008)

3.1.7 Reagenti za obratni prepis celokupne molekuRNA v molekulo cDNA

Za obratni prepis v molekulo cDNA smo uporabili Kget SuperScript ® VILO cDNA
synthesis (Invitrogen). Komplet je sestavljen iz 8O reakcijske meSanice in 10x
SuperScript encimske meSanice (preglednica 17).

Preglednica 17: Komplet SuperScript ® VILO cDNA syrihesis za obratni prepis v molekulo cDNA.
Table 17: SuperScript ® VILO cDNA synthesis reagdnt reverse transcription to cDNA.

Sestavina Volumen (ulL)
10x SuperScript encimska meSanica 1
5x VILO reakcijska meSanica 2
DEPC voda do 10
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3.1.8 Reagenti za pripravo reakcijske meSanice PCRrealnem ¢asu

Komplet Express SYBR® GreenER™ qPCR Supermix Usader(Invitrogen), ki je
sestavljen iz meSanice SYBR® GreenER™ gPCR Unilersaternega barvila ROX.

3.1.9 Mikromreze

Kvaliteta celokupne RNA je bila potrjena z aparatukgilent Bioanalyzer 2100. Za
transkriptomsko analizo izrazanja genoma kvas@leerevisiae v meSanih in kontrolnih

fermentacijah s kvasovk®. bruxellensis smo uporabili naslednje DNA mikromreze:
Agilent Yeast (V2) Gene Expression microarrays (p4813A-016322).

Reagenti za hibridizacijo so bili vkigeni v komplet Agilent Quick Amp (p/n 5190-0442).
Komplet je bil sestavljen iz naslednjih podkompleto

Komplet Low Input Quick Amp Labeling, One-Color (#ent p/n 5190-2305)
Ta je sestavljen iz:

e T7 oligonukleotidov, 24 pL

* 5x pufra za prvo verigo, 100 pL

e 0,AMDTT, 70 pL

e 10 mM meSanice dNTP, 20 pL

* MesSanice AffinityScript RNase Block, 36 pL

« 5x Transkripcijskega pufra, 160 pL

* MeSanice NTP, 35 pL

* T7 RNA Polimeraze, 10 puL

 DEPC vode, 250 pL

* Barvila: Cy3-CTP

Ta podkomplet je namenjen sintezi fluorescentna@ame cRNA (komplementarna RNA
molekuli). Podkomplet nam omogm delo z 200 ng do jig celokupne RNA. Komplet
vsebuje T7 RNA polimerazo, ki istasno pomnozuje témi material, ki je ekvivalenten
eksonom, in obenem vkijuje fluorescetno ozngen nukleotid Cy3-CTP.

Komplet RNA Spike-In, One-Color (Agilent p/n 5182&R)
Ta je sestavljen iz:

* MeSanice Spike, 10 pL

* Reditvenega pufra, 1,2 mL

Poskusi genske ekspresije z DNA mikromreZzami sste@enjski proces, kjer Ze majhne
razlike v vzorcih, postopkih, ali v uporabnikih kkdhmaino vplivajo na kotine rezultate
po lasarskem aatanju mikromrez. Komplet Agilent One Color RNA &ptin vsebuje
pozitivne kontrole, ki omog@jo standardizirano spremljanje genske ekspresiji®NA
mikromrezah, in sicer od pomnozevanja in @avanja RNA vzorcev do procesiranja
podatkov iz DNA mikromrez.
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Komplet je sestavljen iz niza desetih pozitivnimiolnih transkriptov, ki so narejeni tako,
da se vezejo s komplementarnimi probami na DNA amkezah. Kontrolni transkripti
niso komplementarni s sekvencami, ki jih najdemaoextini bioloskih vzorcev.

Komplet Gene Expression Hybridization (Agilent p/88-5242)

Ta je sestavljen iz:
* 2x Hi-VRT hibridizacijskega pufra, 2,5 mL (2 viali,25 mL/vialo)
» 25x Fragmentacijskega pufra, 100 puL
» 10x pufer Gene Expression Blocking Agent

Komplet vsebuje popolno in potrjeno hibridizacijskeeSanico za proces hibridizacije
vzorcev na DNA mikromreze. Fragmentacijski pufeelmge komponente, ki cepijo
molekule cRNA do fragmentov, ki so optimalnih dalzza hibridizacijo na DNA

mikromreZe. 10X »Blocking Agent« je pufer, ki zmsuje nespeciéno vezavo med

vzorcnimi cRNA molekulami in sondami vezanimi na DNA moknrezo.

Komplet Gene Expression Wash Buffer (Agilent p/8%5327)
Sestavljen je iz:

* Pufra za spiranje 1,4 L

* Pufra za spiranje 2,4 L

e Triton X-102 (10 %), 6 vial, 1,35 mL/vialo

Komplet omogoa zanesljivo in konsistentno post-hibridizacijskbdelavo velikega
Stevila stekelc z DNA mikromrezami. Oblikovan j&dada omogeéa odstranitev okoljskih
onesnazevalcev, ki jih pogosto najdemo \apiih puferskih raztopinah. Detergent Triton
X-102 omog@a zmanjSanje moznosti za pojav artifaktov, ki lamestanejo pri spiranju
stekelc, ki vsebujejo DNA mikromreze.

Koncentracija celokupne RNA je bila standardiziranaenobarvnimi RNA sondami
razlicnin koncentracij. Spiranje Cy3 fluores¢ean ozngenih molekul cRNA smo izvedli
skozi kolone RNeasy mini spin (QIAGEN, Valencia, )JCAZ NanoDrop ND-1000
Spektrofotometrom  (NanoDrop Technologies, Inc.) smareverili vkljuitev
fluorescekinega barvila Cy3 v cRNA molekulo in koncentracilBNA molekule. Po
hibridizaciji smo DNA mikromreze fotografirali &talcem G2505B Microarray (Agilent
Technologies)

3.1.10 Oprema za prepis v cDNA, cRNA in za hibridiacijo na DNA mikromreze

» Hibridizacijska komora iz nerja¢ega jekla (Agilent p/n G2534A)

» Tesnilni vstavki za komoro za stekelce, ki vsel1ifpNA mikromrez (Agilent p/n
G2534-60003)

» Hibridizacijska péica naravnana na temperaturo 65 °C (Agilent p/n4525

» Rotacijska naprava v hibridizacijski e namenjena za Agilentove hibridizacijske
komore (Agilent p/n G2530-60029)

e Mikrocentrifugirke “Nuclease-free” 1,5 mL (Ambiorrp12400)

¢ Magnetno mesalo (Corning p/n 401435)
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* Kroznik za barvanje stekelc z DNA mikromreZzami@abm za stekelca (Thermo
Shandon p/n 121)

* Rotirajata vodna kopel ali termoblok naravnan na 37 °C,®580 °C, 40 °C, 70
°Cin 60 °C

+ Ciste klege

* Pladenj zaled

* Pipetni nastavki s filtrsko pregrado “nuclease-free

3.1.11 Kemikalije za tek@&insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti

3.1.11.1 Mobilna faza za dalanje hlapnih fenolov

Koncentracijo hlapnih fenolov smo déldi na koloni Waters (130A; 3,5 pm; 4,6 mm X
150 mm; 1/pkg) priemer smo uporabili 27 % acetonitril (Sigma) kot mhwd fazo. Pri
tem smo 270 mL acetonitrila vlili v 1000 mL ¢ko in vanjo dodali ddbD do z&rtane
oznake. Pred uporabo smo mobilno fazo 20 min najgsali v ultrazvaéni kopeli.

3.1.11.2 Mobilna faza za dalanje sladkorjev in alkoholov

Glukozo, fruktozo, etanol in glicerol smo d&illo na ionsko izmenjevalni koloni Aminex
HPX — 87H (360 mm x 7,8 mm; BioRad), za mobilnoofg’a smo uporabili 2,5 mM
H,SOy. Mobilno fazo smo pripravili v 2000 mL merilni tki, v katero smo dodali 534 L
H.SO, in ddHO do z@&rtane oznake. Pred uporabo smo mobilno fazo 20raziplinjevali
v ultrazvani kopeli.

3.1.11.3 Standardne raztopine za pripravo umergkeivulje

Natartna koncentracija glukoze (Sigma), fruktoze (Sigmetgnola (Sigma), glicerola
(Sigma) in hlapnih fenolov (Sigma) je bila dééma iz umeritvenih krivulj.

3.1.11.3.1 Umeritvena krivulja za glukozo in frukto

Priprava umeritvene krivulje: 1 g glukoze ali frake smo vnesli v 10 mL merilno &o

in vanjo dodali ddbHO do za&rtane oznake (priprava zaloZzne raztopine v konaeiijitr
100 g/L). Raztopino smo nato filtriraiez 0,2 um filter in iz nje pripravili naslednje
koncentracije glukoze ali fruktoze: 10, 20, 30,id®0 g/L (preglednica 18). Umeritveni
krivulji sta predstavljeni v prilogah Al in A2.
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Preglednica 18: Redenje glukoze ali fruktoze za izdelavo umeritvene kvulje.
Table 18: Glucose and fructose dilutions for staddarve determination.

Koncentracija 100 g/L
[g/L] V (uL) V H20 (ub)
10 100 900
20 200 800
30 300 700
40 400 600
50 500 500

3.1.11.3.2 Umeritvena krivulja za etanol

Priprava umeritvene krivulje: 2,535 mL absolutneganola smo vnesli v 10 mL merilno
bucko, v katero smo dodatno vlili ddB do z&rtane oznake (priprava zalozne raztopine v
koncentraciji 200 g/L). 1z raztopine smo pripravislednje koncentracije etanola: 10, 20,
30, 40 in 50 g/L (preglednica 19). Umeritvena kljaye predstavljena v prilogi A3.

Preglednica 19: Redenje etanola za izdelavo umeritvene krivulje.
Table 19: Ethanol dilutions for standard curve dateation.

Koncentracija 200 g/L
[g/L] V (L) V H20 (uL)
10 50 950
20 100 900
30 150 850
40 200 800
50 250 750

3.1.11.3.3 Umeritvena krivulja za glicerol

Priprava umeritvene krivulje: 0,78 mL glicerola smoesli v 20 mL merilno btko, v
katero smo dodatno vlili ddi® do z&rtane oznake (priprava zalozne raztopine v
koncentraciji 50 g/L). 1z raztopine smo pripraviaslednje koncentracije glicerola: 6, 15,
24, 33 in 42 g/L (preglednica 20). Umeritvena kljiaye predstavljena v prilogi A4.

Preglednica 20: Redenje glicerola za izdelavo umeritvene krivulje.
Table 20: Glycerol dilutions for standard curveaigtination.

Koncentracija 50 g/L
[g/L] V (uL) V H20 (uL)
6 120 880
15 300 700
24 480 520
33 660 340
42 840 160
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3.1.11.3.4 Umeritvena krivulja za 4-etilfenol

Priprava umeritvene krivulje: 1 g 4-etilfenola smaztopili v 14 mL absolutnega etanola
(priprava zalozne raztopine v koncentraciji 7,14)gRaztopino smo nato 2000x &id z
absolutnim etanolom do koncentracije 35,7 mg/L.tdzraztopine smo nato pripravili
naslednje koncentracije 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,;h 10 mg/L. Koncentracijo 10 mg/L
smo pripravili z meSanjem 0,71 mL dgb in 0,28 mL raztopine 4-etilfenola s
koncentracijo 35,7 mg/L. Ostale koncentracije snipravili s polovinim meSanjem
predhodne koncentracije. Na primer koncentracippdgL smo pripravili z meSanjem 500
puL ddHO in 500 pL raztopine 4-etilfenola s koncentracijo mg/L (Preglednica 21).
Umeritvena krivulja je predstavljena v prilogi A5.

Preglednica 21: Redenje 4-etilfenola za izdelavo umeritvene krivulje.
Table 21: 4-ethylphenol dilutions for standard eudetermination.

Koncentracija
(mg/L) V odvzema (pL) V ddkO (uL)

10 280 (iz 35,7 mg/L) 710

5 500 (iz 10 mg/L) 500
2,5 500 (iz 5 mg/L) 500
1,25 500 (iz 2,5 mg/L) 500
0,62 500 (iz 1,25 mg/L) 500
0,31 500 (iz 0,62 mg/L) 500
0,15 500 (iz 0,31 mg/L) 500

3.1.11.3.5 Umeritvena krivulja za 4-etilgvajakol

Priprava umeritvene krivulje: ker je gostota 4gtdjakola 1,058 g/L, smo predpostavili,
da je 1 mL 99.8 % 4-etilgvajakola priblizno enakeem gramu 4-etilgvajakola.
Potemtakem smo 1 g 4-etilgvajakola raztopili v 14 absolutnega etanola (priprava
zalozne raztopine v koncentraciji 7,14 g/L). Ramiopsmo nato 2000x rédi z
absolutnim etanolom do koncentracije 35,7 mg/L.tdzraztopine smo nato pripravili
naslednje koncentracije 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 8,11 10 mg/L. NaStete koncentracije
smo pripravili na enak ga kot pri 4-etilfenolu (Preglednica 21). Umeriteekrivulja je
predstavljena v prilogi A6.

3.1.11.3.6 Umeritvena krivulja za 4-vinilfenol

Priprava umeritvene krivulje: Za pripravo smo odiali 2,14 mL 10 % (masni delez)
raztopine 4-vinilfenola v propilen glikolu in jo @®ali z 857 uL absolutnega etanola
(priprava zalozne raztopine v koncentraciji 7,14)g/Pri r&unanju nismo uposStevali
gostote 4-vinilfenola (1.055 g/L), saj je ta podabgostoti vode. Raztopino smo nato
2000x redili z absolutnim etanolom do koncentracije 35,7 Imdz te raztopine smo nato
pripravili naslednje koncentracije 0,15; 0,31; 0,8225; 2,5; 5 in 10 mg/L. NaStete
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koncentracije smo pripravili na enak ¢ma kot pri 4-etilfenolu (Preglednica 21).
Umeritvena krivulja je predstavljena v prilogi A7.

3.1.11.3.7 Umeritvena krivulja za 4-vinilgvajakol

Priprava umeritvene krivulje: ker je gostota 4-igaajakola 1,011 g/L, smo predpostavili,
da je 1 mL 99,8 % 4-vinilgvajakola priblizno enakeenu gramu 4-vinilgvajakola.
Potemtakem smo 1 g 4-vinilgvajakola raztopili v @ absolutnega etanola (priprava
zaloZzne raztopine v koncentraciji 7,14 g/L). Ramiopsmo nato 2000x rédi z
absolutnim etanolom do koncentracije 35,7 mg/L.tdzraztopine smo nato pripravili
naslednje koncentracije 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; iB55. NaStete koncentracije smo
pripravili na enak nan kot pri 4-etilfenolu (Preglednica 21). Umeriteerkrivulja je
predstavljena v prilogi A8.

3.1.12 Plinska kromatografija z masno spektrometrip (GC-MS)

Aromatske snovi smo kvantificirali z metodo GC-M& kvantifikacijo smo uporabili
inertni standard 4-metil-2-pentanol v kom koncentraciji 0,1 g/L z dodanim natrijevim
kloridom (1,75 g/L).

Koncentriranje aromatskih snovi smo izvedli z ma&strakcijo na trdni podlagi (SPME),
in sicer z uporabo divinilbenzen/karboksen/polidilsgoksanskih viaken (Stable Flex
DVB/CAR/PDMS, 50/30um 50/30um; Supelco). Nadalje smo uporabili 20 mL steklene
viale Varian, v katere smo vnesli vlakna z ekstammi aromatskimi snovmi. Viale so
vsebovale magnetne pokkie z navojem in so bile po dimenzijah kompatibilne
robotskim avtovzamikom.

Locevanje in kvantifikacija aromatskih snovi sta paieka kapilarni koloni Zebron ZB-

FFAP (dolZzina 30 m, 0,25 mm I.D., debelina filma®um), ki je bila povezana s plinskim
kromatografskim sistemom Thermo-Finnigan Trace-G&.je bil sestavljen iz enojnega
Quadrupole Trace-DSQ masno selektivnega detek{dijeermo Electron Corporation,
Austin, Texas - USA) in robotskega avtowagka COMBI-PAL (CTC analytics, Zwingen

— Switzerland).

3.1.13 Pufri

3.1.13.1 Fosfatni pufer

Za Stetje kolonij na pléah je bilo potrebno reétti vzorce celénih suspenzij kvasovk. To
smo naredili z retitveno vrsto po Kochu, kjer smo o&lo suspenzijo radi v fosfatnem
pufru PBS (preglednica 22).
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Preglednica 22: Sestava fosfatnega pufra PBS.
Table 22: Composition of PBS buffer.

Soli 10-kratna zaloZna raztopina
NaCl (Merck) 80 g
Na,HPO;xH,O (Merck) 7,44

KH,PO, (Merck) 2,49

KCI (Merck) 29

dH,O 1000 mL

10-kratno zalozno raztopino smo pripravili tako,stia@o raztopili vse soli pufra, umerili pH
vrednost na 7,4 in z @ dopolnili volumen do 1 litra v stekleni enolitrgkerilni bucki.
10x zaloZno raztopino pufra smo avtoklavirali (FZ1, 20 min, 1,1 bar) in jo po ohladitvi
hranili pri sobni temperaturCe smo Zeleli iz zaloZne raztopine pripraviti 1x PBSer,
smo odvzeli 10 mL 10x zaloZne raztopine in ji do88l mL avtoklavirane (sterilne) di.

1x PBS pufer smo hranili pri temperaturi 4 °C.

3.1.14 Merilne aparature, laboratorijski pribor in oprema

Merilne aparature, laboratorijski pribor

in oprem& smo jih uporabljali

laboratorijskem delu, so predstavljeni v pregled2&in 24.

Preglednica 23: Laboratorijski pribor, ki smo ga pdrebovali pri eksperimentalnem delu.

Table 23: Laboratory service used in the experiaiemork.

pri

Naziv

Proizvajalec

Mikrocentrifugirke; 1,5 mL; 2 mL; 0,2 mL

EppendoNgntija

Erlenmajerice 200 mL

Schott Duran, Nef#lija

Plastiéne centrifugirke (falkonke); 50 mL

TPP, Sigma

Stevec kolonij

Bio Kobe, Japan

Magneti

Brand GMBH, Nenija

Nastavki za pipete

Gilson, Francija

Mikrotiterske plogice formata 96

Nunc

Opti¢ne adhezivne folije MicroAm%za tesnenje

Abi Prism™, Applied Biosystems

Filtri Phenex; velikost por 0,2 um

Phenomenexijjéal

20 mL steklene viale Varian

Sigma

Injekcijske brizgalke

BD, ZDA

Viale s pokro¥ki

Supelco, Sigma, Netija

Mikrotiterske ploge formata 96 z opthim dnom

MicroAmﬁ, Applied Biosystems

PCR stripi

Eppendorf, Nerija

Magneti

Brand GMBH, Neniija

Steklene kroglice za razmaz kolonij

/

Steklene kroglice za razbijanje celic (400 pm pore)

Sigma, Nengija

Plasténe centrifugirke (falkonke); 15 mL

TPP, Sigma

Sterilne plastine cepilne zanke

Labortehnika Golias, Slovenija

Stevne komore Biirker-Tiirk

Brand, Né&im
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Preglednica 24: Merilne aparature in oprema, ki smdih potrebovali pri eksperimentalnem delu
Table 24: Laboratory equipment for experimentalknaccomplishment.

Naziv Oznaka Proizvajalec
Aparatura za PCR v realnafasu ABI PRISM™ 7500 Applied Biosystems, ZDA
Brezprasne komore PIO LFVP 12 Iskra, Slovenija

Homogenizator

Bullet Blender Storm

Next Advance, In

Aparatura za PCR

GeneAmp DNA thermal

Perkin Elmdsertwille

Centrifuge 3K305415C Sigma, ZDAEppendorf, Ndjm
Avtoklav Sutjeska, Jugoslavija
Inkubator grelno-hladilni BTES_frigomat Termo Isk&lovenija
Inkubator Kambi

Digestorij Iskra, Slovenija

Hladilniki LTH, SlovenijaGorenje, Slovenija
Magnetno mesalo RCT basic IKA, Néija

Programska oprema za HPLC Eurochrom 2000 Knauerngije

Filtracija podatkov iz DNASipov BRB-ArrayTools V4.2 (Simon in sod., 2007)
Mikroskop DM4000 B Leica, Nertija

Ledomat

Programska oprema za konstruiran
oligonukleotidnih z&etnikov

ePrimer 3

Whitehead Institute for
Biomedical Research, ZDA

Sistem za tekiinsko kromatografijo Knauer, Netifa
Mikrovalovna peica Sanyo Sanyo, ZDA

Omara za suSenje steklovine S0-250 Elektromedicina, Slovenija
pH meter Seven Multi Mettler Toledo, ZDA
Sepktrofotometer Lambda Bio Plus Perkin-Elmer, ZDA
Ultrazvatna kopel Sonis Pio

Sistem za analizo kvalitete RNA

Agilent Bioanaly2400

Agilent Technologies, ZDA

Grupiranje in funkcijska anotacija

EXPANDER package

(Shamir in sod., 2005)

Robotski avtovzatrevalec

Midas

Spark, Holland

Kapilarna kolona za HPLC

ZB-FFAP

Phenomenex Inc.

Spektrofluoromettini ¢italec
mikrotiterskih plogic

Safine 2

Tecan, Svica

Fluorescetni detektor za HPLC

Shimadzu RF-551

Kyoto, Japan

Plinski kromatgrafski sistem

Thermo-Finnigan Tr&&€-

Thermo Finnigan Italija

Programska oprema za iz
relative expresije genov z PCRR

Relative expression softwar
tool (REST)

F(Pfaffl in sod., 2002)

Sistem za kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (HPLC)

Elite LaChrome

Hitachi High Technologies, ZDA

Vlakna za mikroekstrakcijo na trdni| DVB/CAR/PDMS vlakna, Supelco

podlagi (GC-MS) Stable Flex

Zamrzovalnik (-20 °C) Economic Gorenje, Slovenija
Masno selektvni detektor Quadrupole Trace-DSQ Theftactron Corp., ZDA
Robotski avtovzamik COMBI-PAL CTC analytics, Switzerland
Vakuumskarpalka Air KKDet Cole-Parmer, ZDA

HPLC kolona za separacijo
sladkorjev in alkoholov

Aminex HPX-87H ionsko
izmenjevalna kolona

Biorad, ZDA
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3.2 METODE

V tem poglavju so opisane vse metode, s katerinoi gwvedli vse eksperimentalne naloge.
Metode so razdeljene na dva dela, in sicer na pkstoki smo jih uporabili pri
ugotavljanju vpliva kvasovk®. bruxellensis na metabolizem aromatskih snovi kvasovke
S cerevisiae in na postopke, ki smo jih uporabili pri ugotawija vpliva prekurzorskih
molekul, etanola in razihih sevov kvasovk®. bruxellensis na sintezo hlapnih fenolov v
meSanih fermentacijah (slika 2).
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Vpliv kvasovke D.
bruxellensis na
metabolizem kvasovke
S. cerevisiae in na
kon€no aromo vina v
loCenih in Cistih
kulturah

v

NamnoZevanje vcepka
S. cerevisiae,
D. bruxellensis
T= 28 °C, 220 vrt./min

v

Fermentacija v loCeni in
Cisti kulturi obeh vrst
kvasovk (membranski

bioreaktor)

v

Vpliv prekurzorskih
molekul, etanola in
razliCnih sevov
kvasovke D.
bruxellensis na sintezo
hlapnih fenolov

v

NamnoZevanje vcepka
S. cerevisiae,
D. bruxellensis
T=28 °C, 220 vrt./min

v

Fermentacija v meSani in
Cisti kulturi obeh vrst
kvasovk (250 mL
erlenmajerica)

v

Vzor€enje, centrifugiranje,
filtriranje supernatanta,

Spremljanje §t. Zivih kolonij
(CFU), tehtanje
bioreaktorjev za dolo€itev

VzorCenje, centrifugiranje,
filtriranje supernatanta,

izolacija molekule RNA COs izolacija molekule RNA
Transkriptomska Dolocanje konc. PCR-R¢ analiza izraZanja
analiza izraZanja genov sladkorjev in genov, ki kodirajo encime za
kvasovke S. cerevisiae alkoholov z analizo biosintezo hlapnih
z DNA mikromreZzami HPLC-RI fenolov

v

v

Dolo¢anje konc.
aromatskih snovi z analizo
GC-MS

Dolo¢anje konc.
hlapnih fenolov
z analizo
HPLC-FLD

Slika 2: Shema laboratorijskih metod za ugotavljang vpliva kvasovkeD. bruxellensis na metabolizem
aromatskih snovi kvasovkeS. cerevisiae in ugotavljanje vpliva prekurzorskih molekul, etanola in
razliénih sevov kvasovkeD. bruxellensis na sintezo hlapnih fenolov v meSanih fermentacijah
Figure 2: Flow chart of the experiments for theedeiination of the impact of yeaBt bruxellensis on the

metabolism of aromatic compounds of ye&sterevisiae and studying the impact of precursor molecules,

ethanol and different strains of yedxt bruxellensis on the synthesis of volatile phenols in mixed wndt

fermentations.
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3.2.1 Vpliv kvasovkeD. bruxellensis na metabolizem kvasovkeS. cerevisiae in na
konéno aromo vina v membransko Iéenih kulturah

V tem tematskem sklopu smo Zeleli raziskati, alaikvasovkaD. bruxellensis vpliv na

rast in nametabolizem aromatskih snovi kvasovke cerevisiae. Obe kvasovki smo
inokulirali v obliki lo¢enih kultur v membranskem bioreaktorju. Zanimal jgagudi vpliv

membransko l&enih kultur obeh kvasovk na proizvodnjo hlapnihdien, aromatskih
estrov, visjih alkoholov in m&sdbnih kislin. Metabolizem kvasovkg. cerevisae smo

spremljali z merjenjem izrazanja celotnega genom&lA mikromrezami.

3.2.1.1 Fermentacije v membranskem bioreaktorju

Vse fermentacije, ki so bile namenjene za transtngko analizo z DNA mikromrezami,
smo izvedli v membranskih bioreaktorjih, v katesta bili kulturi kvasovkS. cerevisiae in
D. bruxellensis med seboj I&eni z membrano (slika 3). Fermentacije smo izvediieh
lo¢enih paralelkah. Obe strani membrane v bioreakwro napolnili z 200 mL umetnega
moSta MS300 in ju inokulirali s kvasovkania bruxellensis ali S cerevisiae v koreni
koncentraciji 1 x 1®celic/mL. V vsak predel bioreaktorja smo s steripinceto vnesli po
eno sterilno magnetno mesalo. V primeru meSanindatacij smo kvasovk8. cerevisiae
inokulirali na eno stran membrane, kvasoikdoruxellensis pa na drugo stran. V primeru
¢istih fermentacij smo bodisi kvasovi® cerevisiae ali D. bruxellensis nacepili le na eno
stran bioreaktorja, druge strani pa nismo inoklilir&cermentacije so potekale pri
temperaturi 22 °C in pod konstantnim meSanjem ngn@iai plosi pri 90 vrt. V prilogi G
so predstavljene fotografije fermentacij v membkambioreaktorijih.

Vzor¢enje fermentacij smo izvedli po 22 h, 92 h, 144 487 h inkubacije. 10 mL vzane
suspenzije kvasovk smo centrifugirali pri 4000x ay % min. Supernatant smo previdno
odpipetirali v novo 15 mL falkonko, cehi pelet pa smo nemudoma zamrznili v t&ko
dusSiku in ga shranili pri temperaturi -80 °C. Zanskriptomske analize smo cele pelete
vzorili le iz tiste strani membranskega bioreaktrojasio jo inokulirali s kvasovké&.
cerevisiae. Z namenom doléitve sproganja CQ (oziroma dolgitve absolutne spremembe
v gostoti mosta; glej podpoglavje 3.2.1.6) in rdstasovk smo vse bioreaktorje dnevno
tehtali in Steli kolonije na trdnem gaji$ YPD, in sicer z metodo zaporednegaiesga po
protokolu opisanem poddko 3.2.1.5.

Uporabnost in primernosti membranskih bioreaktogavzagotavljanje podobnih pogojev
fermentacije, kot so ot@jno dosezeni v bioreaktorjih sestavljenih iz legapredela, smo
testirali tako, da smo biosintezo hlapnih fenolskadkorjev in alkoholov v membranskih
bioreaktorjih primerjali z njihovo biosintezo v 28GL erlenmajericah. Erlenmajerice smo
pri tem napolnili 200 mL umetnega mosta MS300. Wneru mesanih fermentacij sn®
cerevisiae in D. bruxellensis skupaj inokulirali v isto erlenmajerico, ki smo fp@apolnili z
umetnim mostom MS300, ptemer je bila za obe kvasovki kima koncentracija biomase
1 x 10 celic/mL. Tako membranske bioreaktorje kot erlejemiee smo takoj po
inokulaciji zatesnili z gumijastimi zamaski, te pao prebodli z dvema sterilnima iglama
za izhajanje C@ V vsako 250 mL erlenmajerico smo vnesli po ererilsio magnetno
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meSalo. Fermentacije v membranskih bioreaktorjiheifenmajericah so potekale pri
temperaturi 22 °C in pod konstantnim meSanjem ngn@tai plosi pri 90 vrt.

3.2.1.2 Namnozevanje biomase za pripravo inokuluma

Za pripravo inokuluma smo eno kolonijo kvasovke bruxellensis ali S cerevisiae
prenesli iz trdnega gojia YPD v 100 mL tek&ega gojiga YPD. Inkubacija inokuluma je
potekala na stresalniku, in sicer 27 ur Qacerevisiae in 50 ur zaD. bruxellensis pri
temperaturi 28 °C in 220 vrt/min. Pred postopkowkinacije smo suspenzijo kvasovk za
5 min centrifugirali pri 1500x g in jo resuspendiina 10 mL sintettnega moSta MS300.
Pod mikroskopom smo s pokjo Stevne komore Burker-Turk presteli celice kvdsan
sicer po protokolu, ki je opisan v poglavju 3.2.1P4 dolgitvi koncentracije celic v 1 mL
goji&a, smo inokulirali sintethi most MS300 do kame koncentracije 1 x f@elic/mL.

3.2.1.3 Fermentacije v erlenmajericah

Vse fermentacije so bile izvedene v mikroaerobniggiih v 250 mL erlenmajericah
napolnjenin z 200 mL sintéhega mosSta MS300. Erlenmajerice smo zatesnili z
gumijastimi zamaski, te pa smo prebodli z dvemalsima iglama za izhajanje GOVse
fermentacije v erlenmajericah so trajale okoli 22(8,8 dni) pri temperaturi 22 °C in pod
konstantnim meSanjem na magnetni pilgii 90 vrt. V primerucistih fermentacij smo v
gojis¢e inokulirali kvasovkoD. bruxellensis ali S cerevisiae, in sicer do ko#ne
koncentracije 1 x 10celic/mL. V primeru mesanih fermentacij pa smo g sevD.
bruxellensis in S. cerevisiae nacepili skupaj v isto erlenmajerico, in sicerkesga v kogni
koncentraciji 1 x 1®celic/mL.

Koncentracije inokuluma smo daib s Stetjem celic pod svetlobnim mikroskopom z
uporabo Stevne komore Burker-Turk, in sicer po wpigoglavju 3.2.1.4. MeSane ¢iste
fermentacije smo izvajali v treh samostojnih pdkale. Z namenom dotatve sproganja
CO, (oziroma dolagitve absolutne spremembe v gostoti mosta; glej pgldwje 3.2.1.6) in
rasti kvasovk smo vse bioreaktorje dnevno tehiafiteli kolonije na trdnem goifid YPD,

in sicer z metodo zaporednegadenia po protokolu opisanem podho 3.2.1.5.

3.2.1.4 Dol@anje koncentracije celic pod mikroskopom

V primeru priprave inokuluma smo délb koncentracijo kvasovk v inokulumu.
Erlenmajerico smo najprej mwo premesSali, tako da je suspenzija kvasovk postala
popolnoma uniformna. 1z inokuluma namnoZenih kv&sewio nato v laminariju s pipeto
odvzeli 20uL suspenzije kvasovk in jo nanesli na 100globoko Burker-Turkovo Stevno
plo&ico (BT, Brand, Wertheim, Germany). Stevno plod smo vstavili v mikroskop pod
100-kratno povéavo in presteli celice znotraj Stirih velikih kvadiov, ki sestavljajo Stevno
mrezo znotraj Birker-Turkove komore. Nato smo darali povpréno Stevilo celic v
enem kvadratku in z etlao izraunali koncentracijo kvasovk na mililiter.
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PovpSst.celic

St.celic/n. = %1000 (1)

ViSinawmore= 0,1 mm
Povr8ingvagraa= 0,04 mn
V = Povréin@\/adratax Vigina(omorez 0,004 ml’ﬁ

3.2.1.5 Stetje kolonij na plédh

V fermentacijski suspenziji je Stevilo celic kvagaako veliko, da je potrebno suspenzijo
pred nacepitvijo in razmazom na YPD-agar {éoSerijsko re¢iti. Da bi dobili Stevne
plo&e z 10 do 300 kolonijami, smo vZoo suspenzijo serijsko r&t po Kochu, in sicer
v sterilnem pufru PBS (Koch, 1994). Réde so bile 10-kratne, ptiemer smo po 100 pL
suspenzije serijsko reii v 900 L fizioloSkega pufra PBS. 1z tako priptgne reditve
102 smo nato zopet prenesli 100 pL v novo mikrocamgiiko, ki je vsebovala 900 pL
sterilnega pufra PBS. Tako smo pripravili ¢#elv 10°. Na koncu smo 100 pL primerne
reditve (odvisno od rastne krivulje kvasovk) odpipaliima steriino YPD-agar plos.
Nacepek smo razmazali s sterilno hokejko in peftij@loZo zaprli in jo prenesli v
inkubator za 40 (v primeru kvasovke cerevisiae) ali 70 (v primeru p&asi rastoe
kvasovke D. bruxellensis) urno inkubacijo pri temperaturi 28 °C. Za dve goezni
recitvi istega vzorca smo nacepili po trickne petrijeve pla®. Celotno delo je potekalo
pod sterilnimi pogoji v laminariju.

Po inkubaciji smo iz izbrane ré&itve (reditev, ki vsebuje 10 do 300 kolonij) presteli
kolonije na plo&ah in izr&unali povpréje iz treh petrijevih plaSza vsak vzorec posebej.
Nato smo po naslednji effa izratunali Stevilo kolonij v enem mililitru.

Povp.Stkolonij
CFU/mL =-2'P = ) 2)

nacep.

R...primerna redtev, ki smo jo uporabili za nacepitev na giogna primer 10)
Vhacep= 0,1 mL (nacepka na petrijevo piog

POV kolonij-- - pOVPreEno Stevilo prestetin kolonij

CFU/mL...Stevilo kolonijskih enot na mL ("Colony-Fommg Units")

Stevilo kolonij na mililiter uporabljamo za ocenitétevila Zivih celic v vzorcu. Ocena
nikakor ni t@&na, ker se lahko nastale kolonije kvasovk prekavmajker lahko ena kolonija
nastane iz wekot ene celice kvasovk.

Za dolaitev Stevila kolonij kvasovkd®. bruxellensis v meSanih kulturah s kvasovi®
cerevisiae smo uporabili YPDagar pléé z dodanim 0,01 % cikloheksamidom (Sigma-
Aldrich). V prisotnosti cikloheksamida, je rast kewke Saccharomyces cerevisiae
onemogdena, na rasD. bruxellensis pa antibiotik nima vpliva. Kolonije kvasovk&
cerevisiae smo v meSanih kulturah daéib na navadnih YPDagar plegh, na katerih so
kolonije kvasovkeS. cerevisiae hitro prerasle majhne kolonije §asi rastée kvasovkeD.
bruxellensis.
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3.2.1.6 Merjenje gostote umetnega mosta

Med fermentacijo se sladkorji pretvarjajo do etaniol plina CQ, pri ¢emer se specifna
masa umetnega moSta zmanjSa predvsem zaradi ighgpina CQ iz sistema. V
pivovarstvu kinetiko pretvorbe sladkorjev délgejo z merjenjem upada v speéifi masi
pivine. Tako imenovana atenuacija je definirana &dstotek upada specifie mase
pivine.

100%x (specifmasa__, -specifmasa__,)
(specifmasa_, -1)

Atenuacije=

3)

Ko med fermentacijo pivina (oziroma most v primgnoarstva) doseze najnizjo speéifo
maso, govorimo o dosezeni atenuacijski limiti (Aews in Gilliland, 1952). Atenuacijska
limita nam pove, kdaj je prislo do popolne zaudtev pretvorbi sladkorjev do etanola in

CO..

Specifétna masa umetnega mosta MS300 je definirana kotrkkligostote umetnega
moSta MS300 in gostote vode.

SMygag = 115322 (4)
Ph,0
Pussoo = SMysz0 X Pi 0 )

Pri 22 °C je gostota vode priblizno 1 kg/L.

Puo(22 °C)=0,9977kg/L =1kg/L
Pusaoo (22 °C) =SM 5300 % Pr,o =SM g0 X 1kg/L =SM ysa00 [kg/l-] (6)

Potemtakem je pri 22 °C sprememba v sp&tifimasi umetnega mosta MS300 priblizno
enaka spremembi v gostoti umetnega mosta MS300.

DPys300(22 °C) = ASM,ygz00 [kg/l-] (7)

Stopnjo in kinetiko fermentacij smo v vseh fermen&h spremljali z merjenjem upada
gostote umetnega mosSta MS300. Za tovrstno sprejaljarbilo najprej potrebno izmeriti
maso praznih bioreaktorjev (membranskih biorea&torjpli 250 mL erlenmajeric)
opremljenih z vsemi komponentami, kot so zamasiglami in magnetna meSala. Masa
praznih bioreaktorjev je bila torej ekvivalentnasinpopolnoma sestavljenih bioreaktorjev,
ki pa niso vsebovali umetnega mosta in celic kvksdehtanje je potekalo na tehtnici
Sartorius-excellence (Ne&fijp) z natadnostjo tehtnicet 0,05 g. Ko smo z@li s poskusi
fermentacij, smo pred vsakim vzenjem v laminariju vse bioreaktorje stehtali. Po
vzorcenju smo bioreaktorje zopet stehtali in jih vstamdhzaj v inkubator, v katerem je
nadalje potekala fermentacija.



Kosel J. Vpliv meSane fermentacije kvas@/kerevisiae in D. bruxellensis na biosintezo aromatskih snovi. 46
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, 2014

Legenda:

Me... masa praznih bioreaktorjev
Mpred(1)-- Masa pred prvim vzéenjem
Mpo(1)-.. Masa po prvem vzeenju
Mpred(2) .- Masa pred drugim vzégnjem
Mpo(2)--- Masa po drugem vz@nju

Maso fermentacijskega moSta MS300 po prvemdergu izr&unamo po naslednji etlai
Muszoo) = Mooy ~Me 8) (

Maso fermentacijskega moSta MS300 po (n)-temdergu izr&unamo po naslednji
engbi

Myszoomy = Mpom) ~Me 9)
Masa fermentacijskega moSta MS300 jeéinvema sestavljena iz vode, zato smo privzeli,
da pri 22 °C en gram umetnega moSta MS300 zavzaibkzpo en mililiter volumna.
Velja namre, da pri 22 °C en gram vode zavzame priblizno efilite volumna.

Potemtakem X gramov umetnega mosta MS300 zavzablgpo X mililitrov volumna.

Torej lahko zapiSemo, da je X gramov umetnega mbdEEB800 po (n)-tem vzoenju
zavzelo priblizno X mililitrov volumna.

Myszoom = X [g] (10)

Visaoom = X [ml—] (11)

Tako smo iz mase fermentacijskega g@i§1S300 po (n)-tem vzéenju pridobili
volumen, ki ga je zavzemalo fermentacijsko ggisS300 po (n)-tem vzoenju.

Upad v gostotimetnega mosta MS300 (v g/mL) med prvim in drugaorgenjem lahko
izracunamo po naslednji eéfa.

(mpo(l) - mpred(z))
DPyssooa) = Vv (12)
MS300(1)

Upad v gostotimetnega mosta MS300 (v g/L) med (n)-tim in (n+f)-¥zorenjem lahko
izracunamo po naslednji eéla.

A _ (mpo(n) - mpred(ml)) %1000
Oms3000) —

(13)

VMS3OO(n)
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Absolutno spremembo v gostatnetnega mosta MS300 (v g/L), ki je nastala atbtka
fermentacije pa do (n)-tega vZenja izr&unamo po naslednji etfa.

|ApMS3OO| = AIOMS3OO(1) + AIOMSSOO(Z) + ApMSSOO(3) t... ApMS3OO(n) (14)

V naSem delu smo rezultate predstavili v oblikiabse spremembe v gostoti mosta (v
g/L), saj to vrednost raziskovalci iz podja vinarstva najpogosteje efija s koncentracijo
CO,, ki se je sprostila& sistema (v g/L) (Nardi in sod., 2010; Rossouvsaal., 2011; S4ez
in sod., 2010). Potemtakem smo za lazjo primewjiveasih rezultatov z rezultati iz drugih
raziskav, vse vrednosti podali v absolutni spremegobtote mosta.

3.2.1.7 Ekstrakcija estrov, hlapnih kislin in viisalkoholov in dol¢anje njihove
koncentracije

Pri vzokenju fermentacije smo sterilno odpipetirali 5 mLli¢®e suspenzije in jo
centrifugirali pri 4000x g za 5 minut. 1z priprastjin supernatantov smo ekstrahirali
aromatske snovi z uporabo mikroekstrakcije na tqgmdlagi (SPME). Pri tem smo v
vzorce najprej odpipetirali interni standard 4-ma2tpentanol, in sicer do kéne
koncentracije 0,1 g/L.

Zalozna raztopina internega standarda je bila gvina v raztopini natrijevega klorida
(1,75 g/L). Vse vzorce s standardi smo pripravilrmL vialah. Za samo ekstrakcijo smo
v zgornji del viale, ki ga raven te&oe ni dosegel, vnesli posebno divinil/lbenzen-
/karboksen/polidimetilsiloksansko vlakno (StableXDVB/CAR/PDMS, 50/3Qum 50/30
um; Supelco). Viale smo nato inkubirali 40 minut p€@i °C, pri konstantnem mesanju na
magnetni plo& (1100 vrt). Po ekstrakciji smo vlakno vstaviliiyjektorski prikljucek za
plinsko kromatografijo (GC).

Analiza estrov, hlapnih kislin in vi§jih alkoholoye bila izvedena na plinskem
kromatografskem sistemu Thermo Finnigan Trace-G&te® je bil sestavljen iz masno
selektivnega detektorja Quadrupole Trace-DSQ (TbeHtectron Corporation, Austin,
Texas - USA) in robotskega avtovznika COMBI-PAL ( CTC analitike, Zwingen-Svica).
Locevanje estrov, hlapnih kislin in visSjih alkoholog potekalo znotraj kapilarne kolone
Zebron ZB-FFAP (dolzina 30 m, 0,25 mm |.D., debeliiima 0,25um). Hitrost pretoka je
bila nastavljena na 0,8 mL/min, temperatura injgktge bila 260 °C, helij pa smo
uporabili za nosilni plin (mobilna faza). Tempemaiuprogram péice je bil nastavljen na
35 °C za 15 min, nato pa je temperatura ri@laspo 3 °C/min, dokler ni dosegla Koih
200 °C. Za kalibracijo smo uporabili notranje stame (Sigma), ki so bili ekvivalentni
vsaki posamezni analizirani aromatski komponentvarmdifikacijo kromatografskih
spektrov smo izvedli s programsko opremo Xcalibub.2 Kortne koncentracije
aromatskih snovi smo dali s primerjavo nasih meritev z bazo podatkovjekvsebovala
informacije o retenzijskincasih posameznih aromatskih snovi in o njihovi Sp&i
atomski masi.
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3.2.1.8 Merjenje koncentracije etanola, glicerglakoze in fruktoze

Pri vzokenju fermentacije smo sterilno odpipetirali ImLi&e¢ suspenzije in jo cen-
trifugirali pri 4000x g za 5 minut. Supernatantecsmato filtrirali skozi 0,2um filter
(Phenomenex, Italy). Glukozo, fruktozo, etanol liceyol smo dolgili z uporabo sistema
za tek@insko kromatografijo visoke tdjivosti (HPLC) Hitachi Elite LaChrome (ZDA), ki
je bil povezan z ionsko izmenjalno kolono Aminex>d87H.

Temperatura v koloni Aminex je bila naravhana n&@®Gpv refraktomettinem detektorju
(Knauer, Nentija) pa je bila umerjena na 40 °C. Pretok 2,5 mp&®, skozi kolono je bil
za prvih 9 min nastavljen na 0,5 mL/min, za nagkedhminute na 0,25 mL/min in za
koncnih 20 min na 0,50 mL/min. Retenzijs&as glukoze je bil 8,5 minut, fruktoze 9,5
minut, glicerola 12,5 minut in etanola 19,5 minkibncentracije sladkorjev in alkoholov
smo dolg@ili s pomaijo uporabe umeritvenih krivulj, ki smo jih iznanali iz reditvenih
vrst standardov. Umeritvene krivulje smo pripravgp postopkih predstaviljenih v
podpoglavjih 3.1.11.3.1 - 3.1.11.3.3.

3.2.1.9 Merjenje koncentracije hlapnih fenolov

Po vzotenju smo pripravili supernatante na enakim&ot pri merjenju koncentracij
etanola, glicerola, glukoze in fruktoz&oncentracije hlapnih fenolov smo doib z
uporabo sistema za teknsko kromatografijo visoke tdjivosti (HPLC) Knauer (Berlin,
Nemija). Naprava je bila sestavljena iz avtowaoka Midas (Spark, Emmen,
Nizozemska) iz dvelirpalk Knauer K1001 WellChrom opremljenimi z 10 ratpalnimi
glavami (Berlin, Neniija), iz dinaméne meSalne komore Knauer (Berlin, Nigjao) in iz
fluorescentnega detektorja Shimadzu RF-551 (Shimagyoto, Japonska). Detektor je bil
nastavljen na visoko @htljivost, pri cemer smo ekscitacijsko valovno dolzino naravnali
na 280 nm in emisijsko valovno dolzino na 333 nimdvanje hlapnih fenolov je potekalo
v fenilni koloni XBridge (130 A, 3,5 um, 4,6 x 15@m, 1/pkg; Waters, Milford, MA,
USA) pri ¢emer smo za mobilno fazo uporabili 27 % acetoniltitrost pretoka je bila 1
mL/min. Retenzijski¢as 4-vinilfenola je bil 12 minut, 4-vinilgvajakola3 minut, 4-
etilfenola 14 minut in 4-etilgvajakola 15 minut. Zaantifikacijo hlapnih fenolov smo
uporabili umeritvene krivulje s standardnimi razt@mi 4-vinilgvajakola (Sigma), 4-
vinilfenola (Sigma), 4-etilgvajakola (Sigma) in #ikenola (Sigma). Te smo pripravili po
navodilih v podpoglavjin 3.1.11.3.4 - 3.1.11.3.7.

3.2.1.10 Izolacija celokupne RNA

Celokupno RNA smo izolirali iz 10 mL suspenzije,j&ivsebovala vsaj 1&kvasovk/mL.
Suspenzijo smo centrifugirali pri 4000x g, supeanatsmo odstranili in peletu dodali 500
puL Trizol reagenta in 300 pL ledeno hladnih stekiekroglic s premerom 400 um. V
primeru vzorcev iz fermentacij smo 10 mL suspenzgéic po vzokenju centrifugirali,
odstranili supernatant in pelet zamrznili v té&m duSiku. Zamrznjene pelete smo hranili
pri temperaturi -80 °C.
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Zaradi nevarnih fenolnih hlapov je delo s Trizahgentom striktno potekalo v digestoriju.
Celicno steno kvasovk smo razbili na mehanskiima 40 min vorteksiranjem mesSanice
steklenih kroglic in celine suspenzije. Tekom vorteksiranja smo pokkev
mikrocentrifugirk zaé&itili s parafiimom. Po vorteksiranju smo vsebinoknoicentrifugirk
prenesli v 15 mL falkonke in jim dodali 4 mL Trizodagenta. Te smo nato inkubirali 5
min na sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vselwaotrifugirali pri 12,000 xg za 10 min
(4 °C), supernatant pa smo prenesli v nove falkofteces centrifugiranja in prenosa
supernatanta smo ponovili Se enkrat. Superantantursto dodali 80QL kloroforma,
falkonke smo tesno zaprli z zamasSkom in jih z rokaéno stresali 15 sekund. Po 15
sekundah smo falkonke inkubirali na sobni temperaa 15 min in jih centrifugirali na
12,000 x g za 10-15 min pri temperaturi 4 °C. Patrifeigiranju smo zgornjo vodno fazo
prenesli v sveze falkonke in ji dodali 3 mL izopaopla. Falkonke smo nato vorteksirali
za 10 sekund, jih inkubirali na sobni temperataril® min in centrifugirali pri 12,000x g
za 8 min pri 4 °C. Supernatant smo previdno odpglein pelet raztopili v 8 mL 75 %
etanola. Vsebino smo zopet centrifugirali pri 7,6@0za 5 min pri 4 °C. Po centrifugiranju
smo etanol previdno odpipetirali in preostali p&ehin susili v digestoriju. Na koncu smo
pelet raztopili v 50 uL DEPC ddH20 in ga shranii temperaturo -80 °C. Celokupno
RNA smo izolirali pod strogimi pogoji dela z RNAakje vkljwevalo delo v digestoriju,
ki smo ga predhodnocwstili z 0,5 % SDS. Pipete in vso potrebno labaoriggko opremo
smo dodatno @stili z 0,5 % SDS.

3.2.1.11 Transkriptomska analiza izrazanja genovasadvkeS. cerevisiae

Analizo izrazanja genoma kvasovie cerevisae smo tehnino naredili tako, da smo iz
celic kvasovkS cerevisiae izolirali RNA in jo prepisali v ozn&eno Cy3-cRNA, to pa smo
hibridizirali na komercialne DNA mikromreze AgileNeast (V2) (p/n G4813A- 016322).
Podroben opis postopkov je predstavljen spodaj.

Na zaetku smo kakovost celokupne RNA preverili z miknadho aparaturo Agilent
Bioanalyzer 2100. Rezultati analize kakovosti cafmie RNA v vzorcih so predstavljeni v
prilogi E.

Sledila je priprava sond in hibridizacija sond ndAmirkomreze Agilent Yeast (V2) (p/n
G4813A- 016322). Hibridizacijo smo izvedli v skladunavodili v kompletu Agilent Quick
Amp (p/n 5190-0442) (Agilent..., 2008).

Pogoji za delo s celokupno RNA

Pripravo cRNA sond, oziavanje sond s fluoresaamm barvilom Cy-3, hibridizacijo in
lasarsko oditanje fluorescetnih signalov iz DNA mikromreZz smo izvajali v podojdela
Z RNA.

Ti vkljucujejo:

* preverjanje integritete celokupne RNA v vzorcipred postopki ozrgvanja in
hibridizacije
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* Da bi prepréili kontaminacijo reagentov z RNazami moramo vedositi laboratorijske
rokavice ter delo opravljati v brezprasnih pogolilporabljati moramo sveze raztopine in
DEPC ddHO, ki ne vsebuje RNaz. Nastavki za pipete moragbwgsati filtrsko pregrado
za aerosol.

* Vzdrzevati moramgisto delovno povrsino

* Pri uporabi zamrznjenih reagentov pazimo, daertgalikvotiramo s pipeto, jih hitro
centrifugiramo in do uporabe odloZimo nd@ Po uporabi jih hitro shranimo na -8D ali
-20°C (odvisno od reagenta).

* Na splosno sledimo varnostnim predpisom, ki yeljaa bioloSki varnostni razred
Stevilka 1.

Prvi korak: Priprava kontrol za standardizirano hib ridizacijo na DNA mikromreze

Najprej smo pripravili meSanico Spike-In, ki je bs®ala deset pozitivnih kontrolnih
transkriptov ozn&enih s fluorescamim barvilom Cy-3. Priprava je potekala po
naslednjem postopku:

* Naravnaj vodne kopeli na 37 °C, 65 °C, 80 °C, 40rfC0 °C.

e Na vrtincniku maino premeSaj meSanico Spike-In.

* MeSanico za 5 minut segrej na temperaturo 37 °&ienkrat méno premesaj na
vrtinéniku.

* MeSanico na hitro centrifugiraj.

* Glede na to da zelimo hibridizirati 200 ng celoke@NA, smo meSanico Spike-In
trikrat serijsko redili in 2 pL koncne reditvene meSanice vnesli v 200 ng
celokupne RNA. Serijske réiive so predstaviljene v preglednici 25.

Preglednica 25: Serijske reditve meSanice Spike-In in vhos meSanice v 200 ngovéne RNA.
Table 25: Serial dilutions of a mixture of Spikedantrols and the insertion of this mixture intad026gy of
sample RNA.

Volumen meSanice Spike-
Zacetna koli¢ina RNA | Serijske redtitve In (uL) na eno reakcijo
Celokupna Prva | Druga Tretja
RNA (ng)
2
200 1:20 1:25 1:10 (rectitve 1:5000)

Drugi korak: Priprava reakcije za oznac¢evanje RNA vzorcev

Reakcijsko meSanico za oziexanje RNA vzorcev smo pripravili po naslednjem
postopku:

» Odpipetiraj 3,5uL celokupne RNK (z dodano meSanico Spike-In) v lemi@ciji
133,3 mg/L (vsebuje 200 ng vZoe RNA), in sicer v 1,5 mL mikrocentrifugirko.

* Priprava meSanice za T7 Promotor Primer: Za erkcijeazmesaj 0,8.L raztopine
T7 Promotor Primer v L ddH,O.
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1,8 uL mesSanice za T7 Promotor Primer prenesi vu,5elokupne RNK

Nastalo meSanico denaturiraj z 10 minutnim inkuljegen pri temperaturi 65 °C v
rotirajoci vodni kopeli

Nato reakcijo inkubiraj za 5 minut na ledu

Segrej pufer »5X first strand« na temperaturo 80 Z&L 3 do 4 minute. S
segrevanjem zagotovimo, zadostno resuspenzijo koerw pufru.

Pripravi meSanico cDNA po navodilih v pregledni6i 2

Preglednica 26: Priprava meSanice cDNA.
Table 26: Preparation of cDNA mixture.

Komponenta Volumen na reakcijo fiL)
Pufer 5X First Strand 2
0,1 MDTT 1
MeSanica 10 mM dNTP 0,5
MesSanica AffinityScript RNase Block 12
Kon¢ni volumen 4,7

Na hitro centrifugiraj meSanico cDNA in prenesi 4J7 te meSanice v celokupno
RNA (ki vsebuje T7 Promoter Primer). Vsebino inkabpuw rotirajai vodni kopeli
za 2 uri pri temperaturi 40 °C. Vzorce nato inkapir rotirajaii vodni kopeli za 15
minut pri temperaturi 70 °C. Inkubacija pri temgeara70 °C inhibira delovanje
encima AffinityScript.

Pripravi transkripcijsko mesanico po navodilih eglednici 27.

Preglednica 27: Priprava transkripcijske meSanice
Table 27: Preparation of transcription mixture.

Volumen na reakcijo
Komponenta (uL)
ddH20 brez nukleaz in RNaz 0,5
Pufer 5X Transcription 3,2
0,1 MDTT 0,6
MeSanica NTP 1
MeSanica encima T7 RNA Polymeraze 0,21
Cyanine 3-CTP 0,24
Konéni volumen 6

V vsako vzoéno meSanico RNA dodaj AL transkripcijske meSanice. Vsebino
narahlo premeSaj s pipeto in jo inkubiraj v robtajvodni kopeli za 2 uri pri
temperaturi 40 °C.

Tretji korak: Cis€enje oznaene in pomnoZene cRNA

Ciseenje je potekalo po naslednjem protokolu:

Dodaj 84uL ddH20 (brez nukleaz) v vzéme raztopine cCRNA
Dodaj 350uL pufra RLT in dobro premeSaj s pipetiranjem.
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Dodaj 250uL absolutnega etanola in zopet dobro premeSajetipapjem.

Prenesi 70QuL vzoréne cRNA v mini kolono RNeasy, ki je vstavljena vl
zbirno PVC tubo. Centrifugiraj vzorce pri temperat°C za 30 sekund pri 13.000
obratih na minuto. Skupaj z zbirno tubo zavrzi wsepki se je v njej nabrala.
Prenesi mini kolono RNeasy v novo zbirno tubo injeadodaj 50QuL pufra RPE
(vsebuje etanol). Ponovno centrifugiraj vzorce $1iC za 30 sekund pri 13.000
obratih na minuto. Tokrat zavrzi le vsebino v zbitmbi in obdrzi samo zbirno
tubo.

V kolono dodaj Se 50QL pufra RPE. Centrifugiraj vzorce pri 4 °C za 6@&used
pri 13.000 obratih na minuto. Skupaj z zbirno t#awrzi vsebino, ki se je v njej
nabrala.

VsakrSne ostanke pufra RPE se mora odstranitijcer sako da se nemudoma
prenese mini kolono RNeasy v novo 1,5 mL zbirnootubh da se vsebino
centrifugira pri 4 °C za 30 sekund pri 13.000 obrata minuto. Takoj po
centrifugiranju zamenjaj zbiralno tubo za novo.

Izlo¢i o¢iS¢eno cRNA iz mini kolone RNeasy, in sicer s prenosuaini kolone v
novo 1,5 mL zbiralno tubo. Nato neposredno na mamiikolone dodaj 3QL
ddH20 (brez nukleaz). Rakaj 60 sekund, nato centrifugiraj pri 4 °C za 8Rkund
pri 13.000 obratih na minuto. Po centrifugiranjoka mini kolono zavrzes.

Cetrti korak: Kvantifikacija molekul cRNA v vzorcih

Kvantifikacija je potekala po naslednjem protokolu:

chNA =

meICySIIUQCRNA =

Zazeni programsko opremo NanoDrop, ki je védjna v spektrofotometer
NanoDrop ND-1000 UV-VIS.

Znotraj programa izberi moznost merjenja cRNA zkromreze.

Pred préetkom merjenja morasS z ddH20 (brez nuklead¥tidi povrSino za vnos
vzorcev v spektrofotometer.

Zato da smo lahko odsteli ozadje, smo najprej idhnsamo ddH20 (brez nukleaz),
pri ¢emer smo na nastavek za vzorce nanesli @2 @dH20.

Na aisceni nastavek odpipetiraj 2)l. vzorca. Zopet &isti nastavek za vzorce in
nanesi novi vzorec cRNA.

Nato z naslednjo efibao dolai izkoristek vsake reakcije (Volumen uporabljen za
izlocitev cRNA iz mini kolone je znasal 30.):

Konc.cRNA »

1000 O (13)

Poleg izkoristka smo po naslednji &ébaizracunali tudi specifino aktivnost vsake
reakcije:

Konc.Cy3 9

—— 2 x1000 (16)
Konc.cRNA
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» Za hibridizacijo na stekelce, ki vsebuje 8 DNA noikireZ potrebujemo minimalno
0,825ug cRNA z minimalno specifno aktivnostjo §molcys/ugcrna.

Peti korak: Hibridizacija

Najprej smo pripravili 10x raztopino Blocking reaga:
» 10x raztopino Blocking reagenta smodiids 500 uL ddH20 (brez nukleaz)
* Raztopino smo narahlo premesali na wiiku, jo segreli za 5 minut pri 37 °C in jo
za 10 sekund centrifugirali.

Nato smo pripravili vzorce za hibridizacijo:
* Najprej smo naravnali vodno kopel na 60 °C.
* Nato smo za vsako stekelce, ki je vsebovalo po 8ADhkromrez, pripravili
meSanico komponent in vZore cRNA po navodilih v preglednici 28. MeSanico
smo pripravili v mikrocentrifugirki.

Preglednica 28: Priprava meSanice za fragmentacijezoréne cRNA.
Table 28: Preparing the mixture for the fragmeontatf cRNA.

Volumen/stekelce z 8 DNA
Komponenta mikromrezami
cianin 3-ozn&ena in linearno pomnozena vZna cRNA | 600 ng
10X Blocking reagent bL
25X Fragmentacijski pufer AL
ddH20 (brez nukleaz) dopolni do g4
Kon¢ni volumen 25uL

* Pripravljeno meSanico smo narahlo premesali nadmitu.

* Z namenom fragmentacije RNA smo meSanico inkubpal60 °C, za natanko 30
minut.

* Po inkubaciji smo meSanico takoj prenesli na ledaanko eno minuto.

» Da bi ustavili proces fragmentacije, smo meSanamali 2x GEXx hibridizacijski
pufer HI-VRT, in sicer v razmerju 1:1 (glej pregleco 29).

Preglednica 29: Priprava meSanice za hibridizacijwzoréne cRNA na stekelce, ki je opremljeno z
osmimi DNA mikromrezami

Table 29: Preparation of a mixture for the hybrdian of cRNA on slides that are equipped with elQNA
microarrays.

Volumen za hibridizacijo s
stekelcem, ki vsebuje 8 DNA

Komponente mikromreZz
Vzoréna cRNA iz
fragmentacijske meSanice ab

2x GEXx hibridizacijski pufer HI-
VRT 25uL
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Pripravljeno hibridizacijsko meSanico smo premesairevidnim pipetiranjem (pri
meSanju ne smejo nastajati mefkii.

Po meSanju smo vsebino centrifugirali za 1 minut@gbni temperaturi, pri 13.000
obratih na minuto.

Pri delu z DNA mikromrezami smo uposStevali nasledripvezne pogoje:

Da bi se izognili poSkodbam DNA mikromrez, jih z@jeprijemamo z rokavicami
(brez pudra), in sicer le na njihovih robovih. Vbemem primeru se ne smemo
dotikati povrSine DNACipov. PovrSina vsebuje vezane oligonukleotidnéetaki se
lahko nepopravljivo poskodujejo.

Tekom procesa hibridizacije moramo paziti, da se$na stekelc ne izsusi.

Vse tate znotraj vseh DNA mikromrez so natisnjene na tiorsino stekelc, ki
vsebujecrtno kodo ozn&no z "Agilent". Ta stran stekelc se imenuje “akaiV
stran. “Ne-aktivna” stran stekelc je ozZeaa s Steviino kodo.

Sesti korak: MontaZa hibridizacijske komore SureHyb(Agilent)

Montaza je potekala po naslednjih korakih:

Najprej smo v komoro vstavili silikonsko tesnilozceeljeno na 8 prekatov. Vsak
prekat omogdi vodotesno okolico za eno od osmih DNA mikromrezstekelcu.

V posamezen prekat smogdasi odpipetirali po 4@L cRNA vzorca (ozné&no in
pomnozeno sondo). V vsak prekat smo vnesli drugoinp cRNA.

Nato smo pd&asi in previdno polozili stekelce na tesnilo, icesitako, da je bila
aktivna stran stekelca obrnjena navzdol proti tasfiako smo s prekati v tesnilu
vseh 8 DNA mikromrez izolirali drugo od druge). Beim smo pazili, da je bila
stran stekelca grtno kodo obrnjena navzdol (aktivha stran stekeloaytran s
Stevikno kodo obrnjena navzgor.

Ko smo se preptali, da se pozicija stekelca natanko ujema s poziesnila, smo
na vrh komore polozZili tesnilni pokrov in o wvrstili objemke na obeh koncih
komore.

Nato smo komoro p@si obr&ali v navpEni smeri, tako da se je 40 cRNA
vzorcacim bolj razporedilo po povrSini celotnega prekde.tem smo pazili, da ni
prihajalo do nastanka meltkov.

Takoj po obrdanju smo komoro previdno vnesli v rotacijsko naptaki je bila
vgrajena v hibridizacijsko ge&co. Temperaturo v @eci smo naravnali na 65 °C. S
poma:jo rotirajote naprave se je komora vrtela okoli svoje osi zob@ati na
minuto.

Hibridizacija pri temperaturi 65 °C in 10 vrt jetpkala natanko 17 ur.

Sedmi korak: Priprava za spiranje DNA mikromrez

Najprej smo v pufer za spiranje Stevilka 1 in veyufa spiranje Stevilka 2 vnesli 2 mL 10
% Tritona X-102 do ko¥ne koncentracije 0,005 %. Po pipetiranju smo ob#djoerja za
pufer 1 in 2 petkrat pretresli, da se je vsebinfigwudobro premesSala. Dodajanje Tritona
X-102 ni obvezno, vendar je prip@fjvo saj Triton X-102 @inkovito zmanjSa moznost
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nastajanja artefaktov na DNA mikromrezah tekomaygga spiranja. 1000 mL pufra za
spiranje 2 smo pretdi v sterilno enolitrsko steklenico z rdien zamaskom, jo zatesnili in
vsebino segrevaliez celo né (pripravimo jo en dan pred spiranjem DN#Aov) v vodni
kopeli pri 37 °C.

Priprava opreme za spiranje DNA mikromrez:

Za potek spiranja DNA mikromrez moramo imeti prigj@no vso steklovino in orodja.
Vse pladnje, stojala, meSala smodmo oprali z acetonitrilom in Milli-Q vodo. Postopek
pranja je potekal tako:

Prvo pranje z acetonitrilom poteka po naslednjestqyuku:

Polozi stojalo za stekelca in magnetno meSalo dguipza barvanje
Prenesi pladenj na magnetno gms

Napolni pladenj z 100 % acetonitrilom

VKklopi magnetno mesalno plas in naravnaj hitrost na 20 vrt za 5 minut
Odstrani acetonitril

Posusi pladenj in vsebino pladnja v digestoriju.

Drugo pranje z Milli-Q vodo poteka po naslednjenstopku:
* Po steklovini in opremi polij velike kdline Milli-Q vode
* Nato odstrani vso vodo, ki se je nabrala v stekiowvi opremi
» Postopek polivanja in odstranjevanja Milli-Q vodenpvi vsaj 5-krat.

Osmi korak: Spiranje stekelc z DNA mikromrezami

V preglednici 30 so predstavljeni koraki za postopspiranja stekelc z DNA
mikromrezZami.

Preglednica 30: Potek spiranja stekelc z DNA mikromezami.
Table 30: Protocol for washing slides containingMiMicroarrays.

Pladenj Pufer za spiranje Temperatura Cas
Razstavljanje komore 1GE Pufer za spiranje (125 °C
Prvo spiranje 2GE Pufer za spiranje (125 °C 1 min
PoviSana
Drugo spiranje 3GE Pufer za spiranje Ptemperatura 1 min

Najprej smo prvi pladenj popolnoma napolnili z uifr za spiranje 1. Nato smo v pladenj
2 polozili stojalo za stekelca in magnetno mesS®lgladenj 2 smo vlili toliko pufra za
spiranje 1, da je pufer popolnoma preplavil stopdostekelca. Pladenj 2 smo nato polozili
na magnetno mesalno ptasS Tudi v tretji pladenj smo polozili magnetno mieSen ga
postavili na magnetno mesalno plos
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Po 17 urni inkubaciji smo odprli hibridizacijsko & in iz rotiraj@e naprave sneli
komoro. Nato smo razrahljali vijak za objemke zashnjem v nasprotni smeri urnega
kazalca. Ko so objemke popustile, smo jih odstramikomore in odprli pokrov komore.
Nato smo iz baze komore z rokavicami odstranilksiisko tesnilo s prekati. Potem smo
stekelca in komoro potopili v pufer 1 v pladnju\siiea 1.

S pinceto smo previdno izvlekli stekelci (2 stekelr 16 DNA mikromreZ) in ju potopili v
pladenj 2, ki je vseboval pufer 1. Ko smo jih paliggmo obe stekelci previdno namestili
na stojalo za stekelca in nadaljevali z 1- minutabacijo na sobni temperaturi pri 6 vrt.
Med inkubacijo smo v pladenj 2 vlili pufer 2, kilpgl predhodno segret na 37 °C.

Po inkubaciji smo prenesli stojalo s stekelcemaadgnj 3 in ju zopet inkubirali za 1
minutno pri 6 vrt. Nato smo gasi odstranili stojalo, ptemer smo pazili na morebitne
kapljice, ki bi lahko padle iz stojala na stekel€n spiranju je potrebno nemudoma
lasarsko oditati DNA mikromreze. Pri odlasanju lahko razli oksidanti vplivajo na
signalne intenzitete. Stekelca smo samo za 5 npostavili v oranzne PCV Skatlice s
tesnilom in jih zaprli, da ni priSlo do vdora dnevsvetlobe.

Deveti korak: Skeniranje DNA mikromrez in analiza pridobljenih podatkov

Nastavitve z&italec G2505B Microarray (Agilent) so predstavljenpreglednici 31.

Preglednica 31: Nastavitve nd&italcu G2505B Microarray
Table 31: Description of the necessary settingshfeiMicroarray reader G2505B.

Za format stekelca 8x60K
G3
Barvni kanal Zelen
Obmasje skeniranja 61 x 21,6 mm
Resolucija skeniranjai(n) 3
Format slike 20 bit

Ekstrakcija podatkov iz skeniranih slik DNA mikrogirje potekala s ponijm programske
opreme Agilent Feature (FE, Agilent). Znotraj pramgiske opreme smo lahko identificirali
tocke sond, izlgili intenzitete ozadja slike in kvantificirali vsBuorescentne signale.
Surove podatke fluorescentnih signalov pridobljengkeniranja 16 DNA mikromrez (8 za
fermentacije istimi kulturami in 8 za fermentacije z membrans&denimi kulturami)
smo deponirali v spletno banko transkriptomskih gikdv GEO (Gene Expression
Omnibus), in sicer pod pristopno Stevilko GSE38582.

Deseti korak: Filtracija surovih podatkov in analiza transkriptomskih podatkov

Splosne popravke fluorescentnih signalov v ozadjdiliracijo podatkov smo izvedli z
uporabo programske opreme BRB (Biometric Researaimdh)-ArrayTools V4.2 (Simon

in sod., 2007). Vse fluorescentne signale smo fegaritmirali z osnovo 2 in izeaunali
povpreja vseh tistih sond, ki so bile &kgat natisnjene na stekelce. Z namenom zmanjSa
sistematine variance smo podatke normalizirali glede naowjhcelokupno mediano
znotraj celotne DNA mikromreze.
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Transkripte, ki so se izrazali statésto razltno tekom fermentacij <istimi in
membransko lgenimi kulturami, smo doldli z uporabo dvorazrednega neparnega testa
SAM (»Ang«: Significance Analysis for Microarray@jusher in sod., 2001). Pri tem smo
z 90 % zaupanja uposStevali naslednje pogostnaatiHaodkritij (Ang: »False Discovery
Rate« FDR) (Genovese in sod., 2002): in sicer pa‘enje po 22 urah fermentacije je bila
FDR 3,1 %, za vz@éenje po 92 urah je bila FDR 5,8 %, za wsmje po 144 urah je bila
FDR 4,1 % in za vz@enje po 187 urah je bila FDR 7,2 %. Pri izboru mfecialno
izraZzenih genov smo upostevali minimalno 2-kratpemembo v ekspresiji genotle so
transkripti kazali manjSo spremembo od 2-kratneersigmbe, teh transkriptov nismo
uposStevali. Diferencialno izrazene transkripte samporedili v skupine glede na njihovo
izrazanje v Stiritasovnih tékah fermentacije. Transkripti s podobnim vzorcenaZanja
skozi ¢cas fermentacije so bili avtomé&tio razporejeni v skupno skupino z algoritmom
CLICK (pri p-vrednosti 0,05). Nadalje smo z algomom TANGO (prip-vrednosti 0,05)
avtomaténo pripisali gensko ontologijo (bioloski proceskewus transkriptom razporejenim
v skupine in jih znotraj doteene skupine glede na njihovo bioloSko funkcijo @eglili v
pod skupine. Oba omenjena algoritma sta na volprogramskem paketu Expander 4.1
(Expression Analyzer and Displayer) (Shamir in s@8605).

3.2.2 Vpliv prekurzorskin molekul, etanola, in raziénih sevov kvasovke D.
bruxellensis na proizvodnjo hlapnih fenolov v meSanih fermentagah s
kvasovkoS. cerevisiae

V tem tematskem sklopu smo zeleli pfiguvpliv prekurzorskih molekul, etanola, in
razlicnih sevov kvasovk®. bruxellensis na produkcijo hlapnih fenolov v fermentacijah s
¢isto in meSano kulturo kvasov& cerevisiae in D. bruxellensis. Pri teh poskusih nas je
zanimalo tudi izraZanje genpki kodirajo encime za sintezo hlapnih fenolov v $oekah

S cerevisiae in D. bruxellensis.

3.2.2.1 Vpliv prekurzorskih molekul v fermentacijaimeSanimi ir€istimi kulturami

Namnozeno biomasD. bruxellensis in S cerevisiae smo centrifugirali pri 1500x g za 5
min, jo resuspendirali v 10 mL umetnega mosta MSB0Pod Birker-Tlurkovo Stevno
plo&ico dolaili Stevilo celic. Inokulum smo inokulirali v 200 lmumetnega mosta MS300
do kortne koncetracije 1 x fOcelic/mL. Inokulacije in fermentacije v 250 mL
erlenmajericah so potekale po postopkih opisampbgiavjih 3.2.1.2; 3.2.1.3in 3.2.1.4.

Pri teh poskusih smo v &etku priprave fermentacij v 9 erlenmajeric odpigtiskupno
zalozno raztopino HCK pripravljeno iz 1 gkumarne in 1 g ferulne kisline, ki smo ju
skupaj raztopili v 14 mL absolutnega etanola (£jl4. Kon¢no koncentracijo HCK smo
naravnali na 50 mg/lp-kumarne (Sigma-Aldrich, Negja) in 50 mg/L ferulne kisline
(100 mg/L HCK v celoti na eno fermentacijo). Trileermajerice smo uporabili za
inokulacijo s kvasovkd. cerevisiae (EC1118), naslednje tri za inokulacijo s kvasoiko
bruxellensis (ZIM 701) in zadnje tri za inokulacijo z obema keakama hkrati.
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V isti seriji poskusov smo testirali Se vpliv zarjeare prekurzorskih molekul HCK z
vinilfenolnimi prekurzorji. Zamenjavo smo izvedlako, da smo v za&tku priprave
fermentacij v 9 erlenmajeric namegbekumarne in ferulne kisline odpipetirali skupno
zalozno raztopino 4-vinilfenola in 4-vinilgvajakolgigma-Aldrich, Nenija). Skupna
koncna koncentracija obeh vinilfenolov je znaSala 1G§Ln{50 mg/L 4-vinilfenola in 50
mg/L 4-vinilgvajakola). Od devetih erlenmajeric sntie uporabili za inokulacijo s
kvasovkoS. cerevisiae (EC1118), naslednje tri za inokulacijo s kvasoukaboruxellensis
(ZIM 701) in zadnje tri za inokulacijo z obema kgakama hkrati.

Za vseh 18 fermentacij smo po 22, 67, 92, 140,i@@®B4 urah inkubacije dotali Stevilo
kolonij na plogah in pa absolutno spremembo v gostoti mosSta. dénje za doléanje
hlapnih fenolov z analizo HPLC smo izvajali pri &itecasih. Vzotenje za izolacijo
celokupne RNA za analizo(RPCR smo izvajali po 50 urah fermentacije.

3.2.2.2 Vpliv etanola v fermentacijah z meSanimiigtimi kulturami

Inokulum in fermentacije smo pripravili po navodilv poglavjih 3.2.1.2; 3.2.1.3 in
3.2.1.4. Pri teh poskusih smo véetku priprave fermentacij v 9 erlenmajeric odpigzti
absolutni etanol v kami koncentraciji 2,5 % (v/v). V naslednjih 9 erleaj@ric smo
odpipetirali absolutni etanol v koéni koncentraciji 5 % (v/v) in v zadnjih 9 erlenmagev
koncni koncentraciji 10 % (v/v).

Umetni most MS300 je za vseh 27 fermentacij vsebewako koncentracijo HCK, in sicer
10 mg/L p-kumarne in 10 mg/L ferulne Kkisline (skupaj 20 mgHCK na eno
fermentacijo). Za nizjo koncentracijo HCK smo sdoditi zaradi poznanih negativnih
vplivov ferulne kisline na rast kvasovk, Se zlastprisotnosti etanola (Harris in sod.,
2008).

Za vsako kowtino koncentracijo etanola v umetnem mosStu MS300 r{@nmajeric na
koncentracijo) smo uporabili po tri erlenmajerice inokulacijo s kvasovk&. cerevisiae
(EC1118), naslednje tri za inokulacijo s kvasowkdoruxellensis (ZIM 701) in zadnje tri
za inokulacijo z obema kvasovkama hkrati. Vse ihagije so bile izvedene po navodilih v
poglavju 3.2.1.2.

Za vseh 27 fermentacij smo po 22, 67, 92, 140,i@@B4 urah inkubacije dotali Stevilo
kolonij na plogah in pa absolutno spremembo v gostoti mosta. dénje za doldanje
hlapnih fenolov z analizo HPLC smo izvajali pri &itec¢asih. Vzotenje za izolacijo
celokupne RNA za analizo PCRERmo izvajali po 50 urah fermentacije.

3.2.2.3 Vpliv raznolikosti sevov kvasovke bruxellensis v fermentacijah z meSanimi in
cistimi kulturami

Inokulum in fermentacije smo pripravili po navodilv poglavjih 3.2.1.2; 3.2.1.3 in
3.2.1.4. Pri teh poskusih smo v céetku priprave fermentacij v vse erlenmajerice
odpipetirali skupno zalozno raztopino HCK-Kumarne in ferulne kisline). K@éna
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koncentracijgp-kumarne in ferulne kisline je znaSala 50 mg/L (b@§/L HCK v celoti na
eno fermentacijo).

Od vseh 250 mL erlenmajeric, ki smo jih uporabilitem poskusu, smo samo tri
erlenmajerice z umetnim mostom MS300 inokuliralisto kulturo kvasovké. cerevisiae
(EC1118). Vpliv seva ZIM 2512 kvasovk® bruxellensis smo prediili tako, da smo po 3
erlenmajerice z umetnim mostom MS300 inokuliralg€isto kulturo seva ZIM 2512,
naslednje tri pa z meSano kulturo kvas&kerevisiae (EC1118) in ZIM 2512. Po enakem
postopku smo preili vpliv vseh naslednjih sevov kvasovke. bruxellensis. ZIM 700,
ZIM 702, ZIM 703, ZIM 704, ZIM 706, ZIM 1764, ZIM306, ZIM 1762 in CBS 2499. Za
vseh 63 fermentacij smo po 22, 67, 92, 140, 20234 urah inkubacije dotali Stevilo
kolonij na plogah in absolutno spremembo v gostoti moSta. ¥age za doldanje
hlapnih fenolov z analizo HPLC smo izvajali pri &itecasih.

3.2.2.4 Ali je kvasovk®. bruxellensis sposobna privzemati glicerol?

V tem poskusu smo Zeleli preveriti ali kvasowkabruxellensis lahko privzema glicerol iz
umetnega mosta MS300. Inokulum in fermentacije pnmravili po navodilih v poglavijih
3.2.1.2; 3.2.1.3 in 3.2.1.4. Za razliko od @pnih fermentacij smo v gogg inokulirali le
kvasovkoD. bruxellensis (ZIM 701) v ¢isti kulturi, in sicer v Sest 250 mL erlenmajeric v
kon¢ni koncentraciji 1 x 19 celic/mL. V tem poskusu nismo uporabili kvasovie
cerevisiae. Inkubacija je potekala 250 ur, in sicer v umetrmanstu MS300, ki ni vseboval
glukoze in fruktoze marwelO g/L glicerola (99,98 %, Sigma). Poskus je bileiden v treh
erlenmajericah (tri paralelke). Vzmnje za dolditev koncentracije glicerola z metodo
HPLC smo naredili po 22, 67, 92, 140, 200 in 23hunkubacije.

3.2.2.5 Merjenje izrazanja genov z analizo PQR-R

Izolacija celokupne RNA je potekala po postopkusapem v poglavju 3.2.1.10. Po
izolaciji smo izmerili koncentracijo celokupne RNAreverili kvaliteto celokupne RNA,
naredili obratni prepis molekule RNA v molekulo cBN konstruirali z&etne
oligonukleotide in izvedli reakcije pomnoZevanja aparaturi ABI PRISM™ 7500
Sequence Detection System.

3.2.2.5.1 Merjenje koncentracije celokupne RNA

Koncentracijo RNA smo izmerili s spektrofotometrdrambda Bio (Perken Elmer), in
sicer z merjenjem valovne dolzine pri 260 nm (viestrl (Asg) je sorazmerna z 40 pg/mL
celokupne RNA). Za korekcijo ozadja smo morali ngjpspektrofotometer umeriti s
slepim vzorcem (samo ddHZ20). Nato smo na kivetopsdpali 1,5uL vzorca in kiveto
pokrili s pokroxtkom.

3.2.2.5.2 Preverjanje kvalitete distosti RNA z agarozno gelsko elektroforezo

Morebitno razgrajenost igistost celokupne molekule RNA smo preverili z agam
gelsko elektroforezo. Vzorce molekule RNA smo ngjpdenaturirali z inkubacijo v
termalni aparaturi PCR (GeneAmp DNA Thermal Cy@&00, Perkin Elmer) pri 78C za
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10 minut. Z denaturiranjem pregmo morebiten nastanek sekundarnih struktur, Ki
nastanejo z medmolekulskim parjenjem baz in lahkicajp migracijo RNA molekule na
agaroznem gelu. Po denaturaciji smo vzorce za htnoinladili na (°C. Vse sestavne dele
elektroforezne kadke, nosilec gela in glaveek za pripravo zepkov v gelu smo sprali z
0,5 % SDS in nato Se z ddBl. Prisotnost 18S in 25S ribosomalnih RNA (Valeraue
sod., 1977; Li in sod., 2009; Aranda in sod., 20h2norebitno okuzbo z genomsko DNA
smo preverili na 1,5 % agaroznem gelu. Za priprgeia smo 1 g agaroze raztopili v 60
mL 0,5x TAE pufra. MeSanico smo dobro raztopilegievanjem v mikrovalovni @i in

jo ohladili ter ji dodali 6uL fluorescenega barvila Syber safe (Invitrogen). Vsebino smo
nato vlili v nosilec za agarozni gel.

Pred nanosom RNA vzorcev na gel smo ul5vzorca dodali 5uL RNA nanaSalnega
pufra (Fermentas). Nato smo & meSanice vzorca in pufra odpipetirali v vdolbmic
agaroznega gela. Elektroforeza je potekala pritagpeB0 V in je trajala okoli 60 minut.
Po elektroforezi smo gel slikali z UV transilumiogem Gel Doc (Biorad). Kontrast slik
smo prilagodili s programsko opremo Quantity One2\8! (Biorad). Rezultati analize
kakovosti celokupne RNA v vzorcih so predstavljempirilogi F.

3.2.2.5.3 Obratni prepis RNA molekule v molekulad\o®

Encim reverzna transkriptaza v meSaniSuperScript® katalizira prepis enoverizne
molekule RNA v komplementarno molekulo cDNA. Nantgin sintetiziramo bolj stabilno
molekulo cDNA (v primerjavi s nestabilno in lahkazgradljivo molekulo RNA), ki jo
lahko potemtakem uporabimo za metodo PQR-AReverzni prepis smo izvedli s
komercialnim kompletom SuperScript® VILO™ cDNA Skasis, ki vsebuje meSanico za
sintezo prve verige molekule cDNA. Za prepis smiprpwili 20 uL reakcijske meSanice,
ki je vsebovala 4L 5x reakcijske meSanice VILO™ in 2 10x encimske meSanice
SuperScript®. Volumen dodajanja celokupne RNA jeolvisen od koncentracije RNA.
Ta je bila normirana in z rédvami v ddH20 naravnana na koo koncentracijo 50 mg/L
RNA v reakcijski meSanici. Reakcijske meSanice gmpravili v mikrocentrifugirkah in
jih inkubirali v aparaturi za PCR pod naslednjinoigpji: 10 minut pri sobni temperaturi,
60 minut pri 42 °C in 5 minut pri 85 °C. Po prepismo cDNA vzorce shranili pri
temperaturi -20 °C.

3.2.2.5.4 Konstrukcija zatnih oligonukleotidov

V poskusih smo spremljali izrazanje dath genovFDC1, PAD1, KKD, VPR. Njihovo
izrazanje je bilo normalizirano glede na hiSne g&ad1 (Kreuzer in sod., 1999), 18S
rRNA (Paule in White, 2000) imEF1 (Nardi in sod., 2010) za obe vrsti kvasovk posebej
Zacetne oligonukleotide smo konstruirali Zuaalniskim programom Primer 3 (Rozen in
Skaletsky, 2000). V programu smo v analizno okewcesli celotne oligonukleotidne
sekvence t&nih ali hiSnih genov. Pri @atovanju zaetnih oligonukleotidov nismo
spreminjali nastavitev, ki so bile ze vnaprej pag@ine v programski opremi. Te so bile
naslednje:

* Optimalna dolzina: med 18 in 27 z optimumom prin2&leotidih
* Delez nukleotidov G in C: med 20 in 80 % z optimumpri 50 %
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* Tpoligonukleotidnih z&etnikov: med 57 in 63 z optimumom pri 60 °C
* DolZina pomnozka (amplikona): od 100 do 150 bp

3.2.2.5.5 Relativne standardne krivulje z&narin hiSne gene kvasok cerevisiae in D.
bruxellensis

Relativne standardne krivulje smo izdelali za vgak z namenom lazje kvantifikacije
specifchega pomnozka znotraj cDNA vzorca. Za izdelavo Wjev smo serijsko reuli
enega od cDNA vzorcev kvasovEecerevisiae ali D. bruxellensis. V treh paralelkah smo
pripravili naslednje 5-kratne r&itve: 0,2; 0,04; 0,008; 0,0016. Pri tem smo vzaBdA
rediili z ddH20. Reditveno krivuljo smo narisali na grafu, kjer smo»nas postavili logy
vrednosti tatnega zaporedja, na y os pa@ednosti. Na podlagi rédvene krivulje smo
dolccili  koncentracijo cDNA vzorca. Najbolj optimalnakcentracija je bila definirana
znotraj tistega intervala, v katerem je linearnayldja kazala naklon blizu -3,3. Znotraj
tega intervala je dinkovitost pomnoZevanja nekje med 90 % in 105 %,dameni, da se
takrat vsaka kopija gena pomnozi ¥ro dve novi kopiji. W@inkovitost pomnozevanja (E)
lahko izr&unamo iz naklona krivulje (S), in sicer po nasleéngibi:

E=10"%-1 (17)

Relativhe standardne krivulje za vse obravnavane gbeh vrst kvasovk so predstavljene
v prilogah od C1 do C10.

3.2.2.5.6 Priprava reakcijskih me3anic za anal@&RC

Metoda PCR v realneiasu meri produkt v eksponentni fazi, ko je pomnabgy DNA Se
ucinkovito. Meritve pomnozka so sorazmerne s &ob cDNA (Higuchi in sod., 1993),
zato nam metoda omogm kvantifikacijo cDNA molekul znotraj dotenega bioloSkega
vzorca. Pomnozke smo merili s pofjooflorescernih barvil (Valasek in Repa, 2005), ki
se vsaki znova vgradijo v na novo pomnoZene &ijege molekule cDNA. Vgradnja
barvila je mogoa le ob procesu podvojevanja cDNA verige. Poglemiinam v primerjavi
z gelsko elektroforezo, omo¢m bistveno natamejSo detekcijo pomnoZenih produktov.

PCR-RC reakcije smo izvedli v optihih plo&icah z 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico
smo odpipetirali 1QuL meSanice SyBR GreenER (universalyill zacetnega (do katne
koncentracije 50 nM) in kL konénega oligonukleotida (do kéne koncentracije 50 nM),
0,4 uL pasivnega referénega barvila ROX in 2L ustrezno retene vzotne cDNA. V
vsako reakcijo smo do kénega volumna 2QL dodali Se vodo brez nukleaz (Fermentas).
Morebitno okuzbo reakcijske meSanice smo previetdo, da smo v tri vdolbinice namesto
cDNA vzorca dodali vodo brez nukleaz (Fermentas).

Po pipetiranju in pripravi reakcij smo oftio plogico zatesnili z optino adhezivno folijo
(ABI PRISM Optical Adhesive Covers, Applied Biosgsts) in celotno pl@sco na hitro
centrifugirali (800x g za 0,5 min). PCRERpomnozevanje je potekalo na aparaturi ABI
PRISM™ 7500 Sequence Detection System (AppliedyBiesns).
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PomnoZevanije je potekalo pod naslednjim temperadtaaovnim programom:
e 50 °C, 2 minuti
e 95°C, 2 minuti
* 40 obratov: 95 °C, 15 sekund
60 °C, 1 minuta

Na koncu smo na aparaturi ABI PRISM™ 7500 izvedlidgnaturacijo s temperaturnim
intervalom od 60 °C do 95 °C, ptiemer se je za vsak pomnozek posebej izrisala
denaturacijska krivulja.

3.2.2.5.7 Analiza rezultatov pridobljenih z metdoR-RC

Takoj po analizi PCR-R je sledila avtomatna analiza surovih podatkovpsogramsko
opremo SDS 2.3 (Applied Biosystems). Program jerftscetini signal izr&unal kot:

Rn'...emisija fluorescence produkta
Rn ...emisija referetnega barvila ROX

ARNn=Rn"-Rn~ (18)

Izratunane fluoresceme signale ARn) je program predstavil v odvisnosti od Stevila
ciklov PCR reakcij v tako imenovanem grafu pomna@iga. Graf pomnozevanja je
sestavljen prd iz bazne linije (fluorescenca pomnozka ne presagasignala ozadja),
drugk iz eksponentne faze (intenziteta fluorescencealfime nara®) in tretjt iz plato faze
(fluorescenca doseze zgornji plato). Dodatno progra eksponentni fazi avtomeatio
dolcci prag izrazanja fluorescentnega signala. Po izz@unozevanja je program za vsako
posamezno reakcijo PCR pomnoZevanja &blorrednost G (AngleSko: »cycle
threshold«). Ta vrednost je definirana kot Stewikiov PCR pomnozevanja dalenega
pomnoZzka, ki so potrebni za dosego definiraneggapflaorescetnega signala (Wilhelm
in Pingoud, 2003).

Stopnjo izrazanja t&nih genov je potrebno korigirati glede na izrazahignih genov
(Vandesompele in sod., 2002). V naSih poskusih senodlgili za normalizacijo glede na
tri gene, ki se v poskusih najpogosteje uporabkajoreferedni oziroma hisni geni. To so
elongacijski faktor (Teflp), aktin (Actlp) in 18RMA. Izrazanje hiSnih genov smo
posebej spremljali pri kvasovkah cerevisiae in D. bruxellensis. 1zrazanje tamnih genov
in normalizacijo izrazanja teh genov glede na higeee smo izvedli z éanalnisSkim
programom RESY (anglesko »relative expression software tool«ydkia razvili Pfaffl in
sod. (2002). Uporabljeni program je sposoben namnali izrazanje tamih genov glede
na izrazanje wgega Stevila hisnih genov.

Po naslednji eri program izrauna povpréno absolutno koncentracijo za vsak gen
posebej:

KonC — efe ktivnOSt (povp(kontrol) -povp(vzorcev)) (19)

‘gena
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Konc. gena = Ct 20]

hisgend
Program izréuna izraZzanje ténega gena glede na izrazanje vseh hisnih genovi.hRra
tem upoSteva geomaetno povpréje koncentracij vseh obravnavanih genovcfieaga gena
in vseh hisnih genov):

Konc. i, ena (21)
Geo.povp(KoNnc. g enq s KONC. 1isenzp )

Izrazanje, yen, =

Z upoStevanjem izrazanja hiSnih genov nam programogma, da se lahko izognemo
morebitnim razlikam v izrazanju tarih genov, ki lahko nastanejo zaradi razlik v psace
izolacije RNA, zaradi razlik v obratnem prepisu@NA in zaradi razlik v pomnoZzevanju
cDNA molekule. Za hiSne gene so bili izbrani tisanskripti za katere velja, da imajo
stabilno izrazanje ne glede na bioloski vzorectadig poskusa, iz katerega so izolirani
(Vandesompele in sod., 2002).
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4 REZULTATI

V poglavju so opisani rezultati, ki smo jih pridblpri eksperimentalnem delu. Rezultati
so razdeljeni na dva sklopa glede na dve raziskovaipotezi, in sicer na vpliv
membransko l&enih fermentacij na sintezo in akumulacijo aromi&itsinovi ter na vpliv
prekurzorskin molekul, etanola in razlih sevov kvasovkeé. bruxellensis na sintezo
hlapnih fenolov med meSanimi fermentacijami.

4.1 VPLIV KVASOVKE D. bruxellensis NA METABOLIZEM KVASOVKE S.
cerevisiae IN NA KONCNO AROMO VINA V MEMBRANSKO LOCENIH
KULTURAH

V prvem delu so predstavljeni rezultati vpliva keeke D. bruxellensis na rast, na
absolutno spremembo v gostoti mostana metabolizem aromatskih snovi kvasovie
cerevisiae. Testne fermentacije z meSanima kulturama teh dwedh kvasovk smo
inokulirali v membranske bioreaktorje v obliki¢enih kultur. Nadalje smo predstavili
rezultate vpliva membransko ¢lenih kultur na nastanek celotnega aromatskegalgrofi
vina in na izrazanje genoma kvasoeerevis ae.

4.1.1 PreskuSanje membranskega bioreaktorja

Membranski bioreaktor, ki smo ga uporabili za mesnisko I@ene in ciste kulture
kvasovk D. bruxellensis in S cerevisiae je predstavljen na sliki 3. Slika 5 prikazuje
rezultate fermentacijske kinetik@stih kultur kvasovkS cerevisiae in D. bruxellensis
inokuliranih v dol@eno stran znotraj membranskega bioreaktorja, vejavi s kinetiko
membransko I&enih kultur kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis (simulacija meSane
fermentacije, prtemer sta obe vrsti kvasovk med sebojcfini loceni z membrano), ki so
bile prav tako izvedene v membranskih bioreaktorjthprimeru membransko ¢enih
kultur smo eno stran membrane inokulirali s kvago® cerevisiae drugo stran pa s
kvasovkoD. bruxellensis.

Da bi preverili uporabnost in primernosti membrahskbioreaktorjev za izvajanje
fermentacij isto in meSano kulturo, smo biosintezo etanolaiegtila, glukoze, fruktoze
in hlapnih fenolov v membranskih bioreaktorjih perali z njihovo proizvodnjo v
fermentacijah izvedenih v posameznih 250 mL erlgan@h. Fermentacije, ki smo jih
izvedli v erlenmajericah z obema vrstama kvasovk pmimenovali meSane fermentacije,
saj sta bili obe vrsti kvasovk v teh fermentacijpbd seboj pomesSani v istem volumnu. V
primeru uporabe membranskih bioreaktorjev pa diabe vrsti I&eni z membrano, zato
smo te fermentacije poimenovali kot membranskethe fermentacije.

Kot je prikazano na sliki 5, fizha osamitev celic ni imela vpliva na splosSno
fermentacijsko kinetiko porabe glukoze in fruktozke nastajanja etanola ter glicerola.
Poleg tega je bila proizvodnja hlapnih fenolov 4;MFVG, 4-EF ali 4-EG v membranskih
bioreaktorjih podobna proizvodniji, ki je potekala280 mL erlenmajericah (slika 8). V
obeh primerih smo uporabili 50 mg/L ferulne in 5@/ kumarne kisline (skupaj 100
mg/L HCK). Na podlagi teh rezultatov smo se @dioza uporabo membranskega
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bioreaktorja za preevanje vpliva kvasovk®. bruxellensis na transkriptom kvasovka
cerevisiae in na aromatini profil fermentiranega vina.

__—— Medicinskaigla
_—— Gumijasti zamasek

s , Stirikotne PVC plastenke
Nalgene (250 mL) z izrezano
/ luknjo na sredini

Gumijasta tesnilka
na vsaki strani membrane

_— Celulozno-acetatna membrana
(cut-off 1,2 um)

+— Magnetno mesalo

Slika 3: Shematski prikaz membranskega bioreaktorjasestavljenega iz dveh predelov.
Figure 3: Schematic representation of the doubtepantment membrane system.

4.1.1.1 Rast kvasovk in fermentacijska kinetikaeanmbranskih bioreaktorjih in
erlenmajericah

Rastne krivulje kvasovk, absolutne spremembe vogostoSta, poraba sladkorjev in
tvorba alkoholov so ostali priblizno enaki takoarrhentacijah izvedenih v membranskih
bioreaktorjih (slika 4) kot v fermentacijah izvederv erlenmajericah (slika 7). To je
veljajo tako za meSane (oziroma za membranskenl® v primeru membranskega
biorekatorja) kot zaciste kulture obeh vrst kvasovk. V naslednjem odsiasso
predstavljeni skupni rezultati rastnih krivulj, ahgnih sprememb v gostoti mosta, porabe
sladkorjev in tvorbe alkoholov v membranskih bidtesjih in v erlenmajericah.

Kvasovkas. cerevisiae je v prisotnosti 100 mg/L HCK dosegla okoli 8,@l¢CFU/mL ne
glede na to ali je Slo za meSane (oziroma za memskeoalaene v primeru uporabe
membranskega biorekatorja) @lste kulture (slika 4, 7a in 7c). Enako je veljalali v
primeru merjenja kamih absolutnih sprememb v gostoti mosta (t.j. pfitd vrednost za
koncentracijo CQ ki se je sprostila iz sistema), gagmer so za oba tiaa inkubacije le te
znaSale okoli 83 g/L. Potemtakem prisotnost kvasoik bruxellensis v meSanih
fermentacijah ni vplivala na kinetiko rasti kvasek cerevisiae (slika 4b, 7a in 7c).
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V ¢cistih fermentacijah je rast kvasovke bruxellensis dosegla okoli 8,5 logCFU/mL, v
mesSanih fermentacijah (oziroma v membranskendt fermentacijah v primeru uporabe
membranskega biorekatorja) pa okoli 8,0:4U/mL (slika 4, 7b in 7c). Ne glede na
vrsto inkubacije smo opazili, da je bila rastnavidja kvasovkeD. bruxellensis v
eksponentni fazi za 0,5 lgFU/mL ve&ja v meSanih kulturah (oziroma v membransko
locenih kulturah v primeru uporabe membranskega baiogja) v primerjavi sCistimi
kulturami te kvasovke. Z drugimi besedami, njerst ja po 50 urah inkubacije v meSani
kulturi dosegla okoli 7,0 logCFU/mL, v¢isti kulturi pa okoli 6,5 loggCFU/mL. Faza rasti
kvasovkeD. bruxellensis je v ¢isti kulturi trajala kar 160 ur, prtemer je po koncu
inkubacije absolutna sprememba v gostoti moStaataakoli 20,0 g/L (slika 4a in 7b).

Ne glede na to ali smo fermentacije izvedli v meanmskih bioreaktorjin ali v
erlenmajericah so bile kinetike porabe fruktozejlimkoze ter kinetike produkcije etanola
in glicerola podobne (slika 5). V primeru meSandrzifoma membransko denih v
primeru uporabe membranskega biorekatorjaXisdth kultur kvasovkes. cerevisiae je po
150 urah inkubacije prislo do popolne porabe glakaz fruktoze. V¢istih kulturah s
kvasovkoD. bruxellensis, je po 200 urah inkubacije v gaji$ Se vedno ostalo 78 g/L
fruktoze in 85 g/L glukoze. Kama koncentracija etanola je v meSanih kulturahr¢oza v
membransko lgenih kulturah v primeru uporabe membranskega baicgja) dosegla 96,5
g/L, v cistih kulturah kvasovkes cerevisiae 93,6 g/L in v¢istih kulturah kvasovkeD.
bruxellensis 18,9 g/L. Kvasovka. bruxellensis v ¢isti kulturi ni proizvajala glicerola. V
¢isti kulturi kvasovkeS. cerevisiae je po koncu inkubacije nastalo 7,2 g/L glicerola,
meSani fermentaciji (oziroma v membranska@eln fermentaciji v primeru uporabe
membranskega biorekatorja) pa 6,5 g/L glicerola.bbaakazali ali je sev ZIM 7010
bruxellensis) v resnici sposoben privzemati glicerol, ki gavjemeSanih fermentacijah
akumulirala kvasovkés. cerevisiae, smo ta sev inokulirali v minimalno gajis, ki je
vsebovalo glicerol kot edini vir ogljika. Rezultad pokazali, da je sev ZIM 701 po 241
urah inkubacije Wisti kulturi porabil 0,85 g/L glicerola (slika 6).
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Slika 4: Absolutna sprememba gostote moStaApusaod) (A) in rastna krivulja (B) kvasovk S. cerevisiae

(m, 11) in D. bruxellensis (a4, 4) v ¢&istih fermentacijah (odprti simboli) in v fermentacijah lo¢enih z
membrano (polni simboli). Tako ¢iste kot z membrano I@&ene fermentacije smo izvedli v membranskih
bioreaktorjih. Vse fermentacije so bile izvedene wmetnem mostu MS300 dopolnjenem s 100 mg/L
HCK.

Figure 4: Absolute change in must densityp(lssod) (A) and the growth curve (B) & cerevisiae (m, L))
and D. bruxellensis (a, 2) pure (open symbols) and membrane-separdfildd symbols) culture
fermentations performed in double-compartment mamérsystems. All fermentations were performed in
synthetic must MS300 containing 100 mg/L of HCK.
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Slika 5: Fermentacijska kinetika fermentacij izvedenih v menbranskih bioreaktorjih (polni simboli) in

v 250 mL erlenmajericah (odprti simboli). Fermentadje, ki smo jih izvedli v erlenmajericah z obema
kvasovkamas. cerevisiae in D. bruxellensis smo poimenovali meSane fermentacije, tiste, ki pgmo jih
izvedli v membranskih bioreaktorjih pa smo poimenowali membransko Ioéene fermentacije. Simboli;
¢ista kultura kvasovke S. cerevisiae (@, O), ¢ista kultura kvasovke D. bruxellensis (a, 2) in meSane
kulture (oziroma z membrano laéene kulture v primeru uporabe membranskega biorekabrja) (e, <).

(A) Poraba glukoze, (B) poraba fruktoze, (C) proizednja etanola in (D) proizvodnja glicerola. Vse
fermentacije so bile izvedene v umetnem mostu MS3@®polnjenem s 100 mg/L HCK.

Figure 5: Comparing the fermentation kinetics ofrfentations performed in double-compartment mengran
systems (filled symbols) with those performed igular Erlenmeyer flasks (open symbols). Fermentatio
which were carried out in Erlenmeyer flasks withtbgeastsS. cerevisiae andD. bruxellensis were called
mixed fermentations, and the ones that were caoigdn membrane bioreactors were called membrane-
separated fermentations. Symbd@scerevisiae pure @, O), D. bruxellensis pure (&, 2) and mixed culture
fermentations (or membrane-separated culture fet@atiens in the case of using a membrane bioreatqr)
<). (A) Glucose utilization, (B) fructose utilizatip (C) ethanol production and (D) glycerol prodaotiAll
fermentations were performed in synthetic must MB&@ntaining 100 mg/L of HCK.
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Slika 6: Prevzem glicerola s kvasovkoD. bruxellensis. Cista kultura kvasovke D. bruxellensis
inokulirana v umetni most MS300, ki je vseboval 1@/L glicerola, ni pa vseboval glukoze in fruktoze.
Fermentacije so bile izvedene v 250 mL erlenmajer@. Podrobni opis poskusa se nahaja v
podpoglavju 3.2.2.4.

Figure 6: The utilization of glycerol by. bruxellensis. Pure culture of yeafd. bruxellensis inoculated into
an artificial must MS300, which was supplementethwviiO g/L of glycerol, but did not contain the sigja
glucose and fructose. Fermentations were carriédno250 mL Erlenmeyer flaskPetailed description of
the experiment is located in section 3.2.2.4.
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Slika 7: Rastna krivulja kvasovk (polni simboli) in absolutna sprememba v gostoti moStaApusazad)
(prazni simboli) po fermentacijah izvedenih v sintéiénem mostu MS300, ki je vseboval 100 mg/L
hidroksicimetovih kislin (m, L)), ali 100 mg/L vinilfenolov (a, 2): a) fermentacije s €¢isto kulturo
kvasovkeS. cerevisiae (neprekinjena érta), b) fermentacije séisto kulturo kvasovke D. bruxellensis 701
(prekinjena érta) in c) meSane fermentacije. Fermentacije so l@lizvedene v 250 mL erlenmajericah.
Figure 7: Yeast growth (filled symbols) and abselchange in must densitbjussod) (0pen symbols) after
fermentations performed in synthetic must MS30Q&@ioing 100 mg/L of hydroxycinnamic acidm (L)), or
100 mg/L of vinylphenols £, A): a) S. cerevisiae pure culture fermentations (solid line), D) bruxellensis
701 pure culture fermentations (dashed line), andnixed culture fermentations. Fermentations were
conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks.
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4.1.1.2 Produkcija hlapnih fenolov v membranskibr&aktorjih in erlenmajericah

Sinteza hlapnih fenolov je ostala priblizno enak&ot v fermentacijah izvedenih v
membranskih bioreaktorjih kot v fermentacijah izeeih v erlenmajericah (slika 8). To je
veljajo tako za meSane (oziroma za membranséeni® v primeru uporabe membranskega
biorekatorja) kotiste kulture obeh vrst kvasovk. V naslednjem odgataso predstavljeni
skupni rezultati produkcije hlapnih fenolov v membskih bioreaktorjih in v
erlenmajericah.

V cistinh fermentacijah, ki so vsebovale 100 mg/L HCK, kvasovkaS. cerevisiae
sintetizirala okoli 6,0 mg/L 4-VG in okoli 12,5 mg 4-VF (slika 8a in 8b). Nadalje je
kvasovkaD. bruxellensis v ¢istih kulturah popolnoma asimilirala HCK in jih pverila do
priblizno 48,0 mg/L 4-EG in do priblizno 49,0 mgdEF (slika 8c in 8d). Potemtakem je
bila pretvorba HCK v etilfenole skoraj 100 %. V tlmmentacijah ni priSlo do nastajanja
vinilfenolov. V meSanih fermentacijah (oziroma v m@ransko léenih fermentacijah v
primeru uporabe membranskega biorekatorja) je kxkas8. cerevisiae v prvih 70 urah (v
primeru inkubacije v erlenmajericah) ali 90 urahpffmeru inkubacije v membranskih
bioreaktorjih) akumulirala okoli 6,5 mg/L 4-VG irkoli 17,5 mg/L 4-VF (slika 8a in 8b).
V primerjavi scistimi fermentacijami je potemtakem priSlo do podetkoréne sinteze 4-
VG, produkcija 4-VF pa je narasla za Sr@/L. Po 70 ali 90 urah inkubacije v meSanih
fermentacijah (oziroma v membranskoc¢daih fermentacijah v primeru uporabe
membranskega biorekatorja) je kvasovka bruxellensis popolnoma asimilirala vse
vinilfenole (slika 8a in 8b). Za oba sistema inkcip&a je proti koncu teh fermentacij
nastalo okoli 35 mg/L 4-EG in priblizno enako 4-Esfika 8c in 8d).Ce to biosintezo
etilfenolov primerjamo z njihovo biosintezo distih kulturah kvasovkeD. bruxellensis
ugotovimo, da je bila produkcija etilfenolov v mag@membransko kenih fermentacijah
(35 mg/L 4-EG in okoli 35 mg/L 4-EF) za 30 % niXjgrimerjavi z njihovo produkcijo v
cistih kulturah kvasovk®. bruxellensis (48,0 mg/L 4-EG in 49,0 mg/L 4-EF)
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Slika 8: Kinetika produkcije hlapnih fenolov v membranskem bioreaktorju (polni simboli) in v 250 mL
erlenmajericah (odprti simboli). Fermentacije, ki smo jih izvedli v erlenmajericah z obema
kvasovkamas. cerevisiae in D. bruxellensis smo poimenovali meSane fermentacije, tiste, ki pgmo jih
izvedli v membranskih bioreaktorjih pa smo poimenowli membransko lotene fermentacije. Simboli:
¢ista kultura kvasovke S. cerevisiae (®, O), ¢ista kultura kvasovke D. bruxellensis (a, A) in me3ane
kulture (oziroma z membrano lofene kulture v primeru uporabe membranskega biorekadrja) (®, <).
Produkcija (A) 4-vinilfenola, (B) 4-vinilgvajakola, (C) 4-etilfenola in (D) 4-etilgvajakola. Vse
fermentacije so bile izvedene v umetnem mostu MS3@®polnjenem s 100 mg/L HCK.

Figure 8: Comparing volatile phenol production armhentations performed in double-compartment
membrane systems (filled symbols) with those peméat in regular Erlenmeyer flasks (open symbols).
Fermentations, which were carried out in Erlenmeflasks with both yeast$s. cerevisiae and D.
bruxellensis were called mixed fermentations, and the ones e carried out in membrane bioreactors
were called membrane-separated fermentations. Sgnaerevisiae pure @, O), D. bruxellensis pure (@,

A) and mixed culture fermentatiojer membrane-separated culture fermentations inctts® of using a
membrane bioreactor®( <). Production of (A) 4-vinylphenol, (B) 4-vinylgwusdol, (C) 4-ethylphenol and
(D) 4-ethylguaiacol. All fermentations were perf@unin synthetic must MS300 containing 100 mg/L of
HCK.

4.1.2 Transkriptomska analiza

Vzorce iz predela membranskega bioreaktorja, vrkgte smo inokulirali kvasovk&.
cerevisiae, smo uporabili za ekstrakcijo RNA in za transkoipske analize. Vzoéili smo v
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Stirih ¢asovnih tgékah fermentacije in sicer v &tku fermentacije, v eksponentni fazi rasti
ter v zgodniji in v pozni stacionarni fazi rasti.

Ko smo primerjali fermentacije v membransk@dnih kulturah kvasovis. cerevisiae in

D. bruxellensis s fermentacijaméistih kultur kvasovkeS. cerevisiae, smo identificirali 77
transkriptov kvasovkeS. cerevisiae, katerim izrazanje se je paao v membransko
locenih kulturah za vsaj dvakrat (vsebovali so izrg&arvsaj dvakratno mejno vrednostjo;
glej prilogo D). Pri tem nismo odkrili nobenega rnséripta kvasovkeS cerevisiae,
katerega izrazanje je bilo v membranskeeluh kulturah zmanjSano za vsaj dvakrat. Od
77 pozitivno izraZzenih transkriptov se je osmimaianje povéalo na zéetku fermentacije
(po 22 urah), Stiridesetim v eksponentni fazi (@ouah), dvajsetim v zgodnji (po 144
urah) in Stiriintridesetim v pozni stacionarni faasti (po 187 urah). Le 22,1 % (17 ORF-
ov) transkriptov je kazalo povano izrazanje v vsaj dveh od Stidasovnih ték skozi
celotno fermentacijo.

Po hierarhini razvrstitvi, se je 77 transkriptov s péaaim izrazanjem prerazporedilo v 4
skupine, in sicer glede na njihov vzorec izrazaskazi 4 casovne téke fermentacije
(preglednica 32). V sliki 9 so prikazani povgme vzorci izrazanja vseh transkriptov
znotraj dol@ene skupine. Grafe povg@reh vzorcev izrazanja smo narisali v programskem
paketu Expander. Algoritem CLICK je v skupino lwvestil tiste gene, katerih izrazanje je
bilo najvetje v zaetku (po 22 urah) in v eksponentni fazi fermenta¢po 92 urah), po
eksponentni fazi pa je izrazanje strmo upadlo éKa in 9b). V skupino 2 so bili
razvr&eni tisti transkripti, katerih izrazanje je postap nara&alo do zgodnje stacionarne
faze rasti (po 144 urah), nato pa je ostalo komstdn konca pozne stacionarne faze (po
187 urah) (Slika 9c in 9d). V skupino 3 so biliveeni tisti transkripti, katerih izrazanje
je v eksponentni fazi fermentacije upadlo na ngniaven, od tam naprej pa je naad

do konca fermentacije (Slika 9e in 9f). V zadnjougiko 4 so bili razvi&ni tisti
transkripti, ki so se najntoeje izrazali v eksponentni in v zgodnji staciomaiawi
fermentacije (Slika 9g). V primeru membranskdeloih fermentacij so geni v skupini 4
kazali najveje izrazanje v z&etku fermentacije, to izrazanje pa je po 144 urdulbacije
stagniralo in doko¥no upadlo (Slika 9h).

V skupino 1 se je razvrstilo 36 ORF-ov, in sicerd paaslednje funkcijske ontologije:

nepoznani bioloSki proces, odziv na stres in presnproces lipidov (preglednica 32). V

skupino 2 se je razvrstilo 13 ORF-ov, in sicer pgodkcijske ontologije: nepoznani

bioloSki proces in caina delitev.V skupino 3 se je razvrstilo 18 ORF-ov, in sicedpo
funkcijske ontologije: nepoznani bioloSki procesniejoza. V zadnjo skupino 4 pa se je
razvrstilo 10 ORF-ov pod funkcijske ontologije: bioteza tiamina, nepoznani bioloski
proces in transmembranski transpémaliza genske ontologije je pokazala, da za kat 70
% (54 ORF-ov) pozitivno izrazenih transkriptov (#@nsktriptov) ni poznanih bioloSkih

funkcij in da so razveEni pod neznani bioloski proces.

Dodatno smo za vseh 77 transktriptov naredili @meglli se njihovo izrazanje paiao
tudi med odzivom kvasovk® cerevisiae na anaerobiozni stres (560 ORF-ov) (Lai in sod.,
2006), na osmotski stres spodbujen s sladkorji @B&-ov) (Erasmus in sod., 2003) in na
fermentacijski stres (224 ORF-ov) (Marks in sod)0®&). Rezultati tega pregleda so
predstavljeni v preglednici 32.
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Preglednica 32: Razporeditev pozitivho izraZzenih tanskriptov kvasovke S. cerevisiae v 4 skupine
Analiza genske ontologije je prikazana pod kategojo. Crke v nadpisu ozna&ujejo tiste transkripte,
katerih izraZanje se je pové&alo med odzivom kvasovkes. cerevisiae na” anaerobiozni stres (560 ORF-

ov) (Lai in sod., 2006), n& osmotski stres spodbujen s sladkorji (406 ORF-o\(Erasmus in sod., 2003)

in na © fermentacijski stres (224 ORF-ov) (Marks in sod.2008).

Table 32: Up-regulated transcripts of ye8stcerevisiae clustered into 4 clusters. Functional enrichment
analysis is depicted under category. Letters maikethe headings of transcript names present those
transcripts which were also up-regulated duringSheerevisiae response té anaerobiosis induced stress
(560 ORFs) (Lai et al., 2006) sugar induced osmotic stress response (406 OEFa3rfwus et al., 2003) and

¢ fermentation stress response (224 ORFs) (Marik,e2008).

Skupine

Kategorija

V kategoriji iz skupine

Skupina 1 (36 ORIBV);
Homogenost 0,877

Nepoznani bioloki proces
[G0O:0008150]

(p-vrednost 0,00021;

28 ORF-ov)

Odziv na stres
[GO:0006950]
(p-vrednost 0,00093;
16 ORF-ov)

Presnovni proces lipidov
[GO:0006629]
(p-vrednost of 0,00174;
4 ORF-i)

PAU1", PAU2", PAU3", PAUS?,
PAUT", PAU11%, PAU12Y, PAU14%,
PAU15%, PAU17", PAU21%, PAU22,
PAU23", PAU24", YLR282C,
YOR146W, YPRO92W, YLR366W,
YFLO12W-A, YBR209W, YJR038C,
YDR360W, YHLO45W, YNRO42W,
YPRO02C-A, YLR162W, YLR225C® in
YOLO014W

PAU1%, PAU2Y, PAU3®, PAUS",
PAUTA, PAU11%, PAU12%, PAU14%,
PAU15%, PAU17", PAU21%, PAU22,
PAU23", PAU24", CTT1® and
YLR225C®

PLB2*, 1ZH1, 1ZH4" in YSR3*

Skupina 2 (13 ORF-ov);
Homogenost 0,869

Nepoznani biolo3ki proces
[G0:0008150]

(p-vrednost 0,00084;

9 ORF-0v)

Celiéna delitev
[GO:0051301]
(p-vrednost 0,00925;
3 ORF-i)

FYV1, SPG4B, YHLOO5C, YGLO74C,
YJL150WF, YLRO31W, YNL120C,
YMR245W in YDR374C

SPR28, SHE1 in KCC4

»se nadaljuje«
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skupine «

Skupine

Kategorija

V kategoriji iz skupine

Skupina 3 (18 ORF-ov);
Homogenost 0,861

Nepoznani bioloki proces
[G0O:0008150]

(p-vrednost 0,00037;

15 ORF-ov)

Mejoza
[GO:0007126]
(p-vrednost of 0,00451;

CRP1, YALO34C-B, YMLO47W-A,
YKL202W, YPLO73C, YFLO019C,
YDL221W, YPR136C, YFLO32W,
YJL152W, YCL023C, YOLO035C,
YGL188C, YGR139Win YGL015C

IME2 in GMC2

2 ORF-a)
Skupina 4 (10 ORF-ov); Biosinteza tiamina THI5, THI11®, THI12, THI13in
Homogenost 0,854 [GO:0009228] THI22

(p-vrednost 0,00317;

5 ORF-ov)

Nepoznani bioloSki proces
[G0O:0008150]
(p-vrednost 0,00637;

2 ORF-a)

Transmembranski transport
[GO:0055085]

(p-vrednost 0,00883;

2 ORF-a)

YLR458W in YMR252C*¢

UGA4 in MUP1”
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Slika 9: Vzorec izrazanja transkriptov kvasovkeS. cerevisiae znotraj doloé¢ene skupine. Prikazani so
povpreéni vzorci izraZzanja za vse 4 skupine. Za doleno skupino sta prikazana dva povpré&na vzorca
izrazanja, in sicer za pogojecistih kultur s kvasovko S. cerevisiae (grafi A, C, E in G) in za pogoje
membransko lafenih kultur s kvasovkamaD. bruxellensisin S. cerevisiae (grafi B, D, F in H). Za lazjo
predstavitev so bila vsa absolutna izrazanja za doten gen za vse dasovne t@ke fermentacije hkrati
(vzorec izrazanja za dolden gen) normalizirana tako, da se je njihova skupngovpreéna vrednost
ujemala s Stevilom 0 (varianca je 1).

Figure 9: Gene expression pattern of transcriptgeaktS. cerevisiae within a defined cluster. The average
expression patterns for all four clusters are priesk For each cluster two average expressionrpatere
presented. One for pure cultures with yeasterevisiae (graphs A, C, E in G) and one for the membrane-
separated cultures of yeaSisbruxellensis andS. cerevisiae (graphs B, D, F in H). For ease of presentation
all the absolute expression values for a certairede all 4 time points of fermentation (expresspgaitern

for a certain gene) were normalized so that the#ral mean value was 0 (variance of 1).

4.1.3 Analiza aromatskih snovi

Preglednica 33 prikazujecimek membransko t@ne kulture na kopenje aromatskih
komponent po 187 urah inkubacije oziroma po koremeéntacije (v prilogah B1, B2 in
B3 so predstavljena vsa nakégmja aromatskin komponent po 22, 92 in 144 urah
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fermentacije). V primerjavi s fermentacijami¢sto kulturo kvasovkes. cerevisiae smo
ugotovili, da imajo membransko dene kulture s kvasovkam8&. cerevisiae in D.
bruxellensis statisttno znd&ilen vpliv na nastanek ¥ae aromatskih snovi. Aromatske
snovi, na katere membranskaiéme kulture niso imele stati&tio zn&ilnega vpliva, so
bile: etilvalerat (p < 0,02), etilheksanoat (p <6)Q, oktanojska kislina (p < 0,4),
dodekanojska kislina (p < 0,2), 2-feniletanol (p,8) in heksanol (p < 0,2).

Sinteza acetatnih estrov in visjih alkoholov se viginoma zmanjSala pod pogoji
membransko Igenih fermentacij. In sicer smo statisid signifikantno zmanjSanje pod
temi pogoji zabelezili za naslednje acetatne esm@amil-acetat (p < 0,001), izobutil-
acetat (p < 0,001), 2-fenil-etil-acetat (p < 0,QQ8ppilacetat (p < 0,003) in butilacetat (p <
0,007). Nadalje smo signifikantno zmanjSanje izinea naslednje visSje alkohole: izoamil-
alkohol (p < 0,002), izobutanol (p < 0,004) in 2tikg-butanol (p < 0,006). \Kistih
fermentacijah s kvasovkd. cerevisiae je v primerjavi z membransko denimi
fermentacijami nastalo najyézoamil-acetata (1198g/L) in izobutil-acetata (128g/L).

Za razliko od acetatnih estrov in visjih alkoholes je sinteza etilnih estrov in ndanih
kislin povetala pod pogoji membranskocknih fermentacij (preglednica 33). Statiat
signifikantno poveéanje smo opazili pri naslednjih etilnih estrih:l@tiamat (p < 0,001),
etil-fenil-acetat (p < 0,001), dietilsukcinat p <002, etil-izobutirat (p < 0,001), etil-
izovalerat (p < 0,001), etil-2-metil-butirat (p <001), etilbutirat (p < 0,02), etilpropionat
(p < 0,03), etiloktanoat (p < 0,002), etildekan@mk 0,002), etildodecanoat (p < 0,002) in
etilheptanoat (p < 0,04). Od nga®nih kislin pa smo signifikantno potenje opazili pri:
izovalerni kislini (p < 0,001), heksanojski kislifp < 0,009) in pri dekanojski kislini (p <
0,002). Od etilnih estrov se je v membranskeéetoh kulturah sintetiziralo naj¢eetil-
laktata (959Qug/L), dietilsucinata (671g/L), etil-izobutirata (107.g/L), etilbutirata (134
ug/L) in etiloktanoata (79,@g/L), od masobnih kislin pa najv&izovalerne (1,23 mg/L)
in heksanojske kisline (1,83 mg/L).
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Preglednica 33: Povpréne vrednosti in standardni odkloni hlapnih estrov,ma&obnih kislin (SCFA:
kratko verizne in MCFA: srednje verizne ma&obne kisline) in alkoholov, ki so se akumulirali v
sinteticnem mosStu po 187 urakistih in membransko loéenih fermentacij s kvasovkamaS. cerevisiae in
D. bruxellensis. Predstavljena je analiza variance za membranskaméeno proti ¢isti kulturi inokulirani

s kvasovkoS. cerevisiae. Anova p-vrednosti so predstavljene kot: *p-vrednost < 0,05, **p-vrednost <
0,01, *** p-vrednost < 0,001; meritve ozn&ene z »nd« so bile pod mejo detekcije; ANOVA-vrednosti
oznafene z »ns« niso bile statigtho znatilne.
Table 33: Mean values and standard deviations latil® esters, fatty acids (SCFA: short-chain anGmA:
medium-chain fatty acid) and alcohols accumulatedyinthetic must after 187 h & cerevisiae and D.
bruxellensis membrane-separated and pure culture fermentati@nalysis of variance for membrane-
separated versus cerevisiae pure culture fermentation is presented. Anpualues are presented asp+

value < 0,05; **p-value < 0,01; *** p-value < 0,001; measurements marked withd« were below
detection; anovp-values marked witbPns« were statistically not significant.

Aromatske snovi

Cista kultura s Cista kultura s
kvasovkoS.
cerevisiae

kvasovkoD.
bruxellensis

Fermentacija

\Y

membransko

loéeni
kulturi

ANOVA
Membransko
loéena kultura
proti ¢isti
kulturi
S. cerevisiae

Statistiéno znatilno povetana ali nespremenjena produkcija v membransko I&eni
proti ¢isti fermentaciji s kvasovkoS. cerevisiae

Etil estri (ng/L)

Etilcinamat 2,6+0,2 nd 55%0,2 i
Etil-fenil-acetat 1,1+£0,1 nd 8,2+0,5 *xx
Dietilsucinat 29+3 nd 67 +6 *x
Etil-laktat 8820 + 190 126 £3 9590 + 270 *
Etil estri SCFA

Etil-izobutirat 25+5 nd 107 £5 roxk
Etil-izovalerat 43+0,5 nd 21,6 +£0,9 *xx
Etil-2-metil-butirat 1,7+0,1 nd 3,7+0,2 rxk
Etilbutirat 1131 nd 1349 *
Etilpropionat 84+7 nd 98+1 *
Etilvalerat 2,1+0,2 nd 23+%0,1 ns
Etil estri MCFA

Etiloktanoat 453+3,6 47+3,1 79,6 45 *x
Etildekanoat 143+1,8 1,38 £ 0,05 23,6+0,2 *x
Etildodekanoat 23+0,1 nd 41+0,4 *x
Etilheptanoat 1,4+0,1 nd 1,8+0,2 *
Etilheksanoat 1157 nd 119+9 ns
Mas¢obne kisline (mg/L)

Izovalerna kislina 0,49 £ 0,04 0,43 +0,02 1,23.62 ok
Heksanojska kislina 15+0,1 0,35+ 0,02 1,83G30 **
Dekanojska kislina 0,14 £ 0,02 0,15+ 0,02 0,331 *x
Oktanojska kislina 0,56 + 0,04 0,25+ 0,02 0,53.81 ns
Dodekanojska kislina 0,055+ 0,008 nd 0,045 + 0,068s

»se nadaljuje «
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»nadaljevanje preglednice 33: Povfire vrednosti in standardni odkloni hlapnih estmmaZobnih kislin
(SCFA: kratko verizne in MCFA: srednje verizne g@ine kisline) in alkoholov, ki so se akumulirali v
sintetcnem moStu po 187 uratistih in membransko kenih fermentacij s kvasovkansacerevisiae in D.
bruxellensis«

. ANOVA
Fermentacija Membransko
Cista kultura s Cista kultura s \% lotena kultura
Aromatske snovi kvasovkoS. kvasovkoD. membransko roti st
cerevisiae bruxellensis loéeni P ;
. kulturi
kulturi ..
S. cerevisiae

Statistiéno znatilno zmanjSana ali nespremenjena produkcija v membansko Iateni
proti ¢isti fermentaciji s kvasovkoS. cerevisiae
Acetatni estri (ug/L)

Izoamil-acetat 1195+ 16 nd 793 + 27 rxk
Izobutil-acetat 128 +4 nd 59+6 Fkk
2-fenil-etil-acetat 202 +9 nd 131 +15 *x
Propilacetat 23,7+0,6 nd 20,8+0,3 *x
Butilacetat 35+0,1 nd 2,7+0,2 *x

Visji alkoholi (mg/L)

Izoamil-alkohol 348+ 7 1,29 £ 0,04 287 £ 11 **
Izobutanol 55+3 0,15+0,01 40,6 +1,6 *x
2-metil-1-butanol 10,85 + 0,09 0,11 +0,01 10,1,20 **
2-feniletanol 43 +3 0,28 + 0,08 41,4+1,2 ns
Heksanol 0,025+0,004 0,022 +0,007 0,029 = 0,004

4.2 VPLIV PREKURZORSKIH MOLEKUL, ETANOLA IN RAZLENIH SEVOV
KVASOVKE D. bruxellensis NA PROIZVODNJO HLAPNIH FENOLOV V MESANIH
FERMENTACIJAH S KVASOVKOS. cerevisiae

V tem tematskem sklopu so predstavljeni rezultpliva prekurzorskih molekul, etanola in
razlicnih sevov kvasovk®. bruxellensis na produkcijo hlapnih fenolov gistih in meSanih
kulturah kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis. Predstavili smo tudi rezultate izrazanja
genov ki kodirajo encime za sintezo hlapnih fenolov v loberstah kvasovk. Vse
fermentacije v tem tematskem sklopu so bile izvedeA50 mL erlenmajericah.

4.2.1 Vpliv prekurzorskih molekul v meSanih fermenacijah

Ugotovili smo, da je v meSanih tistih fermentacijah zamenjava 100 mg/L HCK z enako
koncentracijo vinilfenolov vplivala na precejSnjmanjSanje rasti (za 1,0 lgffFU/mL)
kvasovkeS. cerevisiae (sliki 7a in 7c). Po 214 urah je njena rast upatdasamo 6,5
log:0CFU/mL. Dodatno smo opazili, da je prisotnost ¥emblov povzrgila skrajSanje
eksponentne faze rasti kvasouBebruxellensis 701. Vseeno pa je po 160 urah inkubacije
rast kvasovkeD. bruxellensis ponovno dosegla podobno raven &l gostote kot v
goji&u, ki je vsebovalo HCK (sliki 7b in 7c). Na sploSseo vinilfenoli negativno vplivali
na absolutno spremembo v gostoti mosta, in sicergameru kvasovké. cerevisiae po

75 urah inkubacije absolutna sprememba znaSalaOlgy/B v primeru kvasovkeD.
bruxellensis pa po 150 urah le 5,1 g/L. Torgje primerjamo te vrednosti absolutnih
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sprememb z vrednostmi v prisotnosti HCK, so seniargSale za 18,76 g/L v primeru
kvasovkeS. cerevisiaein za 6,73 g/L v primeru kvasovik® bruxellensis (sliki 7a in 7b)

V cistih kulturah kvasovké&. cerevisiae v 250 mL erlemajericah, pri katerih smo 100 mg/L
HCK zamenjali s 100 mg/L vinilfenolov, je koncerdija eksterno dodanih vinilfenolov
ostala skoraj nespremenjena do konca inkubacijgeite rahlo upadla (slika 10a).
KvasovkaD. bruxellensis 701 je véistih fermentacijah asimilirala vse eksterno dodane
vinilfenole, pri¢cemer je proizvedla 32,2 mg/L 4-EG in 32,8 mg/L 4{BB % pretvorba v
etilfenole) (slika 10c in 10d). Zanimivo je, da eganih fermentacijah ni prislo do popolne
asimilacije eksterno dodanih vinilfenolov, ptemer je po 214 urah fermentacije v
fermentacijskem mediju Se vedno ostalo 31,8 mghtGlin 39,2 mg/L 4-VF. Poleg tega
se je biosintetiziralo le 8,2 mg/L 4-EG in 0,8 mgEP (slika 10f).

Izrazanje genov za fermentacije, ki so potekale risomosti 100 mg/L HCK, je
predstavljeno v sliki 11. V primerjavi @stimi kulturami je bilo izrazanje gendKD in
VPR kvasovkeD. bruxellensis znizano v meSanih fermentacijah, emer je bila vrednost
izrazanja gen&KD 0,80-kratna in vrednost izrazanja geviaR 0,69-kratna (slika 11).
Izrazanje genov kvasovke cerevisiae je v meSanih fermentacijah ostalo konstantno, in
sicer 1,04-kratno za géPAD1 in 0,97-kratno za gen za gedC1.

V primerjavi s fermentacijami izvedenimi s HCK, p& eksterno dodani vinilfenoli
poveali izrazanje gen&KD in VPR kvasovkeD. bruxellensis tako v ¢istih (2,97-kratno
za genKKD in 2,27-kratno za geWPR) kot v meSanih kulturah (1,79-kratno za ¢&RD
in 1,42-kratno za ge¥PR) (slika 15a). V nasprotju s tem, pa so ekstermdadovinilfenoli
znizali izrazanje geno¥AD1 in FDC1 kvasovkeS. cerevisiae, in sicer tako v meSanih
(0,69-kratno za geRADL1 in 0,57-kratno za geRDC1) kot v ¢istih kulturah (0,64-kratno
za genPAD1 in 0,62-kratno za gelRDC1) (slika 15a).
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Slika 10: Proizvodnja hlapnih fenolov v sintettnem mostu MS300 dopolnjenem z bodisi 100 mg/L
hidroksicimetovih kislin (polni simboli) ali 100 mg/L vinilfenolov (prazni simboli): a) in b)
fermentacija s ¢isto kulturo kvasovke S. cerevisiae, ¢) in d) fermentacija s¢isto kulturo kvasovke D.
bruxellensis 701 in e) in f) meSana fermentacija. Simboli: 4-vilgvajakol (®, L) in 4-vinilfenol (4, 2)
sta predstavljena v grafih a), c) in e), in 4-etilgajakol (®, O) in 4-etilfenol (¢, <) v grafih b), d) in f).
Fermentacije so bile izvedene v 250 mL erlenmajeréd.

Figure 10: Volatile phenol production in synthetrmist MS300 supplemented with either 100 mg/L of
hydroxycinnamic acids (filled symbols) or 100 mgy/t.vinylphenols (open symbols): a) and®)xerevisiae
pure culture fermentation, c) and B) bruxellensis 701 pure culture fermentation, aedl and f) mixed
culture fermentation. Symbols: production of 4-Vgquaiacol @, L) and 4-vinylphenol £, &) is presented
in graphs a), ¢) and e) and production of 4-ethgiacol @, O) and 4-ethylphenol«, <) in graphs b), d) and
f). Fermentations were conducted in 250 mL Erlenendhasks.
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Slika 11: Relativna raven izrazenosti genoWPAD1, FDC1, KKD in VPR kvasovk S. cerevisiae (beli
stolpci) in D. bruxellensis (sivi stolpci) po 50 urah fermentacije v umetnem mStu dopolnjenem s 100
mg/L HCK. IzraZzenost je bila izra¢unana tako, da smo kot kontrole uporabili¢iste kulture kot testne
vzorce pa smo uporabili meSane fermentacije¢é je relativna raven izrazenosti 1, pomeni konstanb
izrazanje gena,e pa je 2 pa pomeni pov&nje izraZzanja gena v mesSani fermentaciji).

Figure 11: Relative expression levels of geR&®1, FDC1, KKD andVPR in yeastsS. cerevisiae (white
bars) andD. bruxellensis (gray bars) after 50 h of fermentation in mediwpmemented with 100 mg/L of
HCK. Fold change was calculated using pure cultasesontrols and mixed cultures as test sample&gije
expression level 1, means constant expressioneaetl2 means up-regulation in the mixed culture).
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4.2.2 Vpliv etanola v meSanih fermentacijah

V sintetcnem mostu MS300, ki je vseboval 20 mg/L HCK, s@sjojote se koncentracije
etanola iz 2,5 do 10 %, postopno zmanjSevale nagbsolutno spremembo gostote mosta
tako pri kvasovkiS. cerevisiae kot tudi pri kvasovkiD. bruxellensis 701 (slika 12). Pri
2,5 % koncentraciji je bila c€lna gostota kvasovk8. cerevisiae za 0,8 logoCFU/mL
nizja v primerjavi s cetino gostoto pridobljeno v kontrolnem mostu MS300 (R6/L
HCK, 0 % etanola). Dodatno se je njenadsi gostota tako v meSanih kastih kulturah

pri 5 % koncentraciji etanola zmanjSala za 1,3J6&§U/mL in pri 10 % koncentraciji za
1,7 logoCFU/mL. Pri 10 % koncentraciji alkohola smo opa2 urno lag fazo kvasovke
S cerevisiae (slika 12).

V meSanih fermentacijah, ki so vsebovale 2,5 &b Btanola, smo proti koncu inkubacije
opazili ustaljeno upadanje rasti kvasovke bruxellensis 701, in sicer do kaime
koncentracije 6,7 logCFU/mL (slika 12). Za razliko od meSanih fermentae je njena
rast v¢istih kulturah in v prisotnosti 2,5 ali 5 % etan@astopoma povevala do konca
inkubacije (slika 12). Na splosno jeiistih kulturah 5 % etanol (v primerjavi s kontroimi
mostom) zmanjSal céo gostoto kvasovkB. bruxellensis za 0,8 logo«CFU/mL. Pri 10 %
etanolu smo opazili 160 urno lag fazo (slika 12).

V kontrolnem moStu inokuliranem &sto kulturo kvasovkeS. cerevisiae smo opazili
13,8 % pretvorbo ferulne kisline v 4-VG (1,4 mgih)48,1 % pretvorb@-kumarne kisline

v 4-VF (4,8 mg/L) (slika 13 in 14). V prisotnosti®2% etanola je priSlo do potenja
proizvodnje 4-VG (2,5 mg/L) in 4-VF (6,0 mg/L), sicer v obeh primerih za 12,0 %. Pri
5 % koncentraciji etanola je bila pretvorba v 4-KRlo zakasnjena, proizvodnja 4-VG pa
je bila za 5,3 % viSja v primerjavi s kontrolnim &tom. 10 % koncentracija etanola je
mocno zavrla produkcijo 4-VF, ptiemer se ga je po 220 urah fermentacije sintet@iel
1,9 mg/L. M@no zavrtje pri tej koncentraciji etanola smo opaumitli v primeru 4-VG, pri
c¢emer se ga je po 125 urah sintetiziralo le 0,69.mg/

V fermentacijah <isto kulturo kvasovkeD. bruxellensis, ki so vsebovale 2,5 ali 5 %
etanol, ni priSlo do nakogenja vinilfenolov. Za razliko od tega jecistih kulturah 10 %
etanol povzrail rahlo akumulacijo 4-VF do koncentracije 1,0 mdAlika 14). Vseeno pa
pri tej koncentraciji etanola ni priSlo do signdiktnega nakopenja 4-VG (slika 13).
Zanimivo je, da je 2,5 % koncentracija etanol gladed % koncentracijo etanola vplivala
na pospesitev proizvodnje etilfenolov, in sicerrimeru 4-EG za 36 ur in v primeru 4-EF
za 19 h (slika 13 in 14). V nasprotju z 2,5 % korncacijo je 5 % etanol vplival na
zakasnitev proizvodnje etilfenolov, in sicer za & ur v primeru 4-EG in za 21 ur v
primeru 4-EF. 10 % etanol je o zmanjSal biosintezo etilfenolov, @emer je nastalo
samo 0,3 mg/L 4-EG, produkcija 4-EF pa je bila gopma zavrta.

V mesanih fermentacijah nismo opazili, da bi 2,5 éanol kakor koli vplival na
proizvodnjo vinilfenolov (slika 13 in 14). Pri 5 %tanolu je bilo kogienje 4-VF
zakasnjeno za 20 ur. Koncentracija 4-VF je po 12 unkubacije dosegla 2,9 mg/L, nato
pa je zé&ela upadati zaradi privzema s strani kvasobkdruxellensis 701. Podobno kot
pri ¢istih fermentacijah s kvasovkaracerevisiae in D. bruxellensis 701, je 10 % alkohol
vplival na p@&asno poveéevanje v nakogenju vinilfenolov, pricemer se je na koncu
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inkubacije nakogilo 0,7 mg/L 4-VG in 2,1 mg/L 4-VF. V primerjavi &ontrolnim
mosStom so nizke koncentracije etanola spodbuddeykcijo etilfenolov. Dodatek 2,5 %
alkohola je povéal proizvodnjo 4-EG za 16.2 % in 4-EF za 7,5% ¢slii3 in 14). Nadalje
je vnos 5 % etanola vplival na p@amje proizvodnje 4-EG za dodatnih 11,4 % (v celati
27,6 %) in 4-EF za dodatnih 9,7 % (v celoti za 1%R V meSanih fermentacijah, ki so
vsebovale 10 % koncentracijo etanola, nismo opambenega nastanka etilfenolov do
konca inkubacije.

Ker je dodatek 2,5 % etanola pdae proizvodnjo hlapnih fenolov ¥istih in meSanih
kulturah, smo se odidi, da bomo to koncentracijo etanola uporabili peuwevanje
izrazanja genov kvasov cerevisiae in D. bruxellensis 701. V primerjavi s kontrolnim
mostom je 2,5 % etanol spodbudil izrazanje geK® kvasovkeD. bruxellensis. To se je
zgodilo tako v meSanih kulturah (2,01-krat) kotistih kulturah te kvasovke (2,71-krat)
(slika 15b). Nadalje smo ugotovili, da 2,5 % etanolstatisttno zn&ilno vplival na
izrazanje gena/PR kvasovkeD. bruxellensis in na izrazanje genRAD1 kvasovkeS.
cerevisiae. Za konec smo opazili, da je bilo izrazanje geBeCE kvasovkeS. cerevisiae
rahlo zmanjSano v prisotnosti 2,5 % etanola. Teej@lo tako z&iste kulture te kvasovke
(0,79-kratno) kot za meSane kulture (0,83-kratno).
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Slika 12: Vpliv etanola na rastno krivuljo kvasovk(polni simboli) in na absolutno spremembo v gostoti
mosta (Mpwmsszod) (prazni simboli): a) fermentacije s €isto kulturo kvasovke S. cerevisiae (modri
simboli), b) fermentacije séisto kulturo kvasovke D. bruxellensis 701 (prekinjenaérta s érnimi simboli)
in ¢c) meSane fermentacije. Sintefni most MS300 je vseboval 20 mg/L hidroksicimetovihkislin.
Fermentacije so bile izvedene v 250 mL erlenmajeréd.
Figure 12: Effect of ethanol on yeast growth (fillsymbols) and on the absolute change in must tyensi
(IApmszod) (open symbols): &. cerevisiae pure culture fermentations (blue symbols)Dh)ruxellensis 701
pure culture fermentations (black symbols with @akline), and ¢) mixed culture fermentations. Sgtith
must MS300 was supplemented with 20 mg/L of hydeaxyamic acids. Fermentations were conducted in
250 mL Erlenmeyer flasks.
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Slika 13: Vpliv etanola na proizvodnjo 4-vinilgvajekola (polni simboli) in 4-etilgvajakola (prazni
simboli) v sintetiénem mosStu MS300 dopolnjenem z 20 mg/L hidroksicimetih kislin: a) in b)
fermentacije s¢isto kulturo kvasovke S. cerevisiag, ¢) in d) fermentacije séisto kulturo kvasovke D.
bruxellensis 701 in e) in f) meSane fermentacije. Fermentacijeso bile izvedene v 250 mL
erlenmajericah.

Figure 13: Effect of ethanol on the production efidylguaiacol (filled symbols) and 4-ethylguaiadoben
symbols) in synthetic must MS300 supplemented &ibhmg/L of hydroxycinnamic acids: a) and 8)
cerevisiae pure culture fermentations, ¢) andi)bruxellensis 701 pure culture fermentations, and e) and f)
mixed culture fermentations. Fermentations weredooted in 250 mL Erlenmayer flasks.
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Legenda:

- 0% koncentracija etanola (kvardat)(m. 0)

- 2.5 % koncentracija etanola (trikotnik)(a. &)
- 5% koncentracija etanola (krog)(e, 0)

- 10 % koncentracija etanola (diamant)(+. ©)

Slika 14: Vpliv etanola na proizvodnjo 4-vinilfenok (polni simboli) in 4-etilfenola (prazni simboli) v
sinteticnem moStu MS300 dopolnjenem z 20 mg/L hidroksicimevih kislin: a) in b) fermentacije s
disto kulturo kvasovke S. cerevisiae, c) in d) fermentacije s€isto kulturo kvasovke D. bruxellensis 701 in

e) in f) meSane fermentacije. Fermentacije so biievedene v 250 mL erlenmajericah.

Figure 14: Effect of ethanol on the production efidylphenol (filled symbols) and 4-ethylphenol ép
symbols) in synthetic must MS300 supplemented Ribhmg/L of hydroxycinnamic acids: a) and 8)
cerevisiae pure culture fermentations, ¢) andi)bruxellensis 701 pure culture fermentations, and e) and f)
mixed culture fermentations. Fermentations weralgoted in 250 mL Erlenmeyer flasks.
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Slika 15: Relativna raven izrazenosti genoWPAD1, FDC1, KKD in VPR kvasovk S. cerevisiae (beli
stolpci) in D. bruxellensis (sivi stolpci) po 50 urah fermentacije: a) zamenjaa 100 mg/L HCK s 100
mg/L vinilfenolov v meSanih in¢istih kulturah. Izrazenost je bila izra¢unana tako, da smo kot kontrole
uporabili fermentacije dopolnjene s HCK, kot testnevzorce pa smo uporabili fermentacije dopolnjene

z vinilfenoli; b) Dodajanje etanola v umetni most M5300, ki je vseboval 20 mg/L HCK. Kontrolni
vzorci niso vsebovali etanola, testni vzorci pa daili dopolnjeni z 2,5% etanola.

Figure 15: Relative expression levels of geRAB1, FDC1, KKD andVPR in S. cerevisiae (white bars) and

D. bruxellensis (gray bars) after 50 h of fermentation: a) thessitition of 100 mg/L of HCK with 100 mg/L

of vinylphenols in mixed and pure cultures. Folciee was calculated using fermentations supplemente
with HCK as controls and fermentations supplememtitd vinylphenols as test samples; b) the additén
ethanol to media MS300 containing 20 mg/L of HCHeTcontrols were without ethanol and test samples
were supplemented with 2,5 % ethanol.

4.2.3 Vpliv uporabe razliénih sevov kvasovkeD. bruxellensis v meSanih fermentacijah

Iz rezultatov fermentacij enajstih sevov kvasowkebruxellensis (ZIM 2512, ZIM 703,
ZIM 700, ZIM 706, ZIM 704, ZIM701, ZIM 702, ZIM 17 ZIM 1762, CBS 2499 in ZIM
2306) v erlenmajericah smo ugotovili, da je&ima sevov te kvasovke (ZIM 2512, ZIM
703, ZIM 700, ZIM 706, ZIM 704 in ZIM 2306) imelaelo podobno krivuljo rasti. Torej
kar 6 sevov od 11. Teh 6 sevov je v umetnem mostO® mg/L HCK vgisti kulturi
dosegla okoli 8,0 logCFU/mL v meSani pa okoli 7,5 leggeFU/mL (slika 16a in 16b).
Eksponentna faza rasti je bila za vse te seve Zald@CFU/mL ve&ja v meSanih
fermentacijah v primerjavi gistimi kulturami. In sicer je rast teh sevov po Gfah
inkubacije v meSani kulturi dosegla okoli 6,7 JggFU/mL v ¢isti kulturi pa okoli 6,2
log10CFU/mL. V cistih kulturah je za vseh 6 sevov (ZIM 2512, ZIM37@IM 700, ZIM
706, ZIM 704 in ZIM 2306) absolutna sprememba vtgibsnosta znaSala okoli 22 g/L
(slika 17a).

V primerjavi z vsemi ostalimi sevi sta kontrolnivs&IM 701 in sev ZIM 702 v
eksponentni fazi rasti rasla najhitreje pemer sta Ze po 175 urah dosegla okoli 8,3
log10CFU/mL v ¢isti kulturi in okoli 7,8 logoCFU/mL v meSani kulturi (slika 16a in 16b).
Eksponentna faza rasti je bila tudi v primeru tekhdsevov za 0,4 leggCFU/mL veja v
meSanih fermentacijah v primerjavestimi kulturami. In sicer je rast teh dveh sevay p
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75 urah inkubacije v meSani kulturi dosegla okoli [bg (CFU/mL, v isti kulturi pa okoli
7,3 logoCFU/mL. Kljub splosni hitrejSi rasti teh dveh seviako v meSanih kot vistih
kulturah) v primerjavi z vsemi ostalimi obravnavanisevi, pa njune celokupne absolutne
spremembe v gostoti mosta&igtih kulturah niso presegle vrednosti 22 g/L @lk7a).

Nadalje so od vseh 11 sevov, sevi ZIM 1764, ZIM 216 CBS 2499 kazali najnizjo
stopnjo rasti biomase (slika 16a in 16b). Rastiilki sevov ZIM 1764 in ZIM 1762 sta
bili podobni, pricemer sta Wisti in meSani kulturi dosegli okoli 6,0 legCFU/mL. Pri
obeh sevih je bila prisotna 75 ur traggdag faza prilagajanja rasti. Za sev ZIM 1764 je
absolutna sprememba v gostoti mosStéstih fermentacijah znaSala 7,8 g/L, za sev ZIM
1762 pa le 3,5 g/L (slika 17a). Rastna krivuljass&BS 2499 se je zela s kar 150 ur
trajajaco lag fazo in Sele po 170 urah rasti smo opazhilagoveanje do okoli 5,4
log1oCFU/mL v éisti kulturi in okoli 5,1 logoCFU/mL v meSani kulturi (slika 16a in 16b).
Od zaetka do konca fermentacije ésto kulturo seva CBS 2499 je koma absolutna
sprememba v gostoti mosta znaSala le 0,4 g/L (&Meg.

Rastna krivulja seva EC-1118 kvasovBecerevisiae je bila v meSanih fermentacijah
podobna za vseh 11 sevov kvasowkebruxellensis (slika 16c). V vseh primerih je sev
EC-1118 dosegel okoli 8,5 lggcFU/mL. Tudi absolutna sprememba v gostoti mgESta
vseh primerih znaSala okoli 90 g/L (slika 17b). iaaino je, da smo proti koncu mesSanih
fermentacij s sevom ZIM 2306 kvasovke bruxellensis opazili zmanjSanje v rasti seva
EC-1118 (slika 16c) do 7,7 legCFU/mL.
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Slika 16: Rast biomase med fermentacijo z 11 raZiimi sevi kvasovke D. bruxellensis. Vse
fermentacije so bile izvedene Wisti ali meSani kulturi s kvasovko S. cerevisiae EC1118: a) rast
kvasovke D. bruxellensis v ¢isti b) in meSani fermentaciji in c) rast kvasovkeS. cerevisiae v meSani
fermentaciji. Sevi, ki so oznéeni s sivimi simboli, so v meSani ali ¥isti kulturi sintetizirali najve &je
koli¢ine vinilfenolov. Sevi, ki so ozn&eni s praznimi simboli, so v meSani ali €isti kulturi sintetizirali
manjSe koli¢ine vinilfenolov. Kontrolni sev ZIM 701 je ozn&en sérnim simbolom in s prekinjeno érto.
Sintetiéni most MS300 je vseboval 100 mg/L hidroksicimetoki kislin. Fermentacije so bile izvedene v
250 mL erlenmajericah.

Figure 16: Yeast growth of 11 differeldt bruxellensis strains in pure or in mixed culture fermentatiorighw
S cerevisiae EC1118: a) The growth of the yed@stbruxellensis in pure b) and in mixed fermentations, and
c) the growth of yeash cerevisiae in mixed fermentations. Strains marked with grgsnisols synthesized
the highest quantities of vinylphenols in mixediipure culture fermentations. Strains marked \gitfipty
symbols synthesized lower quantities of vinylpheniol mixed or in pure culture fermentations. Cohtro
strain ZIM 701 is marked by a black symbol and ahea line. Synthetic must MS300 contained 100 mg/L
of hydroxycinnamic acids. Fermentations were cotetlin 250 mL Erlenmeyer flasks.
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Slika 17: Absolutna sprememba v gostoti moStaApussod) po fermentacijah izvedenih z 11 raztinimi
sevi kvasovkeD. bruxellensis. Vse fermentacije so bile izvedene &isti ali meSani kulturi s kvasovkoS.
cerevisiae EC1118: a) fermentacije stisto kulturo kvasovke D. bruxellensis in b) meSane fermentacije.
Sevi, ki so ozn#éeni s sivimi simboli, so v meSani ali Wisti kulturi sintetizirali najve ¢e koli¢ine
vinilfenolov. Sevi, ki so oznéeni s praznimi simboli, so v meSani ali ¥isti kulturi sintetizirali manjSe
koli¢ine vinilfenolov. Kontrolni sev ZIM 701 je ozn&en s érnim simbolom in s prekinjeno érto.
Sinteti¢ni moSt MS300 je vseboval 100 mg/L hidroksicimetokikislin. Fermentacije so bile izvedene v
250 mL erlenmajericah.

Figure 17: Absolute change in must densityp\ksod) after fermentations performed with 11 differént
bruxellensis strains in pure or in mixed cultures wigh cerevisiae EC1118: a) pure culture fermentations
with yeastD. bruxellensis and b) mixed culture fermentations. Strains mankéld gray symbols synthesized
the highest quantities of vinylphenols in mixediipure culture fermentations. Strains marked sitfipty
symbols synthesized the lowest quantities of vinghmls in mixed or in pure culture fermentationsnttol
strain ZIM 701 is marked by a black symbol and shaa line. Synthetic must MS300 contained 100 mg/L
of hydroxycinnamic acids. Fermentations were cotetl 250 mL Erlenmeyer flasks.

Sevi ZIM 1762, ZIM 1764, ZIM 2306 in ZIM 704 so vrimerjavi z ostalimi
obravnavanimi sevi do konca fermentacije v sploSri{@nmesSanih ali¢istih kulturah)
proizvedli najvejo koli¢ino vinilfenolov iz HCK (v slikah 18a, 18c, 19a i®c so ti sevi
ozn&eni s sivo barvo). In sicer sta seva ZIM 1762 iMZ1764 sintetizirala naj\vgo
koli¢ino vinilfenolov v ¢istih kulturah, medtem ko sta seva ZIM 2306 in ZIk04
sintetizirala najv&o koli¢ino vinilfenolov v mesanih kulturah s kvasov&ocerevisiae.

Sev ZIM 2306 je v¢isti kulturi sintetiziral minimalne kotine vinilfenolov, njegova
pretvorba HCK v etilfenole pa je bila 81,1 % za @-E0,6 mg/L) in 87,3 % za 4-EF (43,7
mg/L), (slika 18b in 19b). Zanimivo je, da se jemeSanih fermentacijah proizvodnja
mocno preusmerila v korist vinilfenolov, ptiemer je nastalo 13,4 mg/L 4-VG (26,8 %
ferulne kisline) in kar 32,1 mg/L 4-VF (64,3 pekumarne kisline), (slika 18c in 19c). V
meSanih kulturah je sev ZIM 2306 v primerjavi z méebravnavanimi sevi (ostalih 10
sevov) sintetiziral najwgo kolicino vinilfenolov. Proizvodnja etilfenolov pa se je
meSanih fermentacijah zmanjSala za 54,0 % v priMle&G in za kar 86,3 % v primeru 4-
EF (slika 18d in 19d). Podoben pojav smo opazilspvih ZIM 704, ZIM 2512, ZIM 703,
CBS 2499, ZIM 700, ZIM 706 in ZIM 702. Sev ZIM 7@4cistih kulturah ni sintetiziral
vinilfenolov, njegova pretvorba HCK v etilfenole pabila popolna v primeru 4-EF (50,8
mg/L) in 88,8 % v primeru 4-EG (44,4 mg/L) (slik8Lin 19b). V meSanih fermentacijah
pa je ta sev sintetiziral 9,2 mg/L 4-VG (18,4 %utee kisline) in 16,6 mg/L 4-VF (33,2 %
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p-kumarne kisline) ter le 2,0 mg/L 4-EG (4,0 % feskisline) in nt 4-EF (slika 18c, 18d,
19c in 19d). Proizvodnja etilfenolov se je potenetakv meSanih fermentacijah zmanjSala
za 84,8 % v primeru 4—-EG in za kar 100,0 % v primeEF (slika 18d in 19d). Ostali sevi
ZIM 2512, ZIM 703, ZIM 700, ZIM 706 in ZIM 702 sogazali zelo podobno produkcijo
vinilfenolov tako v mesSanih kotistih kulturah (slika 18a, 18c, 19a in 19c). &istih
kulturah ni priSlo do sinteze vinilfenolov, prodiikcetilfenolov pa je bila visoka. Sev ZIM
702 je v teh pogojih sintetiziral 21,5 mg/L 4-EF38,4 mg/L 4-EG, sevi ZIM 2512, ZIM
700 in ZIM 706 pa so sintetizirali okoli 35 mg/LEF in od 43 mg/L do 47 mg/L 4-EG.
Sev ZIM 703 je Kisti kulturi tvoril kar 49,1 4-EF in 38,3 mg/L 4—-E®& meSanih kulturah
so sevi ZIM 2512, ZIM 703, ZIM 700, ZIM 706 in ZIMO2 proizvedli okoli 10 mg/L 4-
VF in okoli 7 mg/L 4-VG, produkcija etilfenolov ge maino upadla, in sicer na okoli 3
mg/L 4—EG in na 0 mg/L 4-EF (slika 18 in 19).

Pri dveh sevih pa smo opazili ravno obratni pojaistih kulturah sta seva ZIM 1762 in
ZIM 1764 v primerjavi z vsemi ostalimi sevi (ostal® sevov) sintetizirala naji®
koli¢ino vinilfenolov, in sicer je sev ZIM 1762 proizwedkar 37,4 mg/L 4-VF in
21,4 mg/L 4-VG, sev ZIM 1764 pa 20,4 mg/L 4-VF i8 Tng/L 4-VG. Nadalje sta &istih
kulturah sintetizirala nizke koncentracije 4-EG ,6l2a sev 1764 in 3,2 za sev 1762),
produkcija 4-EF pa je bila popolnoma odsotna. V anés kulturah je bila produkcija
vinilfenolov bistveno nizja, préemer je na koncu fermentacije s sevom ZIM 1762at@st
23,3 mg/L 4-VF in 11,3 mg/L 4-VG, s sevom ZIM 1764 12,9 mg/L 4-VF in 5,3 mg/L 4-
VG (slika 18 in 19). V primerjavi <istimi kulturami je potemtakem v meSanih
fermentacijah priSlo do zmanjSanja produkcije ¥eriblov. Dodatno smo opazili, da v
meSanih fermentacijah ni priSlo do produkcije eniblov.

Iz rezultatov meSanih fermentacij je razvidno, dprimerjavi z vsemi ostalimi sevi, sev
ZIM 701 najhitreje privzema vinilfenole in jih skagrv celoti metabolizira do etilfenolov.
Od vseh 11 sevov je bil sev ZIM 701 edini, ki j@igvedel vé kot 30 mg/L 4—EG in 4-EF

v meSanih fermentacijah (slika 18 in 19). Nadadies gistih fermentacijah najhitreje in v
celoti pretvoril HCK v etilfenole.

Kljub temu da je bila rast seva CBS 2499 skorajdaai(slika 16a in 16b), pa je ta sev v
cistih kulturah vseeno proizvedel 2,1 mg/L 4—EG jh thg/L 4-VF. Dodatno je v meSanih
kulturah sintetiziral 5,7 mg/L 4-VG, 11,2 mg/L 4-\#4,2 mg/L 4—-EG (slika 18 in 19).
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Slika 18: Produkcija 4-vinilfenola (a in c) in 4-eiifenola (b in d) med fermentacijo z 11 razEnimi sevi
kvasovkeD. bruxellensis v &istih ali meSanih fermentacijah s kvasovkdS. cerevisiae EC1118: a) in b)
fermentacije s ¢isto kulturo kvasovke D. bruxellensis in c¢) in d) meSane fermentacije. Sevi, ki so
oznaeni s sivimi simboli so v meSani ali ¥isti kulturi sintetizirali najve ¢je koli¢ine vinilfenolov. Sevi,

ki so ozna&eni s praznimi simboli so v meSani ali véisti kulturi sintetizirali manjSe koli ¢ine
vinilfenolov. Kontrolni sev ZIM 701 je oznaen sérnim simbolom in s prekinjeno ¢rto. Sintetiéni most
MS300 je vseboval 100 mg/L hidroksicimetovih kislin Fermentacije so bile izvedene v 250 mL
erlenmajericah.

Figure 18: Production of 4-vinylphenol (a and cjl @ethylphenol (b and d) during pure or in mixedture
fermentations of 11 differer. bruxellensis strains withS. cerevisiae strain EC1118: a) and b) pure culture
fermentations with yea®. bruxellensis and c) and d) mixed culture fermentations. Stramasked with gray
symbols synthesized the highest quantities of pinghols in mixed or in pure culture fermentatiddisains
marked with empty symbols synthesized the lowesintjties of vinylphenols in mixed or in pure cubur
fermentations. Control strain ZIM 701 is markedablglack symbol and a dashed line. Synthetic mus200S
contained 100 mg/L of hydroxycinnamic acids. Fertagons were conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks.
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Slika 19: Produkcija 4-vinilgvajakola (a in ¢) in 4etilgvajakola (b in d) med fermentacijo z 11
razliénimi sevi kvasovkeD. bruxellensis v ¢istih ali meSanih fermentacijah s kvasovkoS. cerevisiae
EC1118: a) in b) fermentacije fisto kulturo kvasovke D. bruxellensis in ¢) in d) meSane fermentacije.
Sevi, ki so oznd&eni s sivimi simboli so v meSani ali Wisti kulturi sintetizirali najve ¢&e koli¢ine
vinilfenolov. Sevi, ki so ozn#&eni s praznimi simboli so v meSani ali Wisti kulturi sintetizirali manjSe
koli¢ine vinilfenolov. Kontrolni sev ZIM 701 je ozn&en s érnim simbolom in s prekinjeno érto.
Sinteti¢ni moSt MS300 je vseboval 100 mg/L hidroksicimetokikislin. Fermentacije so bile izvedene v
250 mL erlenmajericah.

Figure 19: Production of 4-vinylguaiacol (a andae)d 4-ethylguaiacol (b and d) during pure or in edix
culture fermentations of 11 differebt bruxellensis strains withS. cerevisiae strain EC1118: a) and b) pure
culture fermentations with yeaBt bruxellensis and c¢) and d) mixed culture fermentations. Stramsked
with gray symbols synthesized the highest quastitad vinylphenols in mixed or in pure culture
fermentations. Strains marked with empty symbolstisssized the lowest quantities of vinylphenols in
mixed or in pure culture fermentations. ControaistrZIM 701 is marked by a black symbol and a ddshe
line. Synthetic must MS300 contained 100 mg/L adraxycinnamic acids. Fermentations were conduated i
250 mL Erlenmeyer flasks.
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV KVASOVKE D. bruxellensis NA METABOLIZEM KVASOVKE S
cerevisiae IN NA KONCNO AROMO VINA V MEMBRANSKO LOCENIH
KULTURAH

V tem delu bomo komentirali in razlozili rezultatpliva kvasovkeD. bruxellensis na
metabolizem aromatskih snovi kvasovkecerevisiae in na izrazanje genoma kvasovge
cerevisiae.

5.1.1 Rast kvasovk in fermentacijska kinetika v fementacijah z meSano,
membransko Ia¢eno aliéisto kulturo

Tako stopnja rasti biomase kvaso® cerevisiae in D. bruxellensis kot tudi poraba
sladkorjev in produkcija alkoholov so bile podolta&o v membransko éenih kulturah
kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis izvedenih v membranskih bioreaktorjih kot v 250
mL erlenmajericah z meSano kulturo kvas&@kerevisiae in D. bruxellensis (slika 4, 5 in
7). To dokazuje primernost uporabljenih membranskiineaktorjev (slika 3) za simulacijo
in preltevanje fermentacije v meSanih kulturah r&ah vrst kvasovk.

NaSa raziskava se sklada z opazaniji, ki so jihdiar8aez in sod. (2010), da meSane/
membransko lgene fermentacije s kvasovka bruxellensis ne vplivajo na kinetiko rasti
kvasovkeS. cerevisiae (slika 4b, 7a in 7c). Za razliko od tega pa jespimost alkoholne
fermentacije, ki jo je vodila kvasovka cerevisiae, pozitivho spodbudila rast kvasovke
bruxellensis. Ugotovili smo namr& da je bila znotraj meSanih/membranskéeluh
fermentacij eksponentna faza rasti kvasovke bruxellensis (ZIM 701) za 0,5
log1ocCFU/mL ve&ja v primerjavi z njeno eksponentno fazo rasti knfentacijah isto
kulturo te kvasovke (slika 4b, 7b in 7c). To posiasSrasti kvasovkeD. bruxellensis v
prisotnosti kvasovkeS. cerevisiae je mog@e pojasniti z dejstvom, da imajo visoke
koncentracije glukoze negativni vpliv na rast kuwdeoD. bruxellensis, kar je bilo nedavno
tudi dokazano (Leite in sod., 2012). Znano je, daskvkaD. bruxellensis v prisotnosti
visokih koncentraciji glukoze kaze relativho nizktopnjo rasti v primerjavi z drugimi
vinskimi kvasovkami (Dias in sod., 2003). Nadageppznano, da je prevzem sladkorjev s
strani kvasovkBrettanomyces spp. zelo nizek Se zlasti v primeru rasti teh kvaso
goji&u z visoko koncentracijo glukoze (Van Urk in sod989). Potemtakem je v
mesSanih/membranskodenih kulturah s kvasovkan@&cerevisiae in D. bruxellensis prisSlo

do popolne porabe glukoze Ze po 100 urah fermgataatrani kvasovkg. cerevisiae, kar

je posledino omoggilo kvasovkiD. bruxellensis, da raste hitreje.

Ne glede na rastno krivuljo, pa je bila koa biomasa kvasovke. bruxellensis v ¢istih
kulturah za 0,5 logCFU/mL ve&ja od korgne biomase v meSanih/membranskéeldh
fermentacijah. To je lahko posledica primanjkovahjanil (na primer aminokislin) v
meSanih/ membransko denih fermentacijah ali bolj verjetno posledica naikenja
visokih koncentracij etanola.
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Nadalje kvasovkd. bruxellensis v meSanih/membranskockenih fermentacijah ni imela
vpliva na prevzem fruktoze in glukoze ali na praidujo etanola (slika 5% eprav je bila v
¢istin kulturah sposobna sintetizirati do 18,9 gflarmla, pa je bila njena produkcija
etanola v meSanih/membransk@&daih fermentacijah pregasna, da bi lahko kakorkoli
vplivala na hitro sintezo etanola v kvasov&ecerevisiae. Kljub temu pa je vplivala na
zmanjSano produkcijo glicerola v meSanih/membranskenih fermentacijah (slika 6).
Nizja proizvodnja glicerola v meSanih/membranskeefoh kulturah v primerjavi gistimi
kulturami kvasovkeS. cerevisiae bi lahko pomenila, da je kvasovka bruxellensis med
fermentacijo za vir ogljika izrabljala glicerol, ga ga je predhodno proizvedla in v g&gis
sprostila kvasovk&. cerevisiae. Ne glede na resfnost ali neresinost te hipoteze, smo
vendarle ugotovili, da je kvasovKka. bruxellensis v cisti kulturi sposobna privzemati
glicerol iz umetnega mosta MS300, ki ni vsebovatikbrjev in je bil dopolnjen z 10 g/L
glicerola. V teh pogojih je kvasovKa. bruxellensis prevzela 0,85 g/L glicerola. Ne glede
na vse pa to ne dokazuje, da je kvasolkabruxellensis bila odgovorna za prevzem
glicerola v meSanih/membranskocémin fermentacijah s kvasovk8 cerevisiae v
umetnem mosStu MS300 dopolnjenem z glukozo in frodto

5.1.2 Produkcija hlapnih fenolov v fermentacijah zmeSano, membransko I&eno ali
¢isto kulturo

Produkcija hlapnih fenolov je bila podobna tako gmiransko I&enih kulturah kvasovk
S cerevisiae in D. bruxellensis izvedenih v membranskem bioreaktorjih kot v 250 mL
erlenmajericah z meSano kulturo kvasdukcerevisiae in D. bruxellensis (slika 8). To
dokazuje primernost uporabljenih membranskih biiegev za pretievanje proizvodnje
vinilnih in etilnih fenolov v meSanih kulturah raahih vrst kvasovk.

V fermentacijah <isto kulturo kvasovkeD. bruxellensis ZIM 701, je priSlo do hitrega
privzema HCK in do popolne znotrajcagle pretvorbe vinilfenolov do etilfenolov. Po
drugi strani pa je v meSanih/membransk&etoh kulturah priSlo do zakasnitve v pretvorbi
in do 30 % zmanjSanja v nastanku etilfenolov (slKa Potemtakem se zdi, da je
proizvodnja etilfenolov hitrejSa, ko kvasovKa. bruxellensis privzema HCK in jih
znotrajceléno dekarboksilira do vinilfenolov v primerjavi z pasrednim privzemom
vinilfenolov iz umetnega mosSta. Torej v meSanih/rbeansko I¢enih kulturah sama
pretvorba HCK v vinilfenole s strani kvasovke cerevisiae negativno vpliva na kamo
produkcijo etilfenolov znotraj kvasovk®. bruxellensis. Dodatno smo v meSanih
fermentacijah opazili rahlo zmanjSanje v izrazaggnaVPR (0,69-krat) v primerjavi z
izrazanjem \istih kulturah kvasovk®. bruxellensis (slika 11). To zmanjSanje bi lahko
bila posledica nizje razpoloZzljivosti znotrajéelega substrata (prevzetih HCK) v meSanih
fermentacijah. V teh fermentacijahe bruxellensis 701 z&ela asimilirati vinilfenole Sele
po 70 urah inkubacije, ko je koncentracija vinildmy v moStu Ze dosegla ali presegla
tiste, ki smo jih izmerili istih kulturah kvasovké&. cerevisiae. Ker biosinteza etilfenolov
vecinoma poteka v eksponentni fazi rasti kvasolkdoruxellensis, je bil tisti delez HCK,

ki ga je kvasovkées cerevisiae pretvorila do vinilfenolov, manj dostopen za prenve s
kvasovko D. bruxellensis. Posledino je raven znotrajcélnih vinilfenolov upadla in
proizvodnja etilfenolov je stagnirala. V skladuesnt so nekatere Studije pokazale, da je
proizvodnja etilfenolov tesno povezana z eksporefdao rasti kvasovkB. bruxellensis



Kosel J. Vpliv meSane fermentacije kvas@/kerevisiae in D. bruxellensis na biosintezo aromatskih snovi. 96
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, 2014

in da se njihova biosinteza popolnoma ustavi olhque te kvasovke v stacionarno fazo
rasti (Barata in sod., 2008b; Agnolucci in sod Q20

5.1.3 Transkriptomska analiza

V membransko Ieenih kulturah (v membranskih bioreaktorjih) je ptisost kvasovké®.
bruxellensis statisttno zn&ilno spodbudila izrazanje 77 transkriptov v kvasovk
cerevisiae (preglednica 32). Analiza genske ontologije je @afka, da je kar 70,1 % teh
transkritpov (54 ORF-ov) bioloSko neopisanih inzdmje ni poznanih bioloSkih funkcij.
Do podobnih ugotovitev so prisSli Rossouw in sod01®), ko so pretevali vpliv
mlecnokislinske bakterijgDenococcus oeni na izrazanje genov v kvasovBi cerevisiae
med meSano fermentacijo. V tej Studiji so odkdh, kar 25 % vseh diferencialno izrazenih
genov kvasovké. cerevisiae (1,5 kratna mejna vrednost izrazanja) nima nolpgamnane
bioloSke funkcije in ne spada v noben okaraktemibioloSki proces. Roussouw in sod.
(2011) so prisli do zaklgka, da je merjenje opaznih fenotipov posameznihogeRi
sodelujejo v interakcijah med ragiimi mikroorganizmi, tezko in zapleteno. Potemtakem
se zdi, da nekateri odprti bralni okvirji, ki bihleo bili so- udelezeni v mikrobnih
interakcijah, Se nimajo okarakterizirane bioloSkekiije.

25,9 % (14 ORF-ov) transkriptov z neznano biolofkdkcijo je pripadalo genski druzini

PAU (s 3,3-kratnim povptmim izrazanjem)Ceprav élanom te genske druZine $e niso
pripisali bioloSke funkcije, obstajajo Studije, kiredpostavljajo njihovo vpletenost v
anaerobiozni stresni odziv kvasov&ecerevisiae, Se zlasti v pogojih vinske fermentacije
pri nizkih temperaturah (Rachidi in sod., 2000; lLmisod., 2006; Luo in van Vuuren,

2009).

Za 12 od 14 transkriptoRAU, katerih izraZzanje se je pasado v naSi raziskavi, so Lai in
sod. (2006) ugotovili, da so pozitivho reguliraekdm prilagoditve kvasovk®. cerevisiae
na anaerobiozni stres. Dodatno smo za transkigytd (2,1-kra), STR3 (2,1-krat), YSR3
(2,1-krat), MUP1 (2,1-krat), PLB2 (3,0-krat) in YMR252C (2,0-krat) kvasovkeS
cerevisiae ugotovili, da je njihovo izrazanje spodbujeno takopogojih membransko
locenih kultur s kvasovk®. bruxellensis kot v pogojih prilagajanja kvasovi& cerevisiae
na anaerobiozni stres (Lai in sod., 2006).

Tako visoko prekrivanje genovigar izrazanje se je povalo v membransko &@ni kulturi
kvasovk S. cerevisiae in D. bruxellensis z geni, ki so bili inducirani tekom anaerobioze
(kar 23,4 % oziroma kar 18 od 77 transkriptov sgdamim izrazanjem), kaze na to, da v
membransko Ilgenih fermentacijah poteka tekmovanje obeh vrst dwlasza prevzem
molekularnega kisika in da so v membranskéetoh kulturah hipokgni pogoji bolj
izraziti v primerjavi s fermentacijamicssto kulturo kvasovké&. cerevisiae.

Poleg tega predvidevamo, da so anaerobne raznmesmbransko lgenih kulturah ovirale
proizvodnjo nenagenih masobnih kislin in sterolov, ki so bistveni za ohrawit
integritete plazmaleme in za odpornost kvasovk tea ter na ostale fermentacijske
pogoje (Rosenfeld in sod., 2003). V skladu s teno sopazili povéano izrazanje
naslednjih transkriptow?AU21 (2,9-krat), STR3, MTR4 (2,6 -krat),YJL150W (2,4-krat) in
YMR252C, ki so vpleteni v odziv kvasovk® cerevisiae na fermentacijski stres (Marks in
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sod., 2008); transkriptowLB2, 1ZH1 (2,3-krat), 1ZH4 in YSR3, ki so vpleteni v
metabolizem lipidov in transkriptoyL R225C (2,3- krat),SPG4 (2,4-krat) CTT1 (2,5-krat)
in THI11 (7,9-krat), ki so vpleteni v osmotski stres kvdsow prisotnosti pov&nih
koncentracij sladkorjev (Erasmus in sod., 2003)ejlslabSa intergiteta céfie membrane
v membransko kenih fermentacijah bi potemtakem powila vejo izpostavljenost
kvasovkeS cerevisiae stresnim fermentacijskim pogojem, kot so etanabsmotski stres.
Iz tega lahko sklepamo, da je v membranskemih fermentacijah prisSlo do patenega
izrazanja zgoraj predstavljenih skupin transkriptov

Od vseh 77 transkriptov je bila genska druzina msibtezo tiamina (THI5 (6,3-krat),
THI11, THI12 (6,4-krat), THI13 (7,7-krat) in THI223,6-krat)) najmoneje izrazena v
fermentacijah z membranskoceno kulturo. Pou&anje izrazanja THI genov in genov, ki
kodirajo permeaze za transport putrescina (UGAZkEat) in metionina (MUP1), kaze na
moznost tekmovanja obeh vrst kvasovk za Zzveplo usikd vsebujée aminokisline,
vitamine in poliamine. Uscanga in sod. (2000) sdkazali, da ima kvasovka.
bruxellensis visoke potrebe po zveplu in duSiku, kar direktnalgoa naso hipotezo o
tekmovanju za substrate, ki vsebujejo ta dva elémen

Tekom membransko éenih fermentacij smo opazili tudi paiano izrazanje genov, ki so
povezani z aktivacijo mejoze (IME2, 2,8-krat), zgukacijo (KCC4, 3,1-krat) in
konstrukcijo (SPR28, 2,1-krat) septinov in z naprethjem mejoze (GMC2, 2,2-krat). To
lahko pojasnimo z dejstvom, da se spolni cikel kvas S. cerevisiae sprozi v primeru
pomanjkanja hranilnih snovi, ki vsebujejo dusik 8n in sod., 1998).

5.1.4 Analiza aromatskih snovi

Analiza izrazanja genov je pokazala, @grav so bile celice obeh vrst kvasovk dim
lo¢ene druga od druge, so metaboliti, ki jih je tveklvasovkaD. bruxellensis inducirali
izrazanje 77 transkriptov v kvasovl cerevisiae. Ne glede na to pa lahko posledice
mikrobnih interakcij in mikrobne kompeticije predgimo le z metabolnimi dejavnostmi
teh dveh vrst kvasovk.

Prisotnost kvasovkB®. bruxellensis v membransko kenih kulturah je méno vplivala na
metabolizem aromatskih snovi kvasovRecerevisiae, pri ¢emer je priSlo do statigto
zn&ilnih sprememb v akumulaciji estrov, viSjih alkobwel in masgobnih Kkislin
(preglednica 33). Sinteza acetatnih estrov in Wiglkoholov se je v \#ni primerov
zmanjSala v fermentacijah z membranskdetwm kulturo. Za razliko od teh pa je bila
produkcija veéine etilnin estrov in ma®bnih kislin znatno powana v membransko
locenih kulturah.

Pove&ana proizvodnja izovalerne, heksanojske in dek&eojdsline je bila posledica
kumulativne proizvodnje teh kislin s strani obelstvkvasovk hkrati. SeStevek opazenih
akumulacij teh kislin isti kulturi kvasovkeD. bruxellensis in v ¢isti kulturi kvasovkeS,
cerevisiae se namré ujema s koliino kislin, ki smo jih izmerili v_ membransko denih
kulturah. Poznano je, da je kvasouRa bruxellensis sposobna biosintetizirati in izlati
izovalerno, heksanojsko in dekanojsko kislino (Romen sod., 2008).
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V kvasovkiS. cerevisiae je sinteza etilnih estrov masbnih kislin v&inoma omejena le s
koncentracijo ma®bnih kislin (prekurzorske molekule za sintezongtilestrov ma%bnih
kislin) in ni odvisna od stopnje izrazenosti genekB1l in EHT1, ki kodirata glavni
aciltransferazi v biosintezni poti etilnih estrdvagrens in sod., 2008). V skladu s tem, nasSa
transkriptomska analiza ni pokazala statisti zn&ilnih sprememb v izrazanju genov
EEB1 in EHT1 v membransko kenih incistih kulturahkvasovkeS. cerevisiae.

Ker pa je bila produkcija etilnih estrov v membrdamsocenih kulturah zelo mimo
izraZena, njihove visoke sinteze ni moégw celoti pojasniti le z enostavnim kumulativnim
delovanjem obeh kvasovk pri zagotavljanju prekuskibr magobnih kislin. Iz povéanega
izrazanja genoWAU smo predpostavili, da je v membranskoeloih kulturah prisotnega
manj kisika v primerjavi s fermentacijaméisto kulturo kvasovk&. cerevisiae. 1zrazitejSe
redukcijske razmere (anaerobne razmere) v memhvatxienih kulturah bi lahko
pojasnile, zakaj je priSlo do patanja v sintezi etilnih estrov ter do zmanjSanjantexi
vi§jih alkoholov v kvasovkiS. cerevisiae. V nedavni Studiji so Farifia in sod. (2012)
porciali, da so anaerobne razmere stdtisti zn&ilno poveale proizvodnjo estrov in
magobnih kislin ter zmanjSale proizvodnjo visjih all@bv in izokislin v vinskih
fermentacijah €isto kulturo kvasovké&. cerevisiae. Z izjemo acetatnih estrov in izokislin
so bili rezultati te Studije podobni nasSim. Ti ayitonenijo, da je pov&anje v proizvodniji
magobnih kislin in etilnih estrov lahko povezano z stepm, da je delovanje encima
acetil-CoA-karboksilaze, kvasovk8. cerevisiae, inhibirano v prisotnosti hipok&iih
pogojev. To vodi do zaviranja sinteze netasih masgobnih kislin ali do zaviranja sinteze
membranskih sterolov in poslédb do nakopienja kratkih in srednje veriznih mabnih
kislin (Saerens in sod., 2010; Farifia in sod., 20B®sinteza etilnih estrov mé&sbnih
kislin je najbolj odvisna od koncentracije kratkiin srednje veriznih m&sbnih kislin.
Torej lahko kopienje teh ma®bnih kislin (zaradi inhibiranega delovanja enciacztil-
CoA-karboksilaze) neposredno inducira produkcijpguiaj&ih etilnih estrov.

ZmanjSanje v nastanku viSjih alkoholov je moégorazloziti z razpolozljivostjo
aminokislin, saj je znano, da so visjih alkoholksedarni metaboliti, ki nastanejo tekom
katabolizma aminokislin v kvasovB cerevisiae (Dickinson in sod., 1998; Hazelwood in
sod., 2008). Iz powanega izrazanja geMaUP1, ki kodira permeazo za zveplo vsehigo
aminokisline, smo predpostavili, da je v membranskenih kulturah prisotno tekmovanje
za aminokisline, ki vsebujejo Zveplo in dusik. Zireekmovanja med kvasovkami lahko
pride do slabSe razpolozljivosti aminokislin v gdj, kar pa lahko posletho negativno
vpliva na sintezo visjih alkoholov.

Biosinteza acetatnih estrov poteka po poti eskadije visjih alkoholov z ocetno kislino.
Zato bi lahko z nizjo razpolozljivostjo visSjih alkolov v membransko &@nih kulturah
pojasnili upad v akumulaciji acetatnih estrov.



Kosel J. Vpliv meSane fermentacije kvas@/kerevisiae in D. bruxellensis na biosintezo aromatskih snovi. 99
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, 2014

5.2 VPLIV PREKURZORSKIH MOLEKUL, ETANOLA IN RAZLCNIH SEVOV
KVASOVKE D. bruxellensis NA BIOSINTEZO IN AKUMULACIJO HLAPNIH
FENOLOV V MESANIH FERMENTACIJAH S KVASOVKOS cerevisiae

V tem delu bomo komentirali in razlozili rezultatgliva prekurzorskih molekul, etanola in
razlicnih sevov kvasovk®. bruxellensis na gene, ki kodirajo biosintezne encime za hlapne
fenole in na samo akumulacijo hlapnih fenolov mezSamimi fermentacijami s kvasovko
S cerevisiae.

5.2.1 Vpliv prekurzorskih molekul v meSanih fermengcijah

Zamenjava 100 mg/L HCK z 100 mg/L vinilfenolov jecatno zmanjSala rast kvasovie
cerevisiae. Ceprav je zamenjava negativno vplivala tudi na kastsovkeD. bruxellensis
701 pa je bil ta vpliv bistveno manjSi v primerjavkvasovkd. cerevisiae (slika 7). To je
mogaie posledica wge odpornosti kvasovkeD. bruxellensis na viSje koncentracije
vinilfenolov.

Iz literature je poznano, da mikroorganizmi dek&diirajo HCK z namenom, da bi
proizvedli manj toksine spojine (Goodey in Tubb, 1982). PresenetljivaHsmmond in
sod. (1999) v poskusih fermentacije piva opazi§, jd 4-VG bolj zaviral rast kvasovk
Saccharomyces in Dekkera spp. v primerjavi s ferulno kislino. Ti avtorjidifo, da so
mikroorganizmi, ki vsebujejo encim kumarat-dekarkitazo in ne vsebujejo encima
vinilfenol-reduktaze (na primer kvasovka cerevisiae), Se veliko bolj obutljivi na
protimikrobno delovanje ferulne kisline. Razlog @atidijo prav v njihovi zmozZnosti
pretvorbe ferulne kisline v bolj toksii 4-VG in v njihovi nezmoznosti detoksifikacije 4-
VG v 4-EG.

V fermentacijah isto kulturo kvasovké®. bruxellensis, smo opazili popolno asimilacijo
eksterno dodanih vinilfenolov in le 65 % pretvorbdo etilfenolov (slika 10c in 10d).
Zamenjava HCK z vinilfenoli je spodbudila izrazagjenovKKD in VPR v kvasovkiD.
bruxellensis (slika 15a). To je zanimivo, saj nakazuje na sbdlahko bile dekarboksilaze
in reduktaze bolj odzivne na vinilfenole v primetja HCK. To bi lahko namigovalo na
vecjo citotoksitnost vinilfenolov, ki smo jo opazili v naSi raziskan na potrebo po
njihovi takojsnji pretvorbi do manj tok&iih produktov (na primer do etilfenolov).

NaSe opazanje, da se izrazanje gé&fl€D povea tudi v prisotnosti vinilfenolnih
prekurzorjev, ni presenetljivo, saj so Godoy in .s@2008) pokazali, da se aktivhost
kumarat-dekarboksilaze pasaetako ob dodajanjp-kumarne kisline kot tudi ob dodajanju
4-VF. Nizko raven produkcije etilfenolov iz vinilk@lnih prekurzorjev v primerjavi s HCK
lahko delno obrazlozimo z negativnim vplivom vieiiolov na rast kvasovk®.
bruxellensis in z njenim pdasnejSim privzemom vinilfenolov v znotrajeeli prostor.
Patasen prevzem vinilfenolov kvasovke bruxellensis je bil Se zlasti &iten v meSanih
fermentacijah (slika 10e). Poslédo je bila proizvodnja etilfenolov v primerjaviczstimi
kulturami kvasovke. bruxellensis 701 m@&no zmanjSana (slika 10d).
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5.2.2 Vpliv etanola v meSanih fermentacijah

Dodajanje 10 % etanola je & zmanjSalo rast in proizvodnjo hlapnih fenoloagevk
D. bruxellensis 701 inS. cerevisiae (slika 12-14). Pri obeh kvasovkah se je pojawig |
faza, vendar je bila za kvasovkb bruxellensis izrazito daljSa v primerjavi s kvasovi&
cerevisiae (slika 12). V skladu z naSimi ugotovitvami so Baran sod. (2008a) pokazali,
da je kvasovkaS. cerevisae razmeroma bolj odporna na etanol kot pa kvasobka
bruxellensis. Dodatno so Barbin in sod. (2008) opazili dolgg fazo za devet sevov vrste
D. bruxellensis po inkubaciji v sintetinem vinu, ki je v skupni koncentraciji vseboval 10
% etanola.

Poleg tega smo opazili, da je v meSanih kulturapotigenih z nizkimi koncentracijami
etanola, rast kvasovi®. bruxellensis proti koncu inkubacije upadla (slika 12c¢). To jwb
pricakovano, saj je kvasovi& cerevisiae s fermentacijo sladkorjev proizvedla okoli 9,5 %
etanola (koncentracijo etanola smo ocenili iz alte®@ spremembe v gostoti mosta, ki
sluzi kot priblizna vrednost za ocenitev koncenjeasprogenega CQ in skupaj z
eksterno dodanim etanolom je lahko celokupna kanaeija alkohola presegla 10 %.

2,5 % koncentracija etanola je v fermentacijah zSame in ¢isto kulturo povéala
proizvodnjo vinilfenolov kvasovké&. cerevisiae in etilfenolov kvasovkeD. bruxellensis
(slika 13 in 14). Z izjemo 4-VG je 5 % koncentracgtanola zavirala proizvodnjo hlapnih
fenolov v obeh vrstah kvasovk inokuliranihéisti kulturi. V- meSanih fermentacijah smo
pri tej koncentraciji etanola opazili nadaljnjo pesitev biosinteze etilfenolov, giemer je
koncna koncentracija etilfenolov presegla koncentrai@joerjeno v kontrolnem mostu ali
mostu, ki je bil dopolnjen s 2,5 % etanola. NagZutwati kazejo, da je 2,5 % etanol pospesil
izrazanje gen&KD kvasovkeD. bruxellensis, Se zlasti v fermentacijahcssto kulturo te
kvasovke (slika 15b). V skladu s tem so Ganga th §€011) pokazali, da je v primerjavi s
kontrolnim gojigem 3 % alkohol pouwal aktivhost encima kumarat-dekarboksilaze in
pospesil presnovp-kumarne kisline v kvasovkD. bruxellensis. Poleg tega so Benito in
sod. (2009) opazili, da je bila proizvodnja 4-EFodsotnosti etanola pasnejSa v
primerjavi s fermentacijo v gojii dopolnjenem s 5 % etanola.

5.2.3 Vpliv razli¢nih sevov kvasovkeD. bruxellensis v meSanih fermentacijah s
kvasovkoS. cerevisiae

Za vsakega od preéavanih sevov vrstd. bruxellensis smo odkrili, da je vseboval
edinstven vzorec proizvodnje hlapnih fenolov. Nemer sev 1762 je akumuliral najgje
koncentracijo vinilfenolov ¥istih fermentacijah (slika 18 in 19), sev 2306 pa jmeSanih
fermentacijah pokazal nian premik iz produkcije etilfenolov v produkcijomdfenolov
(slika 18 in 19). Dodatno je sev 2306 akumulirajvego koncentracijo vinilfenolov v
meSanih fermentacijah. Preusmeritev iz produkdienolov v produkcijo vinilfenolov
smo opazili tudi v meSanih fermentacijah s sevi Z184, ZIM 2512, ZIM 703, CBS 2499,
ZIM 700, ZIM 706 in ZIM 702.

Pri sevih ZIM 1762 in ZIM 1764 pa smo opazili ravabratni pojav. Omenjena seva sta v
meSanih fermentacijah proizvedla manj vinilfenokat v fermentacijah €isto kulturo.
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Dodatno je presenetljivo, da kljub upadu v konaanjr vinilfenolov v mesSanih
fermentacijah, ni prisSlo do povanja v koncentraciji etilfenolov. Razlogov za tggwje
lahko ve, in sicer od sevno spedifiih induktorjev izrazanja gena VPR, do sevno
specifinih lastnosti celine stene kvasovk, ki lahko v svoj volumen adsojbiegilfenole.

Za sev ZIM 701 smo ugotovili, da v primerjavi z wseostalimi obravnavanimi sevi,
najhitreje privzema vinilfenole v meSanih fermeijtcin jih skoraj v celoti metabolizira
do etilfenolov. Od vseh 11 sevov je bil sev ZIM 7&dini, ki je v meSanih fermentacijah
proizvedel vé kot 30 mg/L 4-EG ter we kot 30 mg/L 4-EF. Nadalje je ¥istih
fermentacijah najhitreje in v celoti pretvoril HGKetilfenole.

Ostali sevi, ki so \isti kulturi proizvajali velike koncentracije e@holov (nad 30 mg/L)
so bili: ZIM 2306, ZIM 704, ZIM 703, ZIM 700, ZIM 212 in ZIM 706. Srednje velike
koncentracije (okoli 20 mg/L) etilfenolov je d&risti kulturi proizvajal samo sev ZIM 702.
Nizke koncentracije etilfenolov (manj kot 15 mg/&9 v cisti kulturi sintetizirali le sevi

ZIM 1762, ZIM 1764 in CBS 2499.

Za 7 sevov od 11 (ZIM 704, ZIM 2512, ZIM 703, CB&9®, ZIM 700, ZIM 706 in ZIM
702) je produkcija etilfenolov nd@o upadla v meSanih fermentacijah v primerjavi s
¢istimi fermentacijami. V primeru teh 7 sevov sejedukcija zmanjSala za kar 80 do 90
%. Tako md@nega upada v koncentraciji etilfenolov nismocakiovali. Glede na te
rezultate lahko v sploSnem sklepamo, da je pojéfemblov pogostejSi v primeru zaostalih
fermentacij, v katerih je rast vinske kvasovke cerevisae mocno zavrta in vé&no
biomase tvorijo sevi kvasovk®. bruxellensis. Torej v fermentacijah, v katerih po kohi
nastale biomase prevladuje kvasolikaruxellensis.

V primeru veine sevov (ZIM 704, ZIM 2512, ZIM 703, ZIM 700, ZIMO06 in ZIM 702)

je bila proizvodnja hlapnih fenolov neposredno area z njihovo rastjo, to pa zato ker je
bila vetina hlapnih fenolov proizvedenih med eksponentrawm fieasti celic. To je veljalo
predvsem za fermentacijecsto kulturo teh kvasovk. Vseeno pa korelacija megtjo in
produkcijo ni bila linearna. Na primer sev ZIM 7f@2tvoril le srednje velike koncentracije
etilfenolov,¢eprav je bila njegova stopnja rasti biomase zedoka.

Dodatno sta p&asi rastéa seva ZIM 1762 in ZIM 1764 §isti kulturi v primerjavi z vsemi
ostalimi sevi (ostalih 9 sevov) sintetizirala na&jeekolic¢ino vinilfenolov. Vinilfenole sta
pricela izlaiati takoj po prehodu iz 70 ur trajgémlag faze prilagajanja rasti. Ugotovili smo
tudi, da je sev CBS 2499, kljub 150 ur tragajag fazi, véisti kulturi proizvedel 2,1 mg/L
4-EG in 1,1 mg/L 4-VF, v meSani kulturi pa 5,7 mgAVvG, 11,2 mg/L 4-VF in 4,2 mg/L
4—-EG. V obeh vrstah fermentacije je bila koncenmgacastalega 4—-EG zadostna, da bi
lahko negativno vplivala na aromatski profil vilNeSa opazanja se skladajo z opazaniji v
vinarstvu. Pogosto se namiregodi, da pokvarjena vina z visoko koncentracijo 4
etilfenola, ne kazejo vidne rasti kvasoMRebruxellensis. Po drugi strani pa lahko vina z
visoko stopnjo rasti kvasovkB. bruxellensis vsebujejo le srednje ali majhne Kate
etilfenolov (Barbin in sod., 2008).

NaSa opazanja potrjujejo tudi domnevo, da bi vanésfermentacijah s sevom ZIM 2306
lahko obstajala korelacija med citotak@imi ucinki vinilfenolov in med upadanjem v rasti
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kvasovkeS. cerevisiae. V tem primeru je prislo do nakagnja visokih koncentracij 4-VF
(slika 18c), kar bi proti koncu fermentacije lahosledéno vplivalo na zmanjSanje rasti
kvasovkesS. cerevisiae (slika 16c).
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6 SKLEPI

V doktorski nalogi smo uspeli odgovoriti na obeis&avalni hipotezi:

* kontaminacija s kvasovkD. bruxellensis vpliva na biosintezo aromatskih alkoholov
in hlapnih fenolov v vinu.

V membransko léenih fermentacijah je kvasovka. bruxellensis spodbudila proizvodnjo
etilnih estrov in ma%bnih kislin. Nadalje je vplivala na nizjo produkcacetatnih estrov in
aromatskih (visjih) alkoholov. Dodatno je prisotha#ikoholne fermentacije, ki jo je vodila
kvasovka S cerevisiae, vplivala na znizanje biosinteze etilnih fenolowakovke D.
bruxellensis. Prisotnost kvasovkB. bruxellensis je sprozila izrazanje 77 genov kvasoke
cerevisae. Ti geni so bili véinoma vpleteni v odziv kvasovke cerevisae na anaerobiozni
stres. Predvidevamo, da sta obe vrsti kvasovk mettkpm membransko denih
fermentacij tekmovali za molekularni kisik, gemer je prisSlo do bolj izrazitih anaerobnih
razmer. Nastale redukcijske razmere v membrans&enilo fermentacijah niso vplivale
zgolj na integriteto calne membrane in na patan stres v kvasovks. cerevisiae, ampak
tudi na poveéano sintezo etilnih fenolov kvasovkecerevisiae.

Nadalje so transkriptomske analize nakazale, daojeg tekmovanja za kisik prisotno Se
tekmovanje za vitamine (tiamin) in Zveplo vseldgj@aminokisline. Torej lahko ¢éemo, da
je kompeticija prevladuga mikrobna interakcija med kvasovkarDa bruxellensis in S
cerevisiae.

» prekurzorske molekule in substrati péap produkcijo hlapnih fenolov in visjih
(aromatskih) alkoholov med meSano fermentacijo &vias

Ugotovili smo, da imajo vinilfenoli, v primerjavi BICK, citotokséni vpliv na obe vrsti
kvasovk, Se zlasti na kvasovKe cerevisiae. Njihova prisotnost je mimo zmanjSala
sintezo etilnih fenolov kvasovke. bruxellensis. Zanimivo je, da v meSanih fermentacijah,
kvasovkaD. bruxellensis skoraj da ni privzemala eksterno dodanih vinilnéndlov.
Vinilni fenoli so, v primerjavi s HCK, m&no spodbudili izraZzanje tistih genokKKD in
VPR) kvasovke D. bruxellensis, ki kodirajo encime za biosintezo hlapnih fenolov.
Potemtakem so ti encimi bolj odzivni na vinilfenoleprimerjavi s HCK. To dodatno
potrjuje dejstvo, da je njihova citotoksbst m@nejSa od HCK.

Dodatno smo pokazali, da so nizke koncentracij@atavplivale na powanje sinteze
vinilnih in etilnih fenolov. To je Se posebej posto izraza v meSanih fermentacijah.
Njihov pozitivni winek smo potrdili z analizo PCR(R pri ¢emer smo ugotovili, da so
nizke koncentracije alkohola spodbudile izrazamjealkKD v kvasovkiD. bruxellensis.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

Kontaminacija vina s kvasovKioekkera bruxellensis med vinifikacijo se odrazi v motnosti
in sintezi neprijetnih priokusov. Senzéni karakter teh priokusov je sestavljen iz vonja po
misjem urinu, po konjskem znoju, po dimljenostipa razkuzZevalnih sredstvih. Glavne
komponente odgovorne za sengorikvar vina so hlapni fenoli, in sicer vinil- intile
fenoli. Na aromo vina vplivajo Stevilne mikrobne tarakcije med vinskimi
mikroorganizmi kot so na primer: neutralizem, komedizem, mutualizem/sinergizem,
amensalizem ali antagonizem in konkurenco. Zatpojeebno pretiti dinamiko sinteze
hlapnih fenolov med potekom meSanih fermentacijvaskvkamaD. bruxellensis in
Saccharomyces cerevisiae.

V nalogi smo testirali membranski bioreaktor, kimamogda loteno inkubacijo dveh
razlicnih vrst kvasovk v skupni fermentaciji. Skozi prepwo membrano v bioreaktorju
prosto prehajajo metaboliti, celice ra&pih vrst kvasovk pa ostajajo dene. S taksSno
locitvijo kultur kvasovk lahko konsistentno merimo wpldolo¢ene vrste kvasovke na
metabolizem druge vrste kvasovke in na d&wonaromatski profil vina. Nadalje smo
priredili metodo tekdinske kromatografije za detekcijo in kvantifikacippapnih fenolov
kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis. Metoda nam omoga dolaitev 4-vinilfenola, 4-
vinilgvajakola, 4-etilfenola in 4-etilgvajakola. Rali smo metodo verizne reakcije s
polimerazo v realnerdasu za merjenje stopnje izrazanja genov, ki so pameza sintezo
hlapnih fenolov tako v kvasovi@ cerevisiae kot v kvasovkiD. bruxellensis.

Ugotovili smo, da je prisotnost kvasovk®. bruxelenss matno vplivala na koéni
aromatski profil vina. Transkriptomske analize sukarzale, da v membranskocémih
kulturah obe vrsti kvasovk tekmujeta za prevzenik#isvitaminov in zZveplo vsebujth
aminokislin. To je privedlo do nizje vsebnosti telanil v membransko &enih kulturah, kar
pa je posle@no vplivalo na celokupni aromatski profil vina. Te@vanje za
hidroksicimetove kisline je privedlo do upada v gurkciji etilnih fenolov, tekmovanje za
kisik pa je privedlo do powanih redukcijskih razmer, ki so favorizirale praznjo etilnih
estrov in kratkoveriznin masbnih kislin. Poleg mikrobne kompeticije so na acowina
vplivali tudi vinilfenolni prekurzoriji. Vinilfenoliso se izkazali za citotokRsie molekule, ki
zavirajo rast in produkcijo etilnih fenolov kvas&vb. bruxellensis. Analiza izrazanja
genov je pokazala, da sta gena, ki kodirata vindfgeduktazo in kumarat-dekarboksilazo,
moc¢no spodbujena z vinilnimi fenoli, kar kaze na porbeost hitre detoksifikacije
vinilnih fenolov.

Visoke koncentracije etanola so zavrle rast in pkego hlapnih fenolov, nizke
koncentracije pa so delovale ravno nasprotno. 2,6t&aol je spodbudil izrazanje gena
KKD (kodira kumarat-dekarboksilazo) kvasoukebruxellensis, kar pa se je odrazilo tudi v
poveani produkciji hlapnih fenolov.
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7.2 SUMMARY

Contamination of wine with yeafiekkera bruxellensis during vinification results in the
synthesis of unpleasant flavours. Sensory charadtéihese flavours is made up of the
smells of mouse urine, horse sweat and disinfextdime main components responsible for
the production of unpleasant flavours in wines \askatile phenols, namely, vinyl- and
ethyl- phenols. Wine aroma is strongly affectedniigrobial interactions between wine
microorganisms. Some examples of such interactams neutralism, commensalism,
mutualism/synergism, amensalism or antagonism aowhpetition. Therefore, it is
important to study and understand the dynamich@tynthesis of volatile phenols during
mixed cultures of yeasi3. bruxellensis andSaccharomyces cerevisiae.

During this study, we have developed a membramadeter, which allows us to separate
two different types of yeast cells during wine femtation. The permeable membrane
allows for a free exchange of metabolites betwéentwo yeasts, however the yeast cells
remain separate during the incubation. With thipasation of yeast cultures we can
consistently measure the impact of a certain typgeast on the metabolism of other
yeasts and on the final aromatic profile of winartRermore, we have developed a high-
performance liquid chromatography method for thiecteon and quantification of volatile
phenols. This method enables us to determine 4pheyol, 4-vinylguaiacol, 4-
ethylphenol and 4-ethylguaiacol. We have also dpexl a reverse transcription
polymerase chain reaction protocol for measurirglétvel of expression of genes that are
important for the synthesis of volatile phenols.

We have shown that the presence of y&adiruxellensis has a major impact on the final
aromatic profile of wine. Transcriptomic analysiashshown that during the separated
cultures both yeasts are competing for oxygenuswibntaining vitamins and amino acids.
This competition has led to a lack of nutrientstive separated cultures, which has
consequently affected the overall aromatic profig wine. Competition for
hydroxycinnamic acids has led to a decline in thedpction of ethyl phenol and the
competition for oxygen has led to increased regtacitonditions, which favour the
production of ethyl esters and short chain fatigsc

In addition to microbial competition, wine aroma swvalso influenced by vinyl phenol
precursors. Vinyl phenols have proven to be cytict@nd have shown to inhibit the
growth and the production of ethyl phenols by ydasbruxellensis. Analysis of gene
expression revealed that the genes encoding foryl viphenol reductase and
coumaratalecarboxylase are strongly stimulated by vinyl @hgmecursors. This indicates
the importance for their rapid detoxification.

High concentrations of ethanol inhibited the growatid the production of volatile phenols.
However, low concentrations stimulated the exposf geneKKD (encodes for a
coumaric acid decarboxylase) and consequently penndhe production of volatile
phenols.
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PRILOGE
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Priloga Al: Umeritvena krivulja za ddlibev koncentracije glukoze. Vrednosti v g/L so hiledobljene s
tekatinsko kromatografijo visoke tdjivosti.
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Priloga A2: Umeritvena krivulja za daiitev koncentracije fruktoze. Vrednosti v g/L soebpridobljene s
tekatinsko kromatografijo visoke tdjivosti.

60 -
y=02177x + 0,7407
50 1 R2 = 0,9777

L d

40 - *

30 A -

Etanol [g/L]

20 4

0 . . . : . : . : . )
25 45 65 85 105 125 145 165 185 205 225

Powsina [m*V/min]
Priloga A3: Umeritvena krivulja za dalibev koncentracije etanola. Vrednosti v g/L so hpkedobljene s
tekatinsko kromatografijo visoke tdjivosti.




Janez K. Vpliv meSane fermentacije kvas@vkerevisiae in D. bruxellensis na biosintezo aromatskih snovi
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, 2014

45 -
40 | y = 0.1465x - 1.5897 he
R2 = 0.9863

35
30 A
25 A
20
15 4
10 4
54
0 T T T T T ]
25 75 125 175 225 275 325
Powsina [m*V/min]

Priloga A4: Umeritvena krivulja za dalibev koncentracije glicerola. Vrednosti v g/L sdebpridobljene s
tekatinsko kromatografijo visoke tdjivosti.
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Priloga A5: Umeritvena krivulja za dalitev koncentracije 4-etilfenola. Vrednosti v mg/h Isile pridobljene
s tek@insko kromatografijo visoke fdjivosti.
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Priloga A6: Umeritvena krivulja za dalitev koncentracije 4-etilgvajakola. Vrednosti v mgéo bile
pridobljene s tek&ginsko kromatografijo visoke tdjivosti.
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Priloga A7: Umeritvena krivulja za dalitev koncentracije 4-vinilfenola. Vrednosti v mg/ko bile
pridobljene s tek&ginsko kromatografijo visoke tdjivosti.
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Priloga A8: Umeritvena krivulja za dalibev koncentracije 4-vinilgvajakola. Vrednosti v fgso bile
pridobljene s tekiinsko kromatografijo visoke &djivosti.
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Priloga B1: Kopéenje hlapnih estrov, visjih alkoholov, nta®nih kislin in organskih kislin po 22 urah
fermentacije z umetnim moStom MS300, ki smo ga uhiokli z membransko keno ali ¢isto kulturo
kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis. Vse vrednosti so izraZzene v mg/L + standardnaadga. Metaboliti
katerih koncentracija je pod mejo detekcije, soadeni z "nd".

22 ur
[mg/L] S. cerevisiae D. bruxellensis :\/I?mbransko
ocena kultura

Etil-izobutirat nd nd nd

Etilpropionat nd nd nd

Etilbutirat nd nd nd

Etil-izovalerat nd nd nd

Etilcinamat 0,0024 + 0,0002 0,0010 + 0,0002 0,06120001
Etil-fenil-acetat nd nd nd
Etil-laktat 0,231 + 0,092 0,055 + 0,004 0,274 +120
Dietilsucinat nd nd nd
Etilheksanoat nd nd 0,015 + 0,007
Etil-2-metil-butirat nd nd nd
Etilvalerat nd nd nd
Etiloktanoat 0,0031 + 0,0005 nd 0,004 + 0,0004
Etildekanoat 0,0004 + 0,0002 nd 0,0009 + 0,0003
Etildodekanoat nd nd 0,0005 + 0,0003
Etilheptanoat nd nd nd
Propilacetat 0,0008 + 0,0011 nd 0,0014 + 0,0006
Butilacetat 0,0006 + 0,0008 nd 0,0012 + 0,0003
Izoamil-acetat 0,026 + 0,007 nd 0,035 + 0,006
2-fenil-etil-acetat 0,043 + 0,002 nd 0,051 + 0,002
Izobutil-acetat nd nd nd
Heksanol 0,016 + 0,001 0,016 + 0,004 0,012 + 0,001
2-metil-1-butanol 0,78 +0,18 0,013 + 0,007 0,79,89
Izoamil-alkohol 6,19 £ 0,26 nd 7,01 2,22
2-feniletanol 4,88 +0,92 0,066 = 0,006 4,74 +0,36
Izobutanol 2,28 +0,38 0,024 + 0,005 1,959 £ 0,799
Izovalerna kislina 0,073 £0,001 0,024 £ 0,004 98, 0,013
Heksanojska kislina 0,417 £ 0,099 0,015 + 0,002 578,£ 0,018
Oktanojska kislina 0,293 £ 0,047 0,028 + 0,005 102,% 0,017
Dekanojska kislina 0,152 + 0,006 0,132 + 0,003 06,2 0,004
Dodekanojska kislina nd nd 0,055 + 0,001
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Priloga B2: Kopéenje hlapnih estrov, visjih alkoholov, nta®nih kislin in organskih kislin po 92 urah
fermentacije z umetnim moStom MS300, ki smo ga uhiokli z membransko keno ali ¢isto kulturo
kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis. Vse vrednosti so izraZzene v mg/L + standardnaadga. Metaboliti
katerih koncentracija je pod mejo detekcije, soadeni z "nd".

92 ur
[mg/L] S. cerevisiae D. bruxellensis II\/I?mbransko
o¢ena kultura
Etil-izobutirat 0,020 + 0,005 nd 0,033 + 0,003
Etilpropionat 0,062 + 0,001 nd 0,081 + 0,002
Etilbutirat 0,076 + 0,002 nd 0,096 + 0,008
Etil-izovalerat 0,0026 + 0,0001 nd 0,0058 + 0,0002
Etilcinamat 0,0051 + 0,0001 0,0016 + 0,0003 0,08400001
Etil-fenil-acetat 0,0013 +0,0002 nd 0,0030 + @DO
Etil-laktat 6,62 +0,82 0,075 + 0,003 6,16 £ 0,11
Dietilsucinat 0,0090 + 0,0012 nd 0,025 + 0,005
Etilheksanoat 0,159 + 0,007 nd 0,155 + 0,014
Etil-2-metil-butirat nd nd 0,002 + 0,0003
Etilvalerat 0,0008 + 0,0001 nd 0,0012 + 0,0002
Etiloktanoat 0,1279 +0,0128 nd 0,0879 + 0,0017
Etildekanoat 0,0495 + 0,0010 0,00052 + 0,00001 17080,0091
Etildodekanoat 0,0187 + 0,0098 nd 0,0116 + 0,0032

Etilheptanoat 0,0015 + 0,0001 nd 0,0014 + 0,0001
Propilacetat 0,0236 + 0,0060 nd 0,0238 + 0,0024
Butilacetat 0,0029 + 0,0003 nd 0,0038 + 0,0001
Izoamil-acetat 0,965 + 0,030 nd 1,128 + 0,096
2-fenil-etil-acetat 0,264 + 0,003 nd 0,213 +£0,017
Izobutil-acetat 0,105 + 0,002 nd 0,082 + 0,006
Heksanol 0,017 £ 0,002 0,019 +£ 0,001 0,018 £ 0,001
2-metil-1-butanol 8,72 +0,27 0,021 + 0,001 6,99, #1
Izoamil-alkohol 231,2+6,9 0,25+ 0,03 241,3 +96,
2-feniletanol 29,02+2,31 0,147 + 0,005 26,16944,
Izobutanol 45,23 + 3,49 0,030 + 0,001 33,186 H£9,1
Izovalerna kislina 0,420 £ 0,011 0,155 + 0,005 70,% 0,082
Heksanojska kislina 1,98 + 0,12 0,068 + 0,004 20011
Oktanojska kislina 1,141 £ 0,018 0,072 £ 0,001 9@,9 0,001
Dekanojska kislina 0,710 + 0,038 0,137 £ 0,001 00,5 0,007
Dodekanojska kislina 0,340 + 0,003 nd 0,272 60,0
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Priloga B3: Koptenje hlapnih estrov, visjih alkoholov, n¢abnih kislin in organskih kislin po 144 urah
fermentacije z umetnim moStom MS300, ki smo ga uhiokli z membransko keno ali ¢isto kulturo
kvasovkS. cerevisiae in D. bruxellensis. Vse vrednosti so izraZzene v mg/L + standardnaadga. Metaboliti
katerih koncentracija je pod mejo detekcije, soadeni z "nd".

144 ur
[mg/L] S. cerevisiae D. bruxellensis ll\/lf:mbransko
oéena kultura
Etil-izobutirat 0,024 + 0,004 nd 0,062 + 0,006
Etilpropionat 0,082 £ 0,001 nd 0,089 + 0,001
Etilbutirat 0,093 + 0,006 nd 0,117 £ 0,005
Etil-izovalerat 0,0040 + 0,0007 nd 0,0128 + 0,0002
Etilcinamat 0,0039 + 0,0007 0,0025 + 0,0001 0,08900004
Etil-fenil-acetat 0,0012 + 0,0002 nd 0,0078 + @A0
Etil-laktat 8,06 + 0,54 0,104 + 0,013 8,69 +0,35
Dietilsucinat 0,021 £ 0,001 nd 0,053 £ 0,003
Etilheksanoat 0,157 £ 0,002 nd 0,151 £ 0,002
Etil-2-metil-butirat nd nd 0,0035 + 0,0004
Etilvalerat 0,0015 + 0,0001 nd 0,0018 + 0,0003

Etiloktanoat
Etildekanoat
Etildodekanoat
Etilheptanoat
Propilacetat
Butilacetat
Izoamil-acetat
2-fenil-etil-acetat
Izobutil-acetat
Heksanol
2-metil-1-butanol
Izoamil-alkohol
2-feniletanol
Izobutanol
Izovalerna kislina
Heksanojska kislina
Oktanojska kislina
Dekanojska kislina
Dodekanojska kislina

0,0469 + 0,0257
0,0045 £ 0,0005
0,005nd,0001
0,0011 + 0,0003
0,0236 + 0,0002
0,0029 + 0,0002
1,063 + 0,039
0,199 £ 0,014
0,115 + 0,001
0,020 £ 0,001
10,25 + 0,36
344,4 £ 13,6
32,29 £ 2,05
55,97 £0,21
0,447 £ 0,044
1,61+0,11
0,672 £0,016
0,348 + 0,013
0,150 * 0,005

0,0047 +0,0003
0,00202 + 0,0009
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,022 + 0,001
0,041 + 0,008
0,59 +0,20
0,325 + 0,076
0,056 + 0,009
0,360 + 0,016
0,346 +£ 0,023
0,243 £ 0,042
0,153 + 0,009
nd

0,08080196

(1040,0023
0,0075 £ 0,0045
0,0017 £ 0,0002
0,0207 £ 0,0006
0,0030 + 0,0006
1,155 + 0,080
0,217 £ 0,019
0,074 + 0,009
0,022 + 0,002
10+07,26
314,3 £93
38,5882,
40,944 92,3
714®,03

22910
76,8 0,015
16,4 0,001
0,152 68,0
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Priloga C1: Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
PAD1 kvasovkesS. cerevisiae. Na ordinati so predstavljene vrednostina abscisi pa logaritmirane vrednosti
koncentracij RNA. Glede na naklon krivulje (-3,3948no izr&unali Wwinkovitost pomnozevanija, ki je
znaSala 97,1 %. Prikazane so pov¢peevrednosti treh ponovitev.
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Priloga C2: Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
TEF1 kvasovkeS. cerevisiae. Na ordinati so predstavljene vrednostina abscisi pa logaritmirane vrednosti
koncentracij RNA. Glede na naklon krivulje (-3,409%8mo izr&unali winkovitost pomnoZzevanja, ki je
znaSala 96,8 %. Prikazane so po¥peevrednosti treh ponovitev.
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Priloga C3: Umeritvena krivulja logaritmiranih vieakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
ACT1 kvasovkeS. cerevisiae. Na ordinati so predstavljene vrednostina abscisi pa logaritmirane vrednosti
koncentracij RNA. Glede na naklon krivulje (-3,427&mo izr&unali Wwinkovitost pomnozevanija, ki je
znaSala 95,8 %. Prikazane so pov¢pesvrednosti treh ponovitev.
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Priloga C4: Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
FDCL1 kvasovkeS. cerevisiae. Na ordinati so predstavljene vrednostina abscisi pa logaritmirane vrednosti
koncentracij RNA. Glede na naklon krivulje (-3,4318mo izr&unali winkovitost pomnozevanja, ki je
znaSala 95,6 %. Prikazane so po¥peevrednosti treh ponovitev.
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Priloga C5: Umeritvena krivulja logaritmiranih visakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
18S rRNA kvasovkeS cerevisiae. Na ordinati so predstavljene vrednosti ma abscisi pa logaritmirane
vrednosti koncentracij RNA. Glede na naklon krieu{j3,4769) smo iztainali Wwinkovitost pomnozZevanja,
ki je znaSala 93,9 %. Prikazane so po¥peavrednosti treh ponovitev.
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Priloga C6: Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
TEF1 kvasovkeD. bruxellensis. Na ordinati so predstavljene vrednosti ©a abscisi pa logaritmirane
vrednosti koncentracij RNA. Glede na naklon krieu(j3,4197) smo iztanali Wwinkovitost pomnozZevanja,
ki je znaSala 96,1 %. Prikazane so po¥peavrednosti treh ponovitev.
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Priloga C7: Umeritvena krivulja logaritmiranih vimeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
18S rRNA kvasovkeD. bruxellensis. Na ordinati so predstavljene vrednostira abscisi pa logaritmirane
vrednosti koncentracij RNA. Glede na naklon krieu{j3,4304) smo iztainali Wwinkovitost pomnoZevanja,
ki je znaSala 95,7 %. Prikazane so po¥peavrednosti treh ponovitev.
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Priloga C8: Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
VPR kvasovkeD. bruxellensis. Na ordinati so predstavljene vrednosti ma abscisi pa logaritmirane
vrednosti koncentracij RNA. Glede na naklon krieu{j3,4005) smo iztainali Wwinkovitost pomnozZevanja,
ki je znaSala 96,8 %. Prikazane so po¥peavrednosti treh ponovitev.
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Priloga C9: Umeritvena krivulja logaritmiranih vmeakti koncentracije RNA (5x rédvena vrsta) za gen
KKD kvasovkeD. bruxellensis. Na ordinati so predstavljene vrednosti ©a abscisi pa logaritmirane
vrednosti koncentracij RNA. Glede na naklon krieu{j3,4515) smo iztainali Wwinkovitost pomnozZevanja,
ki je znaSala 94,9 %. Prikazane so po¥peavrednosti treh ponovitev.
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Priloga C10: Umeritvena krivulja logaritmiranih dmosti koncentracije RNA (5x réitvena vrsta) za gen
ACT1 kvasovkeD. bruxellensis. Na ordinati so predstavljene vrednosti ta abscisi pa logaritmirane
vrednosti koncentracij RNA. Glede na naklon krieu}3,476) smo izkanali Wwinkovitost pomnozevanja, ki
je znaSala 93,9 %. Prikazane so povpeevrednosti treh ponovitev.
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Priloga D: Razporeditev 77 pozitivno izrazenih slaiiptov kvasovkes. cerevisiae glede na njihovo stopnjo
izrazenosti v . membransko ¢leni fermentaciji s kvasovk®. bruxellensis proti ¢isti kulturi kvasovkeS
cerevisiae.

ORF Ime gena  BioloSki proces IzraZzanje
YGR122W Katabolizem jedrne mRNA 2,003387
YGLO74C Nepoznan 2,019631
YHR146W CRP1 Nepoznan 2,026755
YPR0O92W Nepoznan 2,030897
YOR146W Nepoznan 2,059946
YDR374C Nepoznan 2,063768
YLR458W Nepoznan 2,067228
YMR252C Nepoznan 2,079616
YDR218C SPR28 Tvorba askospor 2,09704
YOL101C 1ZH4 Metabolizem lipidov 2,121856
YGL184C STR3 Biosinteza Metionina 2,126879
YGRO55W MUP1 Transport Zveplo-vsebujih aminokislin 2,155996
YKRO053C YSR3 Biosinteza sfingolipidov 2,165481
YBR209W Nepoznan 2,179878
YDRO024W FYvi Nepoznan 2,18501
YLR445W GMC2 Mejoza 2,192583
YMLO66C SMVA2 Ukrivljanje membrane spor 2,244313
YLR225C Nepoznan 2,250571
YJR038C Nepoznan 2,252378
YLR162W Nepoznan 2,259015
YGL261C PAU11 Nepoznan 2,283375
YDL210W UGA4 Transport gama-aminobutirata 2,292107
YPRO0O2C-A Nepoznan 2,296816
YNRO42W Nepoznan 2,333238
YDR492W 1ZH1 Metabolizem lipidov 2,342605
YJL152W Nepoznan 2,378196
YJL150W Nepoznan 2,37842
YPR136C Nepoznan 2,39134
YFLO32W Nepoznan 2,396052
YFLO12W-A Nepoznan 2,42458
YMR107W SPG4 Nepoznan 2,427474
YLR282C Nepoznan 2,441506
YDL221W Nepoznan 2,443261
YGR088W CTT1 QOdziv na reaktivne kisikove radikale 2,453696
YGR294W PAU12 Nepoznan 2,462803
YOLO14W Nepoznan 2,522767
YBLO31W SHE1L PodaljSanje mitotskega vlakna 2,536567
YDR488C PAC11 Microtubularni proces 2,587218
YJLO50W MTR4 Procesiranje primarnih transkriptov 35S 2,616482
YLRO31W Nepoznan 2,641941
YLR366W Nepoznan 2,643163
YGL188C Nepoznan 2,736374
YDR360W OPI7 Nepoznan 2,824081
YJL106W IME2 Aktivacija mejoze 2,831961
YKL202W Nepoznan 2,854607
YOLO035C Nepoznan 2,87409

»se nadaljuje«
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»Nadaljevanje priloge D: Razporeditev 77 pozitive@Zenih transkriptov kvasovke cerevisiae glede na
njihovo stopnjo izrazenosti v membranskddni fermentaciji s kvasovkD. bruxellensis proti ¢isti kulturi
kvasovkeS. cerevisiae.«

Ime

ORF gena BioloSki proces IzraZanje
YPL282C PAU22 Nepoznan 2,883456984
YHLOO5C Nepoznan 2,903033459
YOR394W PAU21 Nepoznan 2,948233928
YGR139W Nepoznan 2,956045242
YMRO006C PLB2 Metabolizem glicerofosfolipidov 3,022619756
YJL223C PAU1  Nepoznan 3,033185014
YIR041W PAU15 Nepoznan 3,034071323
YCR104W PAU3 Nepoznan 3,105004803
YIL176C PAU14 Nepoznan 3,107712406
YBR301W PAU24 Nepoznan 3,111914667
YCLO024W KCC4 S septini nadzorovana kontrolngka 3,1504622
YMLO47W-A Nepoznan 3,312851304
YALO34C-B Nepoznan 3,411025287
YJR120W Transport sterolov 3,500562342
YFL019C Nepoznan 3,527445639
YMR245W Nepoznan 3,530501427
YPR121W THI22  Biosinteza tiamina 3,561995021
YLRO37C PAU23 Nepoznan 3,568764
YGLO15C Nepoznan 3,573135439
YELO49W PAU2  Nepoznan 3,624694737
YAR020C PAU7  Nepoznan 3,948309954
YFL020C PAU5  Nepoznan 4,26344457
YCL023C Nepoznan 4,412818775
YHLO045W Nepoznan 4,50896809
YNL120C Nepoznan 5,172033967
YLLO25W PAU17 Nepoznan 5,285465361
YPLO73C Nepoznan 5,614866806
YFLO58W THIS Biosinteza tiamina 6,343616252
YNL332W THI12 Biosinteza tiamina 6,436201528
YDL244W THI13  Biosinteza tiamina 7,651520676

YJR156C THI11  Biosinteza tiamina 7,871753259
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a)
[5] 22h 92 h 144 h 187 h 22h 92h 144 h 187 h 22h 92h 144 h 187 h [s]
i lo¢ena lo¢ena locena locena Cista dcista Cista cista lo¢ena loc¢ena locena loc¢ena
kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura
;: 7 Scl Scl Scl Scl Scl Scl Scl Scl S22 S22 S Sc2 o
86 — - 66
| 61— - 64
62 — -62
60 — - 60
s8 - -5a
56 — -55
54— -54
52— -52
4,000 - 50— =58
48 — -48
46 — — 46 255 rRNA
44 — - 44
dn - Ne— S 4_185rRNA
40 — -40
R — -3
36— -%
2000~ 54 — 34
Do e— £
30 - -m
28— -28
1000 2~ [ — — (S I ) — - 2
24 —24
22— -2
20 - -20
18- -18
(% 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
[s] 22h 92 h 144 h 187 h 22h 92 h 144 h 187 h 22h 92 h 144h 187h [s]
M Cista Cista  dista Cista lo¢ena locena locena locena ¢ista  cista dcista cista
kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura kultura
;g: Sc2 S22 Sc2 Sc2 Sc3 Sc3  Sc3 Sc3 Sc3 Sc3  Sc3 Sc3 i;g
66 — ~ 66
B4 — - 64
= 62 — - 62
60 — - 60
58 — -58
56 — -6
54 — -54
52— -52
4 90 — — —so
s 48 — —43
46 — —-45
44 — - 44
42 | — u 42
40— -40
T -33
36— -3
2,000~ 34— -3
Do — 2k
30 - -30
®x-= -28
26— — L — —26
L000= — 24
22— -22
20 - -20
18— -18
L 1 z 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Priloga E: Elektroforezna analiza celokupne molek®®NA na gelu mikrofluidne aparature Agilent
2100 Bioanalyzer. Analiza kvalitete celokupne RNaAlirane iz¢istih in membransko k@nih fermentacij
kvasovk S cerevisiae in D. bruxellensis z mikrofluidno aparaturo Agilent 2100 Bioanalyz&NA smo
izolirali izklju¢no iz biomase, ki je bila pridobljena iz tiste siranembranskega bioreaktorja, ki je vseboval
samo kvasovk®&. cerevisiae. Vzorci RNA so bili izolirani po 22, 92, 144 in 1&rah fermentacije. Na slikah
a) in b) so analizirani vsi uporabljeni vzorci (el ponovitvah), ki smo jih uporabili za transkadptsko
analizo na DNA mikromrezah. Na slikah a) in b) siaeni 18S in 25S ribosomalni podenoti izolirane
RNA.
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a)
HCK HCK HCK etOH etOH etOH VP VP VP HCK HCK  HCK
Scl  S5c2 S5c3  Scl Sc2 Sc3 Scl 5¢c2 SC3 Db1 Db2 Db3
.« 255 ITRNA
3KDD s RS — ] < 5 Ria
1kbp — :

VP VP VP HCK HCK HCK  etOH etOH etOH VP VP VP
Dbl Db2 Db3 Mix1T Mix2 Mix3 Mix1 Mix2 Mix3 Mixl Mix2 Mix3 M

c)
etOH etOH etOH
Dbl Db2 Db3

< 3 kbp

.‘_1kbp

Priloga F: Agarozna gelska elektroforeza za andlimditete celokupne molekule RNA. Z elektroforezno
analizirali kvaliteto celokupne RNA izolirane &stih in meSanih fermentacij kvasovk cerevisiae in D.
bruxellensis z agarozno gelsko elektroforezo. RNA smo izoliralibiomase meSanih fermentacij in iz
biomase fermentacij &sto kulturo kvasoviS. cerevisiae in D. bruxellensis. Vzorci RNA so bili izolirani po
50 urah fermentacije. Na slikah a), b) in c) soliaimani vsi uporabljeni vzorci (v treh ponovitvahii smo
jih uporabili za analizo izrazanja genov z metod@RPRC. Na slikah a), b) in c) sta ozfeni 18S in 25S
ribosomalni podenoti izolirane RNA. M: molekulaninaevalec dolzin 100-10000 bp.
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Priloga G: Fotografije fermentacij v membranskitoreiaktorjin sestavljenih iz dveh predelov. Slika a)
prikazuje inkubacijo na magnetnih plad v stresalniku INFORS pri temperaturi 22; slika b) pa
fermentacijo v membranskem bioreaktorju tik predrienjem.



