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Al Uporaba nanotehnologije v industriji vedno bolj narasc¢a in kaze velik potencial v
prihodnosti. Uporaba le-te je mogoca tudi na podrodju vinarstva. Izdelali smo
postopek priprave magnetiziranih kvasovk za uporabo v primarni in nato v sekundarni
fermentaciji vina. Magnetne nanodelce Zelezovega oksida maghemita, ki so izkazovali
pozitiven elektri¢ni naboj, smo absorbirali na kvasovke, ki so izkazovale negativni
elektricni naboj. V primarni in sekundarni fermentaciji smo preverili Kinetiko
metabolizma magnetiziranih kvasovk Saccharomyces bayanus. Ob tem smo ugotovili,
da prihaja do kvalitativnih sprememb v produkciji etanola in glicerola, ter porabi
sladkorjev tekom alkoholne fermentacije. Nastajanje EtOH in glicerola je pocasnejSe
in manj$e, poraba glukoze in fruktoze pa zmanj$ana. Razlike so tudi v nastajanju
organskih kislin, predvsem mlecne, ki je zastopana v manjsih koncentracijah, tako v
primarni, kot v sekundarni alkoholni fermentaciji. Ugotovili smo, da imajo v primarni
alkoholni fermentaciji magnetni nanodelci vpliv na dihanje, v sekundarni alkoholni
fermentaciji pa nimajo vpliva na nastajanje tlaka v steklenici. Analiza kovin je
pokazala vi§jo vsebnost Zeleza v vzorcih, kjer so bile dodane kvasovke z magnetnimi
nanodelci. Najvi§ja vsebnost zeleza je bila v vzorcu, kjer je bilo masno razmerje
kvasovke in magnetni nanodelcil:3. S SEM in TEM analizo smo potrdili ugotovitev,
da se magnetni nanodelci zelezovega oksida adsorbirajo na povrsino kvasovk, vendar
pa je kemijska analiza pokazala, da se tekom sekundarne fermentacije raztapljajo, zato
ti nanodelci niso primerni za uporabo v tehnologiji penecih vin.
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Al Application of nanotechnology in industry is increasing and shows great potential in the
future. Using the latter is also possible in the wine sector. We developed a method of
preparing magnetized yeast for use in the primary and then in the secondary
fermentation of wine. Magnetic nanoparticles of iron oxide maghemite, which showed
a positive electric charge, were absorbed in yeast, which showed a negative electric
charge. In the primary and secondary fermentation kinetics of metabolism was tested
magnetized yeast Saccharomyces bayanus. At the same time, we found that there is a
qualitative change in the production of ethanol and glycerol, and use of sugars during
the alcoholic fermentation. Production of ethanol and glycerol is slower and less
consumption of production of glucose and fructose is reduced. There are also
differences in the formation of organic acids, in particular milk, which is present in
small concentrations, both in the primary as in the secondary alcoholic fermentation.
We have found that the primary alcoholic fermentation magnetic nanoparticles effect
on respiration in a secondary alcoholic fermentation, but have no effect on the
formation of pressure in the bottle. Analysis of the metals showed a higher content of
iron in the samples, which were added to the yeast with magnetic nanoparticles. The
maximum content of iron was in the sample, where the ratio by weight of the yeast
and the magnetic nanoparticles 1:3. The SEM and TEM analysis, we confirmed the
finding that magnetic iron oxide nanoparticles adsorbed on the surface of yeast cells,
but chemical analysis showed that during the secondary fermentation dissolve, so
these nanoparticles are not suitable for use in the technology of sparkling wines.
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1UvOoD

Vinarstvo je gospodarska dejavnost, ki so jo ljudje poznali Ze pred tisocletji. Biokemijski
procesi v mostu in vinu so zelo zapleteni in zahtevajo posebno pozornost med pridelavo
vina. Napredek strmi k ¢im boljsi kakovosti vina, vendar na kakovost vina vpliva veliko
parametrov, kot so temperatura, klima, tla, lega, itd. Kakovost vina je odvisna tudi od
kakovosti grozdja, zato je Se posebej pomembna skrb za vinsko trto, na kateri raste
grozdje. Prav tako pa velik pecat v kakovosti grozdja daje vinogradniska tehnologija. Vina
posameznih sort se v razlicnih okoljih razlikujejo med seboj po glavnih sestavinah in
organolepti¢nih lastnostih (Bavcar, 2006).

Kvasovke so netaksonomska kategorija gliv, definirana z ozirom na morfoloske in
fizioloske znacilnosti. So filogenetsko razlicna skupina organizmov in pripadajo dvema
glavnima taksonomskima skupinama, in sicer Ascomycota in Basidiomycota. Kvasovke se
nespolno praviloma razmnoZujejo z brstenjem oziroma nekatere s cepljenjem. V
anaerobnih razmerah metabolizirajo Stevilne sladkorje, medtem, ko imajo v anaerobnih
razmerah sposobnost fermentacije samo nekatere vrste. Nekatere izjeme med kvasovkami
so lahko patogene (Raspor, 1996).

V sedanjem casu je zelo veliko povprasevanja po peneCih vinih. Zasluga za to gre
predvsem proizvajalcem penecih vin, ki promovirajo svoja vina kot nekaj aristokratskega.
Nekoc je bilo penece vino tako namenjeno le visjim slojem, v sedanjem Casu pa so najvecji
porabniki penecega vina ljudje srednjega sloja. Sredi 19. stoletja so se peneca vina
priblizala tudi Zenskam, Ceprav je do takrat veljalo, da je vino le v domeni moskih, v
sedanjem c¢asu pa se pojavlja kot tipi¢na pijata ob pomembnejSem dogodku (Bav¢ar, 2006;
Sikovec, 1996).

Nanotehnologija je nov pristop k razumevanju in obvladovanju lastnosti snovi v
nanometrskem merilu. Te snovi pridobijo nove fizikalne in kemijske lastnosti, ¢e je delec
manj$i od 100 nm, kar je 107 m. Skupke tak$nih materialov imenujemo nanodelci.
Nanotehnologija se uporablja na razlicnih podroc¢jih, od prehrane, kemije, inZenirstva in
vse do medicine. Magnetni nanodelci so postali tehnolosko izjemno pomembni s splo§nim
razvojem nanotehnologije. Med drugim se lahko uporabljajo za pripravo magnetnih
tekocin, v biomedicini in biotehnologiji. Njihova prednost je ta, da na nanodelce lahko
vplivamo s pomocjo magnetnega polja ali pa jih na daljavo zaznamo preko njihovih
magnetnih lastnosti. Eden od primerov je magnetna separacija, kjer na magnetne nanodelce
selektivno veZzemo dolocene biotehnoloske produkte in jih nato izlo¢imo iz meSanice s
pomocjo magnetnega polja (Remskar, 2009).

Pri magnetnih materialih so pomembne predvsem snovi, pri katerih pride do interakcij med
magnetnimi atomi, ki povzrocijo, da se magnetni momenti posameznih atomov na ve¢jem
podro¢ju spontano usmerijo v isto smer. Take snovi imenujemo feromagnetne snovi.
Tipi¢ne feromagnetne snovi so kovine Fe, Ni, Co in njihove zlitine in nekateri zmesni
oksidi, kot so feriti (Zelezova oksida maghemit (y-Fe2Oz) in magnetit (FesOs), kobaltov
ferit (CoFe204)) (Thanh, 2012).

Tipi¢na uporaba magnetnih delcev je v magnetni separaciji. Magnetna separacija se lahko
uporablja za na primer lo¢evanje produktov biotehnoloskih procesov. Magnetne delce
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zmeSamo z mesSanico razli¢nih molekul, na povrSino delcev se selektivno veze molekula
produkta, ki jo nato iz meSanice magnetno izlo¢imo. Za magnetne delce, ki se uporabljajo
Vv magnetni separaciji se pogosto uporablja izraz magnetni nosilci (Hafeli in sod., 1997).

Razen razli¢cnih molekul, lahko magnetno izloCamo tudi Zzive celice. Primer uporabe
magnetne separacije zivih celic je opisan v diplomskem delu Suzane Boskovi¢, z naslovom
Uporaba magnetnih nanodelcev za separacijo kvasovk Saccharomyces cerevisiae v
alkoholni fermentaciji. V omenjeni literaturi so uporabili magnetne nanodelce za
sedimentacijo odmrle biomase vinskih kvasovk Saccharomyces cerevisiae. Magnetne
nanodelce, prevlecene z amorfnim slojem silicijevega dioksida in z modificirano povrsino,
Ki je izkazovala pozitiven povrsinski elektricni naboj, so uspeli elektrostatsko vezati na
povrsino kvasnih celic, ki izkazujejo negativen elektri¢ni naboj (Boskovi¢, 2010). Zaradi
absorbiranih magnetnih nanodelcev so se kvasovke odzivale na magnetno polje, kar je
omogocilo ucinkovito separacijo kvasne biomase.
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1.1 CILJ RAZISKOVALNE NALOGE

Naloga in cilj predlozene Studije je izogniti se zamudnemu in dragemu ro¢nemu delu ter
skrajSati Cas potreben za sedimentacijo izrabljene kvasne biomase v grlo steklenice med
proizvodnjo peneCega vina. Z ozirom na cilje raziskav bo naloga reSena po originalnem
postopku, ki omogoca izlocanje kvasne biomase z uporabo magnetnih delcev. Kvasovke
izpostavimo magnetnim delcem v tekoCem mediju v procesu, ki ga bomo zaradi
enostavnosti v nadaljevanju imenovali »namagnetenje«, po revitalizaciji kvasovk pred
sekundarno fermentacijo. Magnetni delci se ireverzibilno absorbirajo na povrsine vinskih
kvasovk. Kvasovke z magnetnimi delci na povrSini (izrabljeno kvasno biomaso) iz penine
izlo¢imo z uporabo zunanjega magnetnega polja.

Namen dela je $tudij vpliva magnetizacije kvasnih celic in preucitev, kako magnetni delci
vplivajo na fiziologijo kvasovk in Kinetiko biosinteze v alkoholni fermentaciji grozdnega
mosta in preveriti obstojnost magnetnih nanodelcev v vinskih medijih v vseh delih
produkcijske faze, kar potrjujejo kemijske (HPLC) analize ter analize biomase z opti¢no in
elektronsko mikroskopijo (SEM, TEM).

Namen dela je bil predvsem raziskati vpliv magnetnih nanodelcev Zelezovega oksida na
kinetiko fermentacije. Delo je bilo zasnovano iz treh vecjih sklopov.

Namen prvega sklopa je bil pripraviti kvasovke z absorbiranimi magnetnimi nanodelci
(namagnetene kvasovke). V prvem sklopu je bilo potrebno optimizirati proces
namagnetenja tako, da je bila ¢im vecja koncentracija nanodelcev kar se da homogeno
porazdeljena na povrsini kvasovk.

V drugem sklopu je bil namen ugotoviti, kako namagnetene kvasovke z razli¢nim masnim
razmerjem magnetni nanodelci (MD-APS): kvasovke, vplivajo na potek primarne
alkoholne fermentacije. Hoteli smo ugotoviti, ¢e obstaja razlika v poteku alkoholne
fermentacije z namagnetenimi kvasovkami v primerjavi z neobdelano Kkulturo
Saccharomyces bayanus, ter ¢e magnetni nanodelci vplivajo na kemijsko sestavo vina.

V tretjem sklopu je bil namen ugotoviti, kako namagnetene kvasovke z razlicnim masnim
razmerjem magnetni delci (MD-APS): kvasovke vplivajo na potek sekundarne alkoholne
fermentacije. Hoteli smo ugotoviti, ¢e obstaja razlika v poteku sekundarne alkoholne
fermentacije z namagnetenimi kvasovkami v primerjavi z neobdelano kulturo
Saccharomyces bayanus in ali se ob tem spremeni kemijska sestava penine. Poleg tega smo
opazovali obstojnost magnetnih nanodelcev med sekundarno fermentacijo.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Nase delovne hipoteze so:

e Najprimernej$i nacéin priprave kvasovk obdanih z magnetnimi nanodelci je
namagnetenja z intenzivnim mesanjem suspenzije kvasovk in suspenzije magnetnih
nanodelcev.

e V primarni in sekundarni fermentaciji magnetni nanodelci vplivajo na kinetiko
alkoholne fermentacije.

e Magnetni nanodelci vplivajo na sproS¢anje CO2 v primarni in sekundarni
fermentaciji.

e Magnetni nanodelci vplivajo na koncentracijo Kislin, ki so zastopane v primarni in
sekundarni fermentaciji.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KEMIUSKA SESTAVA VINA

Kemijska sestava vina se lahko zelo spreminja, saj je odvisna od Stevilnih dejavnikov.
Vino je izredno kompleksna pijaca. Pri kemijski analizi morajo biti posamezne kemicne
sestavine v vinu v okviru zakonsko predpisanih vrednosti (Bav¢ar, 2006).

211 Voda

Voda je v vinu najbolj zastopana spojina v vinu. Odstotek vode v vinu je od 75 do 85 % in
bolj zastopane druge sestavine. VVoda prehaja preko koreninskega sistema v grozdno

jagodo, na tej poti pa se voda ocisti nekaterih spornih sestavin, kot je na primer nitrat
(Sikovec, 1996).

2.1.2 Alkohol

Zakonsko je dolo¢eno da mora imeti vino najmanj 8,5 vol. % alkohola. Po vsebnosti
alkohola lahko vina razdelimo v:

a) lahka (60 do 80 g/l, kar je okrog 7,5 do 10 vol. %),
b) srednje tezka (80 do 100 g/1, kar je okrog 10 do 12,5 vol. %),
c) tezka (nad 100 g/, kar je nad 12,5 vol. %).

2.1.2.1 Etanol

Etanol je najpomembnejsi alkohol v vinu, ki nastane v ¢asu alkoholne fermentacije. Vinu
daje stabilnost, deluje kot topilo in zagotavlja posebne senzori¢ne lastnosti. Etanol vpliva
na metabolizem kvasovk in posledi¢no tudi na vrsto ter koli¢ino nastalih spojin v vinu
(Bavcar, 2006).

2.1.2.2 Metanol

Metanol ali metilni alkohol ni proizvod alkoholne fermentacije, ampak je posledica
hidrolize pektinskih snovi, pod vplivom encima pektinmetilesteraze (Lee in sod., 1979).

Koncentracija metanola v rdecih vinih je od 120 do 150 mg/l, v belih vinih pa je ta
koncentracija od 40 do 120 mg/l. Metanol ne vpliva na senzori¢ne lastnosti vina (Bavcar,
2006).

2.1.2.3 Visji alkoholi

Visji alkoholi predstavljajo priblizno 50 % vseh aromati¢nih snovi v vinu, ¢e ne
uposStevamo etanola. Pri zorenju vina se iz njih tvorijo estri. Njihova sinteza poteka med

alkoholno fermentacijo, nastajajo pa lahko iz ustreznih aminokislin ali sladkorjev (Bavcar,
2006).
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2.1.3 Organske kisline

Kisline so ena izmed najpomembnejSih faktorjev v vinu in so pomembne pri alkoholni
fermentaciji, mikrobioloski stabilnosti vina, barvi in predvsem pri okusu vina (Yair, 2004).

Med alkoholno fermentacijo nastajajo razli¢ne organske spojine, kot so mlecna, ocetna in
jantarna kislina, ter v zelo majhnih koli¢inah Se ostale kisline iz cikla trikarboksilnih kislin.
Skupna koncentracija kislin v vinu je obi¢ajno v intervalu od 5,5 do 8,5 g/I. Imajo velik
vpliv na senzori¢no ravnotezje vina. Kisline v vinu izrazamo kot skupne, hlapne in
nehlapne kisline (Bavcar, 2006).

2.1.4 DusSikove spojine

V grozdnem soku se v ¢asu dozorevanja grozdja povecuje koncentracija dusikovih spojin.
Korenine vinske trte sprejemajo duSik v obliki nitrata, ki se pretvori v amonijak in se
prenasa ter kopi¢i v obliko aminokislin in aminokislinskih amidov. Koncentracija
skupnega dusika v mostu znasa od 1,0 do 2,0 g/l. Anorganske dusikove spojine (amonijak
in amonijeve spojine) dosegajo do 300 mg/l, ostali del dusikovih spojin pa so organske
spojine. Med njimi so najpomembnejSe prav proste aminokisline, ki dosegajo od 50 do 90
% koncentracije skupnega dusika. Prolin, glutamin, arginin, serin, treonin, glutamat in
alanin sestavljajo 75 do 85 % skupnih aminokislin v mostu (Bav¢ar, 2006).

Aminokisline v visoki koncentraciji povecCujejo grenek okus vina. Med alkoholnim
vrenjem se lahko nekatere aminokisline pretvorijo v vinsko aromo ali nezazelene visje
alkohole s toksi¢nim u¢inkom (Sikovec, 1996).

2.1.5 Minerali

Minerali imajo vlogo kot sestavni deli vitaminov in encimov, sodelujejo pri izmenjavi
hranil med kvasovkam in okoljem ter reagirajo z drugimi sestavinami. Mineralne snovi
pridejo v grozdno jagodo preko koreninskega sistema trte. Koli¢ina mineralnih snovi in
bioelementov se v povprecju giblje v vinu od 1,8 do 4 g/l. Pomembne mineralne snovi v
vinu so kalij, natrij, kalcij, magnezij, zelezo, fosfat, sulfat, klorid, nitrat in bor.
Bioelementov je v vinu do 50 mg/l, ti pa so aluminij, arzen, barij, svinec, brom, fluor, jod,
kobalt, baker, litij,mangan in ostali. Vsebnost mineralnih snovi je odvisna od lege, sorte,
lastnosti tal, vremena, podnebja, stopnje zrelosti in celotne vinifikacije (Sikovec, 1996).

2.1.6 Fenolne spojine

Fenolne spojine so pomembne, saj vplivajo na barvo, vonj in okus vina ter delujejo kot
antioksidanti in konzervansi ter izkazujejo protimikrobno aktivnost. Fenoli so cikli¢ne
benzenove spojine z eno ali ve¢ hidroksilnimi skupinami, katere delimo na flavonoide in
neflavonoide (Bavcar, 2006).

2.1.6.1 Flavonoidi

Najbolj pogosti flavonoidi so antociani, flavonoli in flavan-3-oli oziroma flavanoli.
Flavonoli in antociani se nahajajo v kozici grozdne jagode, njihova sinteza pa je
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spodbujena s svetlobo. Flavonoidi lahko obstajajo v prosti obliki, vezani na druge
flavonoide ali pa kot kombinacija naStetih oblik (Bavcar, 2006).

2.1.6.2 Neflavonoidi

Neflavonoide fenolne spojine v vinu so razdeljene v hidroksicimetne in hidroksibenzojske
kisline, stilbene in raznih spojin, kot sta kumarin in lignin. Znano je, da okrepijo in
stabilizirajo barvo rde¢ih vin, prispevajo k okusu vina, nekateri od njih pa tudi kazejo
moc¢no biolosko aktivnost (Rentzsch in sod., 2009).

2.1.7 Ogljikovi hidrati

Ogljikovi hidrati igrajo klju¢no vlogo v vinarstvu, prav tako pa prispevajo k okusu vina, ki
daje sladek okus. Odstotek sladkorjev v rdecih vinih je obic¢ajno vecji kot pa v belih vinih
(Riberéau-Gayon in sod., 2006).

Sladkorji sodelujejo tudi pri aromi vina, skozi nekatere hlapne spojine. Glede na njihovo
stopnjo polimerizacije jih lahko delimo na monosaharide, disaharide in polisaharide (Sanz
in Castro, 2009).

Med monosaharide S$tejemo heksoze in pentoze, Ki imajo pomembno vlogo pri
mikrobioloski stabilnosti vina. Pomembni heksozi sta glukoza in fruktoza, katerih skupna
koncentracija je med 150 in 300 g/l. Njuna koncentracija je bistvenega pomena pri
dolocevanju zrelosti grozdja. Kvasovke najprej porabijo glukozo, nato pa Se fruktozo. Med
disaharide priStevamo saharozo, ki je pomembna energetska zaloga, sestavljena iz glukoze
in fruktoze. Polisaharidi imajo v grozdju strukturno in energetsko funkcijo, njihova
koncentracija pa je po navadi vecja v rdecih vinih. Koncentracija polisaharidov je v zrelem
vinu zelo majhna (Bavc¢ar, 2006).

2.1.8 Aromati¢ne snovi

V vinu je poznanih ve¢ sto spojin, ki vplivajo na vonj, okus in aromo. Vonj vina je zelo
kompleksna zadeva iz ve€ razlogov. Eden teh razlogov je veliko Stevilo vin, ki izrazajo
razlicne arome. Velik razlog je pa tudi ta, da vina nimajo znacilne arome, ampak imajo
neko paleto razli¢nih vonjav, ki so tezko opredeljive (Baumes, 2009).

Spojine, odgovorne za vonj, so predvsem alkoholi, kisline, aldehidi, ketoni, terpeni,
norizoprenoidi, pirazini in merkaptani. V vinu je teh spojin od 0,2 do 1,2 g/l, od tega pa je
priblizno 50 % visjih alkoholov (Bav¢ar, 2006).

2.1.9 Lipidi
Lipidi so bistvenega pomena pri strukturi in funkciji rastlinskih celic in celic kvasovk,

vendar pa imajo samo olja, voski in steroidi neposredni vpliv na kakovost vina (Roufet in
sod., 1986).
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2.1.10 Vitamini

Vitamini obsegajo vrsto razli¢nih kemikalij, ki sodelujejo pri regulaciji celi¢ne aktivnosti.
V majhnih koli¢inah jih najdemo v celicah grozdja, grozdnem soku in vinu. Vitamini se
obcasno dodajo grozdnemu soku za spodbuditev hitrosti in pestrosti fermentacije (Eglinton
in sod., 1993).

2.2 ALKOHOLNA FERMENTACIJA GROZDNEGA MOSTA

Alkoholna fermentacija je pretvorba grozdnega mosta v alkohol in ogljikov dioksid.
Medsebojno delovanje najrazli¢nejsih vplivov (sladkorja, alkohola, vrednosti pH, itd.) ter
Stevilni vzporedni produkti alkoholne fermentacije pa v koné¢ni fazi dolo¢ajo protimikrobne
lastnosti mosta in kasneje vina (KoSmerl, 2007).

2.2.1 Vinske kvasovke

Na povrsini grozdne jagode in v mostu prevladujejo rodovi ne-Saccharomyces
nesporogenih kvasovk, kot so rodovi Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, vendar pa na
koncu vsake alkoholne fermentacije prevlada vrsta Saccharomyces cerevisiae, ki je tudi
znano kot »vinska kvasovke«. Znano je tudi, da razli¢ni sevi kvasovk vrste Saccharomyces
cerevisiae dajejo po kakovosti razli¢na vina (Kosmerl, 2007).

Znotraj rodu Saccharomyces is¢emo seve, od Kkaterih pri¢akujemo hiter zadetek
alkoholnega vrenja, alkoholno vrenje mora potekati enakomerno, brez zastojev in ne
preburno, nastajati mora ¢im manj hlapnih kislin, med vrenjem ne sme nastajati prevec
pene, ne smejo nastati velike koli¢ine SO», nastali stranski proizvodi alkoholnega vrenja
morajo biti taki, da povecujejo kakovost aromati¢nih snovi in da ne nastajajo negativni
proizvodi, ki zmanj$ujejo kvaliteto (Sikovec, 1993).

2.2.2 Morfologija in citologija kvasovk
2.2.1.1 Celi¢na stena

Celicna stena je multifunkcionalna organela, ki §cCiti celico, ji daje obliko, omogoca
kontakt med celicami in dovoljuje sprejem od zunaj (Fleet, 1991).

Celi¢na stena je sestavljena iz hitina, ki je v veliki meri omejen na brazgotino brstov,
proteinov, lipidov, fosfomanana in manana (Jackson, 2008).

Fosfomanana in manana je najve¢ (31 % in 29 %), nato so proteini, ki predstavljajo 13 %
celi¢ne stene, lipidov je 8,5 %, hitin pa predstavlja 4 % (Fleet, 1991).

2.2.1.2 Celi¢na vsebina
2.2.1.21 Membrana
Membrana plazme deluje kot prepreka med celi¢no zunanjostjo in njeno notranjostjo.

Njena funkcija je regulacija vstopa hranil in izhod metabolitov. Sestavljena je iz priblizno
enakega razmerja lipidov in proteinov, ter manjSe koli¢ine ogljikovih hidratov, ki se
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praviloma nahajajo samo na zunanji steni membrane. Glavni lipidi membrane so razdeljeni
na glicerolfosfolipide, sfingolipide in sterole. Fluidnost membrane je regulirana z
nenasicenostjo fosfolipidov in vpliva na toleranco na etanol (Rose, 1993).

2.2.1.2.2 Mitohondriji

Mitohondrije lahko neposredno lociramo ob citoplazemski membrani v obliki
podolgovatih ali okroglih struktur s pomocjo elektronskega mikroskopa. Ocenjuje se, da
mitohondriji zavzemajo 12 % celotnega volumna celic. Njihovo obliko in Stevilo
pogojujejo spremembe v celi¢nem ciklusu in v fizioloSkem stanju organizma, ki je odvisno
od okolja (Guerin, 1991; Visser in sod., 1995).

2.2.1.2.3 Jedro

Jedro je sferoidne oblike s priblizno 2 um premera. S faznokontrastno mikroskopijo ga
lahko v ¢asu intenzivne rasti lociramo med vakuolo in brstom ali pa ob najvecji vakuoli v
mirujocih celicah. Vsi poznani procesi mejoze in mitoze potekajo v jedrni regiji, ta pa je
omejena z membrano, ki ima pore za komunikacijo z notranjim okoljem. S pomod¢jo
elektroforeznih tehnik v pulzirajo¢em polju lahko lo¢ujemo kromosome kvasovk ter
dolo¢amo njihovo Stevilo in velikost (Peberdy, 1989).

2.2.1.2.4 Ostale citoplazmske strukture

Vakuole imajo pomembno nalogo pri notranjih tokovih snovi v celici, ki pa se spreminjajo
med rastnim ciklom. Funkcija vakuole je vzdrZevanje rezervoarja metabolitov in
hidroliticnih encimov (Zinser in Daum, 1995).

Lipidne kapljice so prisotne v stevilnih kvasovkah in sodelujejo v metabolizmu nekaterih
substratov s svojimi kataliti¢cnimi encimi. Transportne poti potekajo od jedra preko
endoplazmatskega retikuluma v Golgijev aparat in nato v vakuole ali pa z vezikli na
citoplazmatsko membrano in v zunanje okolje celice (Tanaka in Ueda, 1993; Schwencke,
1991).

2.2.2 Rastin delitev celice

Tako kot druge kvasovke, ki pripadajo razredu Ascomycetes, se lahko S. cerevisiae
razmnozujejo nespolno ali vegetativno ali pa spolno z oblikovanjem askospor (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006).

Vegetativno razmnozevanje nastopi takrat, ko se ne tvori micelij ali psevdomicelij, ampak
se potomec oddeli od starSev, ko je primerno velik. Pri tem sprejme polovico prisotnih
struktur starSev. Cikel je razdeljen na stiri faze (Strathern in sod., 1981):
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a) Gi-telofaza, zacetek sinteze DNK,
b) S- ¢as sinteze DNK,

c) G2- konec sinteze DNK,

d) Go- stacionarna faza.

2.2.3 Starterske kulture vinskih kvasovk

Vecina vinarjev uporablja komercialne starterske kulture, ki so selekcionirane glede na
fermentacijske lastnosti, senzori¢ne znacilnosti, technoloske lastnosti in metabolne lastnosti
z zdravstvenega vidika. Starterske kulture morajo tudi zadostiti zahtevam za industrijsko
produkcijo, kot so naprimer toleranca na SO, toleranca na visoke sladkorne stopnje mosta,
toleranca na visoke in nizke temperature, majhno penjenje, toleranca na visok tlak, itd.
Napredek strmi k uporabi kombinacije razli¢nih sevov iste vrste Saccharomyces cerevisia
v starterskih kulturah. Pozornost pa je potrebno tudi nameniti pripravi zdrave starterske
kulture, ki je podvrzena ¢im manj$im stresom (KoSmerl, 2007).

2.2.4 Dodatek hrane za kvasovke

Hranila se dodajajo takoj po bistrenju mosta ali v manjsih koli¢inah med vrenjem, saj s tem
izboljSamo pogoje za rast in razmnozevanje kvasovk v casu alkoholnega vrenja. Kot
hranila se dodajo dodatni viri dusika in vitaminov. Pomanjkanje teh spojin se pokaze
najkasneje po Stirth dneh, ko nastane Ze dolocena koli¢ina alkohola. Posledica
pomanjkanja hranil je upocasnitev fermentacije ali celo zaustavitev fermentacije ter tvorba
ve¢jih koncentracij ocetne kisline in/ali vodikovega sulfida (Bav¢ar, 2006; Kosmerl, 2007).

2.2.5 Fizikalno-kemijske razmere med alkoholno fermentacijo

Sestava grozdnega soka je eden izmed najpomembnejsih dejavnikov, ki vplivajo na rast in
metabolizem kvasovk, s tem pa tudi na hitrost alkoholne fermentacije. Poznani so tudi
vplivi sorte, letnika in stopnje zrelosti grozdja na hitrost alkoholne fermentacije in tvorbo
ogljikovega dioksida. Tudi odmiranje kvasnih celic vpliva na upocasnitev proti koncu
alkoholne fermentacije, povezano pa je tudi s koli¢ino sladkorja v mostu (Kosmerl, 2007).

Glukoza in fruktoza se med glikolizo in anaerobno razgradnjo presnavljata predvsem v
etanol, poleg pa kvasovke ustvarjajo tudi ostale najpogostejSe aromatske spojine, ki so
prisotne v vinu. Kvasovke prav tako krepijo in vplivajo na razvoj specificnih arom s tvorbo
razli¢nih koli¢in hlapnih snovi (Laffort in sod., 1989).

2.2.6 Stresni dejavniki za kvasovke med alkoholno fermentacijo

Med stresne dejavnike, ki pomembno vplivajo na celiéno rast kvasovk, spadajo
temperatura, toksini, razpoloZljivost esencialnih hranilnih snovi, osmotski tlak, pH in
prisotnost inhibitorjev rasti ali drugih toksi¢nih spojin (Kosmerl, 2007).
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2.2.7.1 Pomanjkanje hranil

PocCasna fermentacija je eden izmed procesov, pri katerem se dramaticno zaustavi
fermentacija sladkorjev, kar posledicno pusca veliko ne povretega sladkorja v vinu po
koncu fermentacije. Zaustavitev fermentacije ponavadi poteCe zaradi pomanjkanja hranil,
najveckrat virov du$ika in fosfata. V takem primeru je pomembno, da se hranila doda
pravocasno, da ne pride do prevelikih poskodb celic (Boulton in sod., 1996).

2.2.7.2 Toksi¢nost etanola

Etanol je znan inhibitor privzemanja sladkorja in aminokislin v kvasne celice, kar
posledi¢no vpliva na manjsi prirast biomase. Inhibitorni efekt etanola na celice se pokaze
predvsem proti koncu fermentacije, in sicer kot toksi¢ni uc¢inek na plazemsko membrano in
njeno prepustnost, pri ¢emer pride do izgube kalcija in magnezija iz kvasne celice (Boulton
in sod., 1996).

2.2.7.3 Toksini

Toksi¢ne snovi prihajajo iz grozdja in lahko vplivajo na fermentacijo. Najvecji vpliv na
fermentacijo imajo fluorovi ioni v kombinaciji z etanolom. Kvasovke rodu Saccharomyces
inhibirajo tudi organske Kkisline, predvsem tiste s srednjo dolgo verigo in cis masc¢obne
kisline. Te snovi niso naravno prisotne v mostu, ampak so sintetizirane s pomocjo raznih
mikroorganizmov ali pa so prisotne kot razni ostanki pesticidov. Dolo¢eni sevi
Saccharomyces sintetizirajo tudi tako imenovane killer faktorje, ki inhibirajo obcutljive
kvasovke svoje vrste (killerji K1, K2 in K3). Inhibitorni u€inek ima tudi mikotoksin
trihotecen, ki ga sintetizira Fusarium (Boulton in sod., 1996).

2.2.7.4 Temperatura

Optimalna temperatura alkoholne fermentacije je priblizno 18 °C, pri ¢emer fermentacije
ne smemo peljati preve¢ v odstopanja, da ne pride do zaustavitve fermentacije.
Temperatura tudi pomembno vpliva na fluidnost membrane (Boulton in sod., 1996).

2.3 PENECA VINA
2.3.1 Zgodovina

Bistveno nemogoce je ugotoviti, kdaj to¢no se je zacela proizvodnja penecih vin, saj naj bi
se sam zacetek zacel po nesreCi — pojav ogljikovega dioksida kot napake vina je v bistvu
postalo novo odkritje in zaZelena lastnost. Prvi zapisi o spremembi vina segajo Ze v
biblijske case, gre pa za popolnoma naraven pojav, ki ga tedaj Se niso razumeli. Prvi
dokumenti, ki odkrivajo peneca vina, segajo v leto 1718 v Francijo, ki svoje penece vino
imenuje kot Sampanjec (izraz izvira iz pokrajine Champagne), dejansko pa naj bi se
proizvodnja zacela Ze dobrih 20 let prej, in sicer Ze leta 1695. Dom Perignon sicer ni
izumil samega peneca vina, je pa bil zasluzen, da so se uvedle boljSe tehnike
vinogradniS$tva in kletarjenja. V bistvu se je trudil, da vina ne bi postala peneca po
prekinjeni fermentaciji pozimi in ponovni fermentaciji spomladi. Locil je bele sorte od
rdecih, ukazal prebirati gnilo in poSkodovano grozdje od zdravega ter uporabljal mirnejsi
transport od vinograda do stiskalnic (Stevenson, 2003).
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2.3.2 Proizvodnja penecih vin
2.3.2.1 Klasi¢ni postopek- v zaprti steklenici

Klasi¢ni postopek v zaprti steklenici poteka tako, da se steklenice, ki so odporne na tlak
napolni z osnovnim vinom (mes$anico razli¢nih sort in letnikov). Dovoljeno je dodajanje
vrelnega likerja (24 g/l), da se spodbudi sekundarna alkoholna fermentacija. Vrelni liker
vsebuje saharozo, raztopljeno v osnovnem vinu, selekcionirane kvasovke in dodatna
hranila za kvasovke, predvsem dusSikove spojine in vitamine. Pri vrenju se iz 4 g saharoze
tvori 1 bar tlaka, kar pomeni, da se pri popolnem povretju dodatka saharoze ustvari tlak 6
barov (Stevenson, 2003; Bavcar, 2006).

Po ustekleni¢enju vina se steklenice z oja¢animi steklenimi stenami prenese v minimalno
osvetljeno in hladno klet (12-14 °C), kjer pote¢e sekundarna fermentacija in traja priblizno
od pol meseca do meseca in pol. Sekundarno fermentacijo se stalno nadzoruje z analizami
deleza sladkorja in tlaka v steklenicah. Fermentaciji sledi zorenje, kjer se oblikujejo
znacilne arome in lahko traja od nekaj mesecev pa do nekaj let (Bavcar, 2006).

Po konCanem zorenju sledi stresanje, s ¢imer se odstrani ostanek kvasovk nujen za
stekleni¢enje bistrega vina. Usedlina v steklenici se prenese v vrat steklenice in se iz
lezeCega polozaja na vsakih 15 dni obrne za 1/8 obrata in postopno povecuje naklon vse
dokler ni steklenica pravokotna s tlemi. Sledi odstranjevanje sedimenta ali degorziranje, pri
¢emer se vino ohladi na priblizno 5 °C in vrat steklenice potopi v raztopino glikola ali
kalcijevega klorida, da usedlina zamrzne. Zamrznjeno usedlino iz steklenice potisne
nadtlak po odstranitvi kronskega pokrovcka skupaj z delom vina, hkrati pa se doda
odpremni liker, ki vpliva na zna€aj znamke penecega vina (Bavcar, 2006).

Opisana metoda je od leta 1994 zascitena in zahteva, da se na vsa peneca vina, pridelana
izven pokrajine Champagne (Sampanija), oznaci, da so bila pridelana po klasi¢ni metodi in
ne Sampanjski (Stevenson, 2003).
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2.3.2.2 Charmat postopek-v visokotlatnem jeklenem tanku

Ta metoda se od klasi¢ne metode razlikuje v tem, da sekundarna fermentacija poteka v
nerjavecih posodah (tankih), ki zdrzijo visok tlak peneCega vina. Glede na Cas trajanja
kontakta vina in usedline lo¢imo kratko in dolgo charmat metodo (Buxaderas in Lopez
Tamames, 2003).

Pri kratki charmat metodi se osnovnemu vinu doda polnilni liker, ki ima podobno
koncentracijo saharoze kot liker pri klasicni metodi, doda pa se tudi priblizno 10 % s
kvasovkami obogatenega vina. Fermentacija poteka pri temperaturi 12-13 °C, ko pa je v
tanku dosezen tlak 4 bara, se temperatura zniza na 8 °C in kvasovke potonejo na dno tanka,
po koncu zorenja pa se opravi stabilizacija vina na tartrate in odstrani kvasovke s filtracijo
ali centrifugiranjem. Pred ustekleni¢enjem se doda Se sladni liker skupaj z zveplovim
dioksidom. Ta metoda se predvsem uporablja za slajsSa peneca vina muskatne sorte
(Bavcar, 2006).

Podaljsano charmat metodo uporabljajo za organolepti¢nih lastnosti pene¢ega vina, ki so
blizje karakteristikam penecih vin, pridobljenih s klasiéno metodo. Pri tej metodi se vino
dlje ¢asa zadrzuje v fermentacijskih tankih (vsaj 6 mesecev), zorenje na drozeh pa povzroci
razvoj aromatskih spojin. Tako pridobimo suho peneCe vino, zato mora dodan sladkor
povreti in pri nastalem tlaku 6 barov se vino hrani na sobni temperaturi, sledi pa
dekantiranje in centrifugiranje. Taksna vina staramo 7-14 mesecev, pri ¢emer se oblikujejo
znalilne organolepti¢ne lastnosti (Buxaderas in Lopez Tamames, 2003).

2.3.2.3 Transferni postopek

Metoda izvira iz Italije, sekundarna fermentacija pa poteka v steklenicah — podobno kot pri
klasi¢ni metodi. Pri tej metodi se prenasa vino iz steklenic v tanke. Vino je v steklenicah s
kronskimi pokrovcki vsaj 9 mesecev, potem pa se skupaj z usedlino prenese v tanke.
Naslednji postopek ravnanja z penefim vinom je enak kot pri charmat metodi. Prednost
transferne metode pred klasi¢no je izenacevanje kakovosti v skupnem tanku (Buxaderas in
Lépez Tamames, 2003).

2.3.2.4 Kontinuirni postopek- v visokotlacnem jeklenem tanku

Pravzaprav gre za rusko kontinuirno metodo, pri kateri so tanki vina povezani med sabo. V
osnovno vino v prvi tank po vrsti dodajo kvasovke in sladkorje. Tako ste¢e fermentacija v
prvem tanku in se nadaljuje po Stevilnih tankih naprej ter potuje skozi lesne oblance, na
katerih se zadrzijo odmrle kvasovke. Postopek traja nekje tri tedne in je primeren za
osnovna vina slabse kakovosti (Stevenson, 2003).
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2.3.3 Fizikalno-kemi¢ni procesi v penecem vinu

2.3.3.1 Tlak (CO)

S sekundarnim alkoholnim vrenjem nastane veliko ogljikovega dioksida ali CO, ki tvori
svojevrsten nasicen sistem z vinom. CO2 je v vinu zastopan v treh oblikah, in sicer kot
prosti CO>, raztopljeni in vezani:

a) prosti COz: v plinasti obliki predstavlja prakti¢no celotni tlak v steklenici ter se pri
odpiranju v celoti porazgubi,

b) raztopljeni CO2: v vinu se nahaja v obliki ogljikove kisline, njegova koli¢ina pa je
odvisna od temperature, tlaka in sestave vina, predvsem od alkohola in ekstrakta
vina,

c) vezani CO>: v obliki etilestra ogljikove Kisline in dietil karbonata. Predstavlja
priblizno 20 % vsega COz in je odvisen od sekundarne alkoholne fermentacije. Je
nestabilen in se pri povisani temperaturi in zmanjSanju tlaka postopoma sprosca in
prehaja v ogljikovo kislino, ta pa v raztopljeni CO., ki preide v prosto obliko
(Liger-Belair, 2010).

2.3.3.2 Iskrenje in penjenje

Pri odpiranju hermeti¢no zaprte steklenice se zniza temperatura na povrsini vina, ki izhaja
v obliki pare. Ta sprememba izzove kondenzacijo hlapnih snovi vina, ki izhajajo v obliki
pare. Porusenje ravnotezja razli¢nih oblik ogljikove kisline povzroci prenasicenje vina, kar
se odraZza v sproscanju plina. V zacetku je sproScanje zelo moc€no, nato pa se zmanjSuje
dokler povsem ne preneha. Velikost mehurckov je odvisna od stopnje vlaznosti trdnih
delcev: &im vedja je, manj§i je premer mehurckov, ki se sproséajo. Ce se mehurcki
spros€ajo eden za drugim, daje to videz finih veriZic in mora trajati ¢im dlje. Ta pojav
imenujemo iskrenje. Intenzivnost spro$¢anja COz je odvisna od tlaka CO2, stopnje
nasicenosti vina z COz in sestave vina (Liger-Belair, 2010).

Za peneca vina je znacilna tudi tvorba pene, ki nastane na povrsini vina. Pena se v zacetku
nenehno obnavlja. Proces poteka tako, da se najvisje lezeci mehurcki razpocijo, drugi pa so
razpr$eni in tvorijo meglico v prostoru pod peno. Razpoc¢ene mehur¢ke nadomestijo drugi,
in sicer s prehodom raztopljene ogljikove kisline v peno. V zacetku je tvorba novih
mehurckov veéja kot njihova disperzija, zato se tudi koli¢ina pene povecuje, nato pa jakost
spros¢anja pojenja in tako se tudi pena zmanjsuje. Za kakovost penecih vin je pomembno,
da se ¢im dlje zadrZzuje na povrSini vina majhna prostornina pene, ki se neprestano
obnavlja (Liger-Belair, 2010).

2.3.4 Proizvodnja penecega vina po klasi¢nem postopku

2.3.4.1 Kvasovke

Kvasovke za peneca vina so na voljo v obliki tekocine ali aktivnih suhih snovi v obliki
imobiliziranih kvasovk (Torresi in sod., 2011). Prednost imobiliziranih kvasovk je v tem,

14



Krasevec K. Kinetika metabolizma magnetiziranih...in moznost uporabe v tehnologiji pene¢ih vin.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij Biotehnologije, 2015

da po kon¢anem vrenju, lezanju in zorenju penece vino nima drozi v steklenicah, temvec
so te kvasovke ostale v opni, zato ni potrebnega stresanja, da bi spravili drozi do zamaska.
Za peneca vina se uporabljajo selekcionirane kvasovke vrst S. cerevisiae in S. bayanus. S.
cerevisiae se uporabljajo za primarno vrenje in pozitivno vplivajo na aromo, znacaj in
kakovost penetega vina, S. bayanus pa so odgovorne za sekundarno fermentacijo (Sikovec,
1993).

Za zagotovitev sekundarne alkoholne fermentacije v vsaki steklenici je potrebno vsaj 1
milijon kvasnih celic na mililiter. Selekcionirane kvasovke morajo biti za uspe$no
fermentacijo odporne na tlak, etanol, niZje temperature, SO2, proti koncu fermentacije
morajo odmreti ali postati neaktivne, ne smejo se lepiti na stene steklenic, ne smejo se
tvoriti v skupke ali proizvajati nezazelenih arom ali vonja (Zoecklein, 2002).

2.3.4.2 Primarno alkoholno vrenje

Primarna fermentacija poteka lahko poteka v sodih ali tankih iz nerjavecega jekla. Vino po
primarni fermentaciji je suho — z zelo visoko vsebnostjo kisline, vendar po karakterju dokaj
nevtralno. Iz tega razloga, da bo tak$no vino ohranilo svojo svezino, je pomembno, da ima
po primarnem vrenju povisane kisline, fermentacija pa ne sme trajati predolgo (Stevenson,

2003).

Temperatura vrenja pri primarni fermentaciji ne sme presegati 20 °C. Alkoholno vrenje ne
sme biti preburno, dodane selekcionirane kvasovke S. cerevisiae pa preprecujejo rast divjih
kvasovk, kot sta rodova Pichia in Hansenula (Jackson, 2000).

2.3.4.3 Sekundarno alkoholno vrenje

Po primarnem vrenju se opravi zelo neZno ¢iS€enje in se pretoci v Cist sod. K temu se doda
vrelni liker (liquer de tirage), ki vsebuje vino, selekcionirane kvasovke, hranila, bentonit in
sladkor. Vino se usteklenici in zapre s kronskim pokrovckom (Stevenson, 2003).

Sekundarna fermentacija poteka na 12-15 °C v temnem prostoru, doda se pa tudi kvasovke
S. bayanus (Jackson, 2000).

2.3.4.4 Avtoliza kvasovk

Avtoliza kvasovk je pocasen pojav in se pri¢ne, kadar v vinu zacne primanjkovati sladkorja
in ostalih hranil. 1z tega razloga kvasovke zacnejo porabljati svoje lastne zaloge in jih tako
iz€rpajo do te meje, da pride do degeneracije celicne stene, pri cemer kvasovke zacnejo
odmirati. Komponente avtolize kvasovk pa so med drugim zelo koristne. Na primer
proteini dajo peneCemu vinu karakter in pozitivno vplivajo na stabilnost pene. Sprostijo se
tudi triacilgliceridi iz kvasovk v vino, pomembna pa je tudi razgradnja prostih mascobnih
kislin in diaciglicerolov. Te spojine razpadajo Se na manjSe, ki doprinesejo k izboljSanju
vonja in okusa penecih vin (Torresi, 2011).

Na trgu obstaja veliko preparatov, ki so primerni za hitrejSo avtolizo kvasovk, med njimi je
na voljo tudi beta glukanaza, ki je komercialno najveckrat sintetizirana s Trichoderma spp..
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Celi¢na stena S. cerevisiae je sestavljena iz manoproteinov in vlaken glukana in hitina,
katere vezi cepi beta glukanaza (Torresi, 2011).

2.3.4.5 Degorziranje in zamasitev steklenice

Po fermentaciji je potrebno odstraniti sediment iz steklenice tako, da je pri tem izguba vina
najmanjSa. Sediment je potrebno spraviti v vrat steklenice, kar lahko traja tudi ve¢ tednov.
Postopek poteka strojno in v zelo kratkem Casu naprava steklenico obrne in hitro odstrani

kvasni Cep ter steklenico znova pokrije in uravnava koli¢ino vina v steklenici (Jackson,
2000).

Postopek, s katerim to dosezemo, se imenuje degorziranje, pri ¢emer vrat steklenice
potopimo v doloCen medij in zamrznemo in tako strjen sediment odstranimo, dodamo
odpremni liker in zamasimo z plutastim zamaskom, ki ga ovijemo s kovinsko folijo in Zico.
V vratu steklenice je namescena polovica zamaska. TaksSne steklenice se hranijo najmanj

tri mesece pred prodajo, ¢as pa se za dobra vina lahko podaljsa tudi do dveh let (Stevenson,
2003).

2.3.5 Shranjevanje in serviranje penecih vin

Penec¢a vina so bolj obcutljiva na temperaturo, kot mirna vina. Idealna temperatura
shranjevanja za krajsi rok je med 12 in 18°C, za daljsi rok pa je priporocljiva temperatura
med 9 in 11°C. Peneca vina moramo shranjevati v temnejsih prostorih ali v zabojih. Peneca
vina lahko shranjujemo v pokon¢nem poloZaju in ne v leze€em, kot mirna vina (Stevenson,
2003).

Bela peneca vina z manj ekstrakta ponudimo pri 7 °C, bolj polna pa pri 8 °C, rose pri 10 °C,
rdeca pa pri 12 °C. Kozarci za peneca vina so na dovolj visokem peclju v obliki iztegnjene
tulpe s Sirokim podstavkom, da lahko uzivamo v pocasnem sproScanju in iskrenju
mehurékov COz (Sikovec, 1996).

2.4 NANOTEHNOLOGIA

Nanotehnologija ima vse ve¢ji vpliv na podro¢ja znanosti in tehnologije, njeni obeti pa so
veliki Se posebej v proizvodnji materialov v nanoelektroniki, medicini, varovanju zdravija,
biotehnologiji, informatiki in zagotavljanju varnosti. Vse to pa pomeni da bo
nanotehnologija imela velik vpliv na druzbena dogajanja. Mnogi zagotavljajo, da bo
nanotehnologija prinesla reSitev mnogih tehnoloskih problemov in posledi¢no izboljsala
tudi ekonomski standard in izboljSala raven Zivljenja. Velika pricakovanja so predvsem v
medicini, kjer bi s pomocjo nanotehnologije zdravili do sedaj neozdravljive bolezni ali pa
pridobivali nove biomateriale, ki bi jih uporabili pri izdelavi umetnih vsadkov. Koncept
nanotehnologije pripisujemo Nobelovemu nagrajencu Richardu Feynmanu, ki ga je podal v
svojem predavanju leta 1959, v katerem je nakazal moznosti za operiranje s posameznimi
atomi. Izraz nanotehnologija je prvi uporabil Norio Taniguchi leta 1974, ki je definiral kot
proizvodno tehnologijo, s katero dosezemo izredno natancnost in ultramajhne dimenzije
(Remskar, 2009).
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2.4.1 Nanodelci

Nanodelci so drobni skupki materiala, ki so manj$i od 100 nanometrov. Velikost
nanometer si zelo tezko predstavljamo, saj je milijarda nanometrov en meter. Tudi delci, ki
sestavljajo tanke plasti ali pa tanki igli¢asti kristali ali nitke spadajo med nanodelce. Oblika
nanodelcev je zelo pomembna informacija, saj oblika delca natancno dolo¢a njegovo
povrsino, na tej povrSini pa so proste kemijske vezi ali pa elektricni naboj, ki vpliva na
kemijske in fizikalne lastnosti delca (Remskar, 2009).

2.4.2 Magnetni nanodelci

Magnetni nanodelci so zelo majhni delci magnetnega materiala, katerih znacilna
nanolastnost je superparamagnetizem. Izkazovati morajo visoko nasi¢eno magnetizacijo,
obi¢ajno pa tudi visoko magnetno susceptibilnost. Magnetni nanodelci se bodo v bliznji
prihodnosti uporabljali na razli¢nih podroé¢jih medicine. Vecinoma so v uporabi nanodelci
zelezovega oksida maghemita  (y-Fe2Oz) in magnetita (Fe3O4). Slednji se veliko
uporabljajo v medicini saj so kemijsko stabilnej$a oblika in veljajo za varne za uporabo in
vivo. Nanodelci se zaradi svoje specifi¢ne povrSine radi zdruzujejo v skupke (aglomerate),
vendar med uporabo in vivo v medicini ne sme priti do aglomeracije, saj bi lahko prislo do
masenja zil (Makovec, 2009).

2.4.3 Vezava magnetnih nanodelcev na kvasovke Saccharomyces cerevisiae

V diplomskem delu Suzane Boskovi¢, 2010, z naslovom Uporaba magnetnih nanodelcev
za separacijo kvasovk Saccharomyces cerevisiae v alkoholni fermentaciji je opisan
postopek vezave magnetnih nanodelcev na kvasovke. V omenjeni raziskavi so avtorji
izdelali hitro metodo uporabe magnetnih nanodelcev za sedimentacijo odmrle biomase
vinskih kvasovk Saccharomyces cerevisiae. Magnetne nanodelce, ki so izkazovali
pozitiven povrSinski elektricni naboj, jim je uspelo elektrostatsko vezati na povrSino
kvasnih celic, ki izkazujejo negativen elektri¢ni naboj. Ob tem so v sekundarni fermentaciji
Saccharomyces cerevisiae v primarnem vinu preverjali mikrobno fiziologijo vinskih
kvasovk z absorbiranimi magnetnimi nanodelci. Ugotovili so, da ne prihaja do
pomembnejsih sprememb, ki bi jih zaznali v meritvah redoks potenciala in pH-vrednosti,
ter, da ne prihaja do kvalitativnih sprememb v produkciji metabolitov etanola, glicerola in
ostalih alkoholov. VV mejah normalnosti so tudi nastajanje organskih kislin, prihaja pa do
sprememb v kinetiki procesa sekundarne fermentacije. V sekundarni fermentaciji je
prihajalo do hitrejSe porabe glukoze in fruktoze in hitrejSemu nastajanju vseh metabolnih
produktov. Z uporabo magnetnih nanodelcev so pospesili sedimentacijo kvasne biomase v
magnetnem polju, ter pospesili postopek odstranjevanja odmrle kvasne biomase. S tem so
izumili tudi nov originalen tehnoloski postopek pridelava penin (Boskovic, 2010).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI
3.1.1 Mikroorganizem
Za primarno in sekundarno fermentacijo smo uporabili vcepek:

e Sampanjskih kvasovk vrste Saccharomyces bayanus (LALVIN EC 1118)

Kvasovke smo pred uporabo rehidrirali po naslednjem postopku:

Zatehtamo starter kulturo vrste Saccharomyces bayanus (¢ = 0,3 g/l) in dodamo hrano za
kvasovke (c = 0,3 g/l) GO-FERM (Danstar ferment AG, Svica). Vse skupaj rehidriramo v
raztopini mosta in vode (10 ml+10 ml) 20 minut pri temperaturi 37 °C. Raztopino mosta in
vode, smo predhodno segrevali na temperaturo 35-37 °C. Rehidracijo izvajamo v vodni
kopeli (Buchi; Waterbath B-480).

3.1.2 Substrat

Za substrat smo uporabili:

e grozdni most, sorte sauvignon (letnik 2010) iz Ptujske kleti. Dodali smo tudi hrano
za kvasovke GO-FERM, ki se doda v vodo za rehidracijo kvasovk, v koncentraciji
0,3 g/l. Mostu, ki smo ga uporabili za fermentacije v laboratorijskem merilu, ni bilo
dodanega zveplovega dioksida. Most je bil filtriran pred postopkom izvedbe
fermentacije. Grozdni most je bil do uporabe zamrznjen na temperaturi -25 °C.
Okoli 2 ure pred postopkom fermentacije smo most inkubirali (INNOVA 4230) na
temperaturi, pri kateri poteka fermentacija (18 °C),

e osnovno vino zvrst rebule in chardonnaya, ki je bilo uporabljeno v sekundarni
fermentaciji (pri peninah).

3.1.3 Magnetni nanodelci

Magnetni nanodelci (MD-APS) so bili sintetizirani v laboratoriju za Sinteze materialov na
Institutu Jozef Stefan, po metodi opisani v literaturi (Campelj in sod., 2009). Nanodelci
zelezovega oksida maghemita (y-Fe2O3) so v povpreéju veliki okoli 13 nm (Slika 1). Na
povrsino nanodelcev je bil vezan (3-amino-propil) silan (APS). Molekula APS se veze z
svojimi silanolnimi skupinami (-Si-OH) na povrsino nanodelca, terminalna amino skupina
pa Strli navzven in v vodi pri vrednostih pH pod priblizno 9 zagotavlja nanodelcem
pozitiven povrsinski naboj (Campelj in sod., 2009). Nanodelci MD-APS so bili v obliki
vodne suspenzije koncentracije 2 mg/ml.
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Slika 1: Posnetek magnetnih nanodelcev MD-APS s presevnega elektronskega mikroskopa
3.1.4 Kemikalije
Komponente standarda za umeritev HPLC sistema so bile:

e vinska kislina, (E. Merck, Darmstadt, Nem¢ija, PA),

e jabol¢na kislina, (Fluka Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija),
e mlecna kislina, (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA),

e ocetna kislina, (E. Merck, Darmstadt, Nemcija, PA),

e citronska kislina, (E. Merck, Darmstadt, Nemcija, PA),

e glicerol, (Kemika, Zagreb, Hrvaska, PA),

e glukoza, (Kemika, Zagreb, Hrvaska, PA),

e fruktoza, (E. Merck, Darmstadt, Nemcija, PA),

e ctanol, (E. Merck, Darmstadt, Nemcija, PA).

3.1.5 Oprema
Uporabili smo naslednjo opremo:

» pH - meter, Metrohm, 827 pH lab, Svica,
» magnetno mesalo, IKA RCT basic, Nemdija,
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>
>
>
>
>
>

>

tehtnica, Mettler Toledo, AG 104, Svica,
liofilizator, Kambi¢, Slovenija,
steklovina (erlenmajerice, merilni valji, ¢ase, pipete, palcke, bucke,...),
inkubator, Innova 4230, ZDA,
fermentorji (2 1in 1 1),
HPLC izokratski sistem, ki je bil sestavljen iz: HPLC ¢rpalka Knauer V7324,
kolona Knauer V7337, injekcijski ventil z 20 ul injekcijsko zanko, detektor
Knauer V7119 in avtomatski podajalnik vzorcev Knauer (Sistem je bil podprt z
racunalnikom s programsko opremo za zajemanje in obdelavo podatkov
Eurochrom) in
masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS): Agilent
Technologies 7500ce ICP-MS Palo Alto, USA.
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3.2 NACRT DELA

NACRT DELA

PRVI SKLOP:
- namagnetenje kvasovk s prebitnim dodatkom
magnetnih nanodelcev
-namagnetenje kvasovk z magnetno separacijo
kvasovk

A

A 4

DRUGI SKLOP:

A

A 4

-vpliv namagnetenihkvasovk z razli¢cnim masnim
razmerjem magnetni delci (MD-APS): kvasovke na
potek primarne alkoholne fermentacije

TRETJI SKLOP:

A 4

-vpliv namagnetenih kvasovk z razliénim masnim [
razmerjem magnetni delci (MD-APS): kvasovke na
potek sekundarne alkoholne fermentacije

ANALIZE:

-spremljanje tvorbe CO»,

- HPLC analize,

- dolo¢anje koncentracije suhe snovi,
- TEM analiza,

- SEM analiza,...

A 4

A

Slika 2: Shematski prikaz nacrta dela
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V svojem delu smo izhajali iz rezultatov predhodne raziskave, ki je opisana v diplomskem
delu Suzane Boskovi¢ (2010), z naslovom Uporaba magnetnih nanodelcev za separacijo
kvasovk Saccharomyces cerevisiae v alkoholni fermentaciji. V raziskavi so avtorji
kvasovke izpostavili magnetnim nanodelcem, da so se ti absorbirali na njihovo povr§ino.
Tako namagnetenje kvasovk omogoci njihovo magnetno separacijo in naj bi se uporabljalo
za hitro, magnetno izloCanje izrabljene kvasne biomase iz penecCega vina po njegovi
sekundarni fermentaciji v tla¢nih steklenicah. Poudarek raziskave je bil na vplivu
magnetnih nanodelcev na metabolizem kvasovk. Izkazalo se je, da magnetni nanodelci na
povrsini kvasovk, ne vplivajo bistveno na potek alkoholne fermentacije. Ugotovljeno je
bilo, da magnetni nanodelci pospesijo kinetiko alkoholne fermentacije.

Na osnovi tega dela je bila tudi razvita metoda priprave penecih vin, ki temelji na magnetni
separaciji kvasovk in nanodelcev iz penine. Stabilna vodna suspenzija magnetnih
nanodelcev je dodana suspenziji kvasovk v fizioloski raztopini, ki je predhodno rehidrirana
20 minut pri temperaturi 37 °C. Mesanica suspenzij nanodelcev in kvasovk je nato
izpostavljena gradientu magnetnega polja, da se izlo¢i sediment kvasovk, na katerih so se
adsorbirali nanodelci (Boskovic, 2010).

V diplomskem delu Suzane Boskovi¢ (2010) so se izkazali razli¢ni problemi. Uporabljala
je magnetne nanodelce zelezovega oksida, prevleéene s tanko plastjo amorfnega
silicijevega oksida. Da so omogocili elektrostatsko absorpcijo na negativno nabite povrSine
kvasovk, so na povrsino magnetnih nanodelcev vezali molekule 3-(2-amino-etil-amino)
propil silan (APMS), tako da so ti izkazovali pozitiven povrSinski elektriéni naboj.
Sinteza takih nanodelcev je kompleksna in bi bila za uporabo v pripravi penecih vin
ekonomsko neupravic¢ena. Problem je bil tudi v relativno slabi pokritosti povrsine kvasovk
z nanodelci. Tukaj nastane problem, saj se kvasovke med fermentacijo delijo in se koli¢ina
magnetnih nanodelcev na posamezni kvasovki zmanjsa.

V svojem delu smo uporabili magnetne nanodelce Zelezovega oksida maghemita, na
povrsino katerih so bile vezane molekule APS (MD-APS). Ker nanodelcev v tem primeru
ni potrebno prevleci s silicijevim oksidom, je njihova sinteza mnogo cenejsa.

Namen dela je bil predvsem raziskati vpliv magnetnih nanodelcev Zelezovega oksida na
kinetiko fermentacije. Delo je bilo zasnovano iz treh vecjih sklopov. Namen prvega sklopa
je bil pripraviti kvasovke z absorbiranimi magnetnimi nanodelci (namagnetene kvasovke).
Optimizirali smo proces namagnetenja tako, da je bila ¢im vecja koncentracija nanodelcev
kar se da homogeno porazdeljena na povrsini kvasovk. V drugem sklopu je bil namen
ugotoviti, kako namagnetene kvasovke z razli¢cnim masnim razmerjem magnetni nanodelci
(MD-APS): kvasovke, vplivajo na potek primarne alkoholne fermentacije. Hoteli smo
ugotoviti, ¢e obstaja razlika v poteku alkoholne fermentacije z namagnetenimi kvasovkami
v primerjavi z neobdelano kulturo Saccharomyces bayanus, ter ¢e magnetni nanodelci
vplivajo na kemijsko sestavo vina. V tretiem sklopu je bil namen ugotoviti, kako
namagnetene kvasovke z razlicnim masnim razmerjem magnetni delci (MD-APS):
kvasovke vplivajo na potek sekundarne alkoholne fermentacije. Hoteli smo ugotoviti, ¢e
obstaja razlika v poteku alkoholne fermentacije z namagnetenimi kvasovkami v primerjavi
z neobdelano kulturo Saccharomyces bayanus in ali se ob tem spremeni kemijska sestava
penine. Poleg tega smo opazovali obstojnost magnetnih nanodelcev med sekundarno
fermentacijo.
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3.3 METODE DELA

V prvem sklopu smo uporabljali razlicno masno razmerje magnetnih nanodelcev (MD):
kvasovke ter poskusali optimalno porazdeliti magnetne nanodelce na povrSini membrane
kvasovk in jih nato izlocili iz suspenzije raztopine. PoskuSali smo ugotoviti optimalne
pogoje pri katerih izpostavimo kvasovke nanodelcem, da pride do homogene porazdelitve
magnetnih nanodelcev na povrSino kvasovk. To smo zasledovali z elektronsko
mikroskopijo. Na osnovi preprostih poizkusov magnetne separacije namagnetenih kvasovk
iz vina z uporabo permanentnega magneta, smo optimizirali masnho razmerje med
kvasovkami in nanodelci.

Namagnetene kvasovke smo nato preizkusSali v primarni in v sekundarni fermentaciji. Med
potekom primarne in sekundarne alkoholne fermentacije smo izvajali meritve
koncentracije suhe snovi, spremljanje tvorbe CO2 in HPLC analize, dolocanje
koncentracije suhe snovi, magnetnosti kvasovk, ter TEM in SEM analize.

3.4 1ZVEDBA PRVEGA SKLOPA
3.4.1 Namagnetenje kvasovk s prebitim dodatkom magnetnih nanodelcev

V tem eksperimentu namagnetenja kvasovk smo skusali dose¢i absorpcijo ¢im vecje
koli¢ine magnetnih nanodelcev na njihovo povrSino. Nanodelce smo zato dodali v
razmerju, ki je vecje od ocenjenega za popolno pokritost povrsine kvasovk z nanodelci. Ko
bi se po izpostavitvi kvasovk suspenziji nanodelcev maksimalna koncentracija nanodelcev
absorbirala na kvasovke, bi ostal del nanodelcev Se »v prebitku« neabsorbiran. Ker so v
tem primeru razen namagnetenih kvasovk po koncu procesa v suspenziji tudi prebitni
nanodelci, v tem primeru za loCevanje namagnetenih kvasovk iz suspenzije ne moremo
uporabljati magnetne separacije, saj bi ta pritegnila tudi prebitne magnetne nanodelce. Za
loevanje namagnetenih kvasovk od prebitnih nanodelcev smo uporabili filtracijo z
nuciranjem.

3.4.1.1 Priprava suspenzij

Pripravimo dvakrat po 1 | suspenzije kvasovk s koncentracijo 2 g/l in dvakrat po 200 ml
suspenzije MD-APS s koncentracijo 1 ml/l. Izhodno in pripravljeno suspenzijo MD-APS
izpostavimo ultrazvoku (Sonics & Materials, ZDA, 40 kHz) za 1 minuto. Suspenziji
kvasovk in suspenziji MD-APS smo pH uravnali s pomoc¢jo ocetne kisline na vrednost 4.

3.4.1.2 Namagnetenje kvasovk

Kvasovke namagnetimo s postopnim dodajanjem suspenzije magnetnih nanodelcev v
suspenzijo kvasovk. pH obeh suspenzij je bil uravnan na 4, kjer je razlika v povrSinskem
naboju kvasovk (Bogkovi¢, 2010) in MD-APS (Campelj in sod., 2009) najve&ja in bo
omogocila mocne elektrostatske privlacne sile med obema vrstama.

0,4 | suspenzije MD-APS (1ml/l) smo izpostavili ultrazvoku (Sonics & Materials, ZDA, 1
min., 40 kHz). V suspenzijo MD-APS smo po kapljici iz birete dodajali suspenzijo
rehidriranih kvasovk (2 g/l). Celoten volumen suspenzije kvasovk je bil 2 I. Dodajali smo
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jo po kapljicah s hitrostjo priblizno 5 ml/min. Po kon¢anem postopku smo namagnetene
kvasovke loc¢ili od nevezanih MD-APS s filtracijo na filtru tipa BA83 z velikostjo por 0,2
um. Predpostavili smo, da se bodo vecje namagnetene kvasovke na filtru zaustavile,
medtem, ko bodo §li manjsi, prebitni nanodelci skozi filter. Po filtraciji smo filtrat sprali z
2 | vode. Pri filtraciji je priSlo do problemov z zamasitvijo filtra. Poizkusili smo tudi
celulozno acetatni membranski filter (Celulose acetate filter, velikost por 1,2 um) vendar
so problemi ostali. Zaradi problemov s filtracijo smo lahko pripravili le manjSo koli¢ino
namagnetenih kvasovk. Namagnetene kvasovke smo liofilizirali. Kvasovke namagnetene
na ta naCin sem uporabil v primarni fermentaciji na Fakulteti za Kemijo in kemijsko
inzenirstvo (K-MD-APS-2).

3.4.2 Namagnetenje kvasovk z magnetno separacijo kvasovk

V tem eksperimentu namagnetenja kvasovk smo skusali dose¢i optimalno absorpcijo
magnetnih nanodelcev na povrsino kvasovk, pri ¢emer bi bili magnetni nanodelci
enakomerno porazdeljeni na povrsini kvasovk. V prvem primeru smo v suspenzijo MD-
APS po kapljicah dodali suspenzijo kvasovk (K-MD-APS-4). V drugem primeru pa smo
suspenzijo MD-APS intenzivno mesali z mehanskim mesalom, ko smo dodali celotno
koli¢ino suspenzije kvasovk (K-MD-APS-5). Po izpostavitvi kvasovk suspenziji
magnetnih nanodelcev se nanodelci homogeno absorbirajo na povrSino kvasovk. Tako
dobimo suspenzijo namagnetenih kvasovk, Ki jih nato z magnetno separacijo izlo¢imo. Pod
¢aSo smo postavili magnet in pocakali nekaj minut, da se je izlocil sediment kvasovk, na
katerih so se adsorbirali magnetni nanodelci.

3.4.2.1 Priprava suspenzij

Pripravimo 1,5 | suspenzije kvasovk s koncentracijo 2 g/l in dvakrat po 220 ml suspenzije
MD-APS, s koncentracijo 1g/l. Izhodno in pripravljeno suspenzijo MD-APS postavimo na
ultrazvok. Suspenziji kvasovk in suspenziji MD-APS smo pH uravnali na vrednost 4 z
ocetno kislino.

3.4.2.2 Namagnetenje kvasovk

0,44 | suspenzije MD-APS (1g/l) smo izpostavili ultrazvoku, da smo »razbili« skupke
magnetnih nanodelcev. V suspenzijo MD-APS smo naenkrat zlili suspenzijo rehidriranih
kvasovk, ob tem pa meSali s kovinskim meSalom. Po konfanem postopku smo
namagnetene kvasovke izloc¢ili z magnetno separacijo. Predpostavili smo, da se bodo
namagnetene kvasovke pritrdile na dno caSe, kjer smo imeli postavljen magnet, ne-
namagnetene kvasovke pa bodo prosto plavale. Postopek se je izkazal za uspesno metodo
pridobivanja namagnetenih kvasovk. Namagnetene kvasovke smo nato liofilizirali.
Kvasovke, namagnetene na ta nac¢in, Smo uporabili v primarni fermentaciji na Fakulteti za
Kemijo in kemijsko inZenirstvo.
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3.4.3 Analiza sedimenta
3.4.3.1 TEM analiza

Vzorec sedimenta je bil analiziran s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM Jeol
2100). Vzorec za TEM je bil pripravljen s suSenjem suspenzije sedimenta v etanolu na
podporni TEM mrezici.

3.4.3.2 SEM analiza
Vzorec za SEM je bil pripravljen z nanosom liofiliziranega sedimenta na prevodni trak na

povrsino pa je bil naprasen ogljik, ker mora biti povrsina vzorca za SEM prevodna. Vzorci
so bili analizirani na FEG SEM JEOL7600 F.
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3.5 1ZVEDBA DRUGEGA SKLOPA

3.5.1 lIzvedba prvega poskusa

[ PRIPRAVA VCEPKA ]
4 MINI FERMENTORJI: A

Fermentor A: KVASOVKE VRSTE Saccharomyces bayanus
(KONTROLNI EKSPERIMENT)

Fermentor B: KVASOVKE VRSTE Saccharomyces bayanus
K z MAGNETNIMI NANODELCI (K-MD-APS-2)

|

ANAEROBNA FERMENTACIJA
(T =18°C)

/ N

)

MERJENJE SUHE MASE
HPLC analiza:

(t=1dan, 2 dni, 3dni...)

» Sladkorji
> Kisline
v » Alkoholi

TEHTANJE
(t=0h, 1 dan, 2 dni, 3 dni...)

Slika 3: Shematski prikaz poteka prvega poskusa

3.5.1.1 Priprava vcepka

Vcepek smo pripravili tako, da smo kvasovke vrste Saccharomyces bayanus zatehtali
(obdane ali neobdane z magnetnimi nanodelci ) (c = 0,3 g/l) in dodali hrano za kvasovke (c
= 0,3 g/l) GO-FERM (Danstar ferment AG, Svica). Vse skupaj smo rehidrirali v raztopini
mosta in vode (10 ml+10 ml) 20 minut pri temperaturi 37 °C. Raztopino mosta in vode,
smo predhodno segrevali na temperaturo 35-37 °C. S tem postopkom smo rehidrirali dva
razli¢na vcepka. Rehidracijo smo izvedli v vodni kopeli (Blichi; Waterbath B-480). V
prvem vcepku so bile sampanjske kvasovke, v drugem vcepku pa so bile Sampanjske
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kvasovke obdane z magnetnimi nanodelci (K-MD-APS-2). Po koncani rehidraciji smo
dodali 20 ml mosta in pocakali 10 minut (da se kvasovke lazje prilagodijo).

3.5.1.2 Anaerobna fermentacija

Fermentacija je potekala 16 dni, pri temperaturi 18 °C, v dveh minifermentorjih (1 I) z
vrelnimi vehami (Slika 4). V vsak minifermentor je bil dodan vcepek (c=0,3g/l) in grozdni
most. Minifermentorja smo tehtali vsak dan, saj je bila na ta nacin izracunana tvorba COx.
Vsak dan (razen na zaCetku fermentacije) je bilo iz vsakega minifermentorja odvzetih po
20 mL vzorca, ki je bil prefiltriran in dodan v plasti¢ne epruvete (15 ml), za HPLC analizo.
Filtrni papir (0,22 um) smo shranili v petrijevko in ga uporabili za merjenje suhe mase.

Slika 4: Mini fermentor (Mini ..., 2014)
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3.5.2 lIzvedba drugega poskusa

| PRIPRAVA VCEPKA ]

/ MINI FERMENTORUJI: \

Fermentor A: KVASOVKE VRSTE Saccharomyces bayanus
z MAGNETNIMI NANODELCI(K-MD-APS-4)

Fermentor B: KVASOVKE VRSTE Saccharomyces bayanus
z MAGNETNIMI NANODELCI(K-MD-APS-5)

Fermentor C: KVASOVKE VRSTE Saccharomyces bayanus

k (KONTROLNI EKSPERIMENT) /

ANAEROBNA FERMENTACHA

(T =18°C)
HPLC analiza:
MERJENJE SUHE MASE > Sl_ad.korjl
(t=1 dan, 2 dni, 3 dni,...) > Kisline
v » Alkoholi

TEHTANJE
(t=0, 1 dan, 2 dni, 3 dni,...)

Slika 5: Shematski prikaz poteka drugega dela poskusa

3.5.2.1 Vcepek
Vcepek smo pripravili v skladu s opisanim protokolom v poglavju v 3.5.1.1

3.5.2.2 Anaerobna fermentacija drugega poskusa

Fermentacija je potekala 10 dni, pri temperaturi 18 °C, v treh minifermentorjih (1 1) z
vrelnimi vehami. V vsak minifermentor je bil dodan vcepek in grozdni most.
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Minifermentorje smo tehtali vsak dan, saj je bila na ta na¢in izra¢unana tvorba CO,. Vsak
dan (razen na zacetku fermentacije) je bilo iz vsakega minifermentorja odvzetih po 20 ml
vzorca, ki je bil prefiltriran in dodan v plasti¢ne epruvete (15 ml), za HPLC analizo. Filtrni
papir (0,22 um) smo shranil v petrijevko in ga uporabili za merjenje suhe mase.

3.5.3 Analitske metode
3.5.3.1 Spremljanje nastajanja CO>

Med fermentacijo smo spremljali spros¢anje CO.. Koli¢ino sprosc¢enega CO2 smo dolocili
z merjenjem izgube mase substrata (ob upostevanju odvzetih vzorcev) v minifermentorjih
z vrelnimi vehami.

3.5.3.2 Doloc¢anje koncentracije suhe mase

Med fermentacijo smo vsak dan (razen na zacetku fermentacije) odvzeli iz vsakega
minifermentorja po 20 ml vzorca in ga prefiltrirali skozi filtrni papir (0,22 um). Filtrni
papir z vzorcem smo shranili v petrijevko in izmerili suho maso. Suho maso smo izmerili v
pecici (Mettler Toledo HR 83, ZDA), v katero smo postavili filtrni papir z vzorcem.
Koncentracijo suhe biomase smo izracunali po enacbi 1:

konc. suhe biomase (x) = :0;21’1 (a/l) ..(1)

A...masa filter papirja v vzorcem (Q)
b...masa filter papirja (g)

3.5.3.3 HPLC analiza

S pomo¢jo HPLC analize smo v okviru HPLC izokratskega sistema kvalitativno in
kvantitativno dolocCili vsebnost organskih kislin (vinske, jabol¢ne, mle¢ne in ocetne
kisline), sladkorjev (glukoze, fruktoze), glicerola in etanola. Organske Kisline smo
detektirali preko UV-VIS detektorja pri valovni dolzini 210 nm, sladkorje, glicerol in
etanol pa preko RI diferencialnega refraktometra. S pripravo standardov razli¢nih
koncentracij za posamezne spojine smo izdelali umeritvene krivulje ter s pomocjo njih
preracunali koncentracije merjenih spojin v preiskovanih vzorcih.

Vzorce, ki smojih uporabil za HPLC analizo smo predhodno filtrirali s celulozno nitratnimi
membranskimi filtri (velikost por = 0,2 um). Za dolocanje kislin smo kot mobilno fazo
uporabili 0,015 M raztopino H2SOs, za sladkorje in alkohole pa destilirano vodo.
Temperatura kolone je bila 65 °C, pretok mobilne faze pa 0,5 ml/min.
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Slika 6: Umeritvena krivulja za glukozo
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Slika 7: Umeritvena krivulja za fruktozo
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Slika 8: Umeritvena krivulja za glicerol
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Slika 9: Umeritvena krivulja za etanol
3.5.3.4 Nacepljanje vzorca na agar plosce
V drugem delu poskusa smo po desetih dneh vzeli 1 ml vzorec iz fermentorja B ter ga

razmazali po agar plos¢i. Vzorec smo nacepili na tri agar plosce. Agarne plos¢e smo nato
inkubirali (T=37 °C), ter jih vsaki drugi dan pregledali, ¢e je prislo do tvorbe kolonij.
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3.6 POIZKUS PRIPRAVE PENINE
3.6.1 Priprava vcepkov
3.6.1.1 Rehidracija kvasovk

V 50 ml centrifugirke smo zatehtali po 0,42 g liofiliziranih kvasovk, jim dodali 10 ml vode
in 10 ml vina, ki smo ga predhodno segreli na priblizno 18 °C (belo vino, rebula in
chardonnay). Vino je bilo iz vinske kleti Saksida iz Zalos¢. Centrifugirke smo postavili v
vodno kopel, ki je bila predhodno segreta na 37 °C. Rehidracija kvasovk je potekala 20
minut.

3.6.1.2 Priprava suspenzije kvasovk

V 11 ¢aSo smo nalili 400 ml mla¢ne vode in dodali rehidrirane kvasovke. To suspenzijo
smo nato mesali s pomo¢jo mesSala disperzeja, ki povzroca velike strizne sile, kar razbija
skupke kvasovk.

3.6.1.3 Priprava suspenzije MD-APS

V 200 ml vode smo dodali razli¢no koli¢ino MD-APS. Osnovna suspenzija MD-APS je
bil 6,9 %, pH pa je imela okoli 4. Predhodno in izhodno suspenzijo smo izpostavili
ultrazvoku s sekundnim intervalom pulzerja (60 %, 1 minuta).

3.6.2 Namagnetenje kvasovk

Suspenzijo MD-APS smo dodali suspenziji kvasovk, ki se je predhodno mesala s pomocjo
meSala. Vseh 200 ml suspenzije MD-APS smo zlili naenkrat v suspenzijo kvasovk in
pustili 4-5 minut, da je prislo do ¢im boljse homogenizacije. Po kon¢anem meSanju smo
pod ¢aso dodali magnet, da so se namagnetene kvasovke posedle na magnet. Po posedanju
namagnetenih kvasovk smo preostanek tekocine odlili stran, da smo dobili samo usedlino,
ki je ostala na dnu ¢ase. Usedlino smo s spiranjem (z belim vinom, rebula in chardonnay)
sprali v centrifugirko in dodali vina do 40 ml. Na tak nafin smo pripravili vseh 22
veepkov, z isto koli¢ino kvasovk in razliéno kolicino MD-APS (Preglednica 1). Vse
centrifugirke smo zamasili z vato in jih zlozili v transportno posodo iz stiroporja. V
preglednici 1 sta zapisana tudi dva vzorca, Kjer je bila pridobljena usedlina
(kvasovke+MD-APS) liofilizirana (S1 in S2). Ta dva vzorca smo pripravili prej$nji dan po
istem postopku, z razliko v tem, da smo usedlino, ki je ostala, liofilizirali cez noc.
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Preglednica 1: Vcepki z razliénimi koli¢inami kvasovk in MD-APS, ter njihovo masno razmerje
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Oznaka vzorca Koli¢ina kvasovk Koli¢ina MD-APS Masno razmerje
(9) (ml) (kvasovke: MD-APS)
S1-2 0,389 0,55 1:10
S3-10 + S17-20 0,42 0,605 1:10
S11-12 0,42 2 1:3
S13-14 0,42 0,12 1:50
S15-16 0,42 0,06 1:100
S21-24 (nula) 0,42 / /

3.6.3 Potek steklenicenja vina

Dodajanje vcepkov v vino in steklenienje je bilo narejeno v kleti Saksida v Zalos¢ah.
Vzorec S1 in S2, v katerih so bile liofilizirane kvasovke smo morali predhodno rehidrirati.
Rehidracija je potekala pri okoli 37 °C, 20 minut. Po kon¢ani rehidraciji smo vcepek prelili
v steklenico z vinom.

3.6.3.1 Prenos vcepkov v vino

Najprej smo pripravili v plasti¢ni kadi 20 litrov vina, ki smo ga kasneje uporabili pri
stekleni¢enju. Uporabili smo zvrst chardonnaya in rebule.Vina smo zmesali skupaj, da smo
dobili lepo barvo, ter da smo dobili primerno koli¢ino kislin. Mesanici vin smo dodali 0,5
kg sladkorja (c=0,025 kg/l). Vino smo tocili v prozorne steklenice z volumnom 0,75 |. V
vsako steklenico smo nalili priblizno pol litra vina, dodali vcepek, nato pa dolili Se
preostanek vina, da je bila steklenica polna. Steklenice smo nato zaprli s kronskim
pokrovckom.

3.6.4 Magnetna separacija

Obnasanje sedimenta v vinu v steklenicah v gradientu magnetnega polja se je zasledovalo s
spremljanjem casa, ki je potreben za separacijo na dveh magnetih na povrsini steklenice.
Na steklenico sta bila prilepljena (z lepilom) dva magneta (Nd-Fe-B, 5 cm x 3 cm x 1,2
cm), na vsako stran steklenice enega, vzdolzno, priblizno 5 cm od dna steklenice. Vsebino
steklenice smo dobro pretresili in jo postaviti z zamaskom navzdol. Za steklenico je bila
namescena luc. Na ta nac¢in smo merili koliko ¢asa je potrebno, da pride do sedimentacije
kvasne biomase na magnetu.
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3.6.5 Analiza vsebine steklenice po dolo¢enem casu

Po dolo¢enem ¢asu smo izmerili tlak v steklenicah. Steklenice smo odprli in izlo¢ili
namagnetene kvasovke z magnetno separacijo. Sediment smo liofilizirali in ga uporabili za
analize.

3.6.5.1 Merjenje tlaka v steklenicah za penino

Tlak smo merili s pomoc¢jo manometra. Manometer smo namestili na vrh steklenice in
preluknjali kronski pokrovcek, da smo lahko izmerili tlak v steklenici. Zanimalo nas je, ¢e
prisotni magnetni nanodelci vplivajo na potek alkoholne fermentacije. Primerjali smo tudi
tlak v peninah z razli¢nimi masnimi razmerji magnetnih nanodelcev in kvasovk. Tlak je bil
izmerjen v razli¢nih ¢asovnih zapored;jih.

3.6.5.2 Doloc¢anje koncentracije suhe biomase

Odvzeli smo 40 ml vzorca iz vsake steklenice in ga prefiltrirali skozi filtrni papir (0,22
um). Filtrni papir z vzorcem smo shranili v petrijevko in izmerili suho maso. Suho maso
smo izmerili v pe¢ice (Mettler Toledo HR 83, ZDA) v katero smo postavili filtrni papir z
vzorcem. Koncentracijo suhe biomase smo izracunali po Enacbi 2:

konc. suhe biomase (x) = % (a/l) ...(2)

A...masa filter papirja z vzorcem ()
b...masa filter papirja (g)

3.6.5.3 HPLC analiza

Analiza je potekala enako kot je opisana v poglavju 3.5.3.3.

3.6.5.4 Analiza kovinskih ionov

Po separaciji kvasovk in nanodelcev iz penine nas je zanimalo, ¢e se magnetni nanodelci
raztapljajo oziroma, ¢e je ostalo Se kaj teh nanodelcev v penini. PO magnetni separaciji
kvasovk z nanodelci smo vzeli 15 ml penine za kasnejSo analizo kovinskih ionov in jo
zamrznili. Za analizo je bilo nato uporabljenih 10 ml penine. Vzorce je bilo potrebno
odmrzniti, centrifugirati na 4000 rpm za 5 minut, nato pa jih 100x red¢iti z 1 % HNOz in
pomeriti z ICP-MS. Kot primerjavo smo vzeli kontrolno penino (brez magnetnih
nanodelcev).
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3.6.6 Analiza sedimenta
3.6.6.1 TEM analiza penine

Vzorec sedimenta po dolo¢enem c¢asu sekundarne fermentacije je bil analiziran s
presevnim elektronskim mikroskopom (TEM Jeol 2100). VVzorec za TEM je bil pripravljen
s suSenjem suspenzije sedimenta v etanolu na podporni TEM mrezici.
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4 REZULTATI

4.1 NAMAGNETENJE KVASOVK

Ugotovili smo, da je ta postopek namagnetenja kvasovk z magnetno separacijo primernejsi
od postopka namagnetenja kvasovk s prebitnim dodatkom magnetnih nanodelcev. Pri
postopku namagnetenja kvasovk s prebitnim dodatkom MD je prihajalo do zamasitve por
filtra zaradi visoke koncentracije suspenzije MD. Tudi ob uporabi filter papirja z ve¢jimi
porami je prihajalo do zamasitve por, tako da za tolikSno koncentracijo MD, kot jo mi
potrebujemo, ta postopek ni primeren. Postopek namagnetenja kvasovk z magnetno
separacijo se je izkazal za uspeSnega. Glede na dobljene rezultate smo se odlocili, da za
pripravo namagnetenih kvasovk v sekundarni fermentaciji, uporabimo postopek
namagnetenja kvasovk z magnetno separacijo in ne s prebitnim dodatkom magnetnih
nanodelcev.

4.1.1 Namagnetenje kvasovk s prebitnim dodatkom magnetnih nanodelcev

Pri vodni filtraciji smo opazili, da prihaja do zamasSitve por v filtru, po vecCkratnem
spiranju. Nastala je filtrna pogaca, ki je bila nepropustna za suspenzijo magnetnih
nanodelcev in kvasovk. Zato smo ¢ez filter prelili samo 400 ml suspenzije MD-APS s
kvasovkami, nato pa zamenjali filtrni papir.Uporabili smo tudi filter, ki je imel velikost por
1,2 um, vendar je po veckratnem spiranju tudi tukaj prihajalo do zamasitve por. Zaradi
tega smo se odlocili, da naredimo suspenzijo magnetnih nanodelcev, ki je bila 0,02 % in
ugotovili, da potem ne prihaja do takojSnje zamaSitve por. Vendar tudi ta nain ni bil
najbolj primeren, saj na ta nafin ne moremo pridobiti ve¢jih koli¢in namagnetenih
kvasovk. Uporabili smo tudi diskasto meSalo, da smo z njim ustvarjali suspenzijo
magnetnih nanodelcev in kvasovk ter s tem preprecevali takoj$nje usedanje delcev in
nastanek filtrne pogace. Liofilizacija je bila uspe$na, tako da smo te vzorce uporabili za
primarno fermentacijo. TEM analiza je pokazala pri prebitku magnetnih nanodelcev, da so
kvasovke obdane z debelo plastjo magnetnih nanodelcev. Slika 10 prikazuje TEM
posnetek namagnetenih kvasovk s prebitnim dodatkom magnetnih nanodelcev MD-APS.
Na slikah je vidno, da je velika ve¢ina povrsine kvasovk prekrita z magnetnimi nanodelci.
Nanodelci na tej sliki so vidni kot zrnata struktura na povrsini kvasovk in na posameznih
mestih poleg kvasovk. Del nanodelcev torej lezi tudi poleg kvasovk. To je vsaj delno lahko
posledica tega, da se kvasovke med suSenjem skrc¢ijo in se zato zmanjSa njihova povrSina
in nanodelci zato odpadejo s povrsine.

V primerjavi z nanodelci MD-Si-APMS, ki so bili uporabljeni v predhodni raziskavi
(Boskovi¢, 2010), smo v primeru nanodelcev MD-APS uspeli na povrsino kvasovk
absorbirati nanodelce v mnogo vecji povrSinski koncentraciji. Razlog je v razmerju sil med
delci v suspenziji med namagnetenjem. Povrsinski naboj maghemitnih nanodelcev MD-Si-
APMS velikosti 13 nm in prevlecenih z 2 nm silikatno plastjo je bil uravnan z vezavo
visoke povrsinske koncentracije 3-(2-aminoetilamino) propilmetildimethoksilana (APMS)
na povrsino. Zaradi velike povrSinske koncentracije amino skupin na povrsini so bili
nanodelci pozitivno nabiti. Njihova vodna suspenzija, v kateri so bile kvasovke
izpostavljene nanodelcem, je bila popolnoma stabilna. Nanodelci MD-Si-APMS se zaradi
velikega pozitivnega naboja mocno vezejo na negativno nabito povrsino kvasovk. Po drugi
strani pa se med seboj mo¢no odbijajo zaradi elektrostatskih odbojnih sil. Odbojne sile
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med delci preprecujejo, da bi se nalozili na povrSino kvasovk v veliki povrSinski
koncentraciji. Magnetni nanodelci MD-APS pa v vodi ne tvorijo povsem stabilne
suspenzije. Nanodelci so v suspenziji prisotni v obliki majhnih aglomeratov velikosti okoli
100 nm (Makovec in sod., 2011).

To dokazuje, da delujejo med nanodelci MD-APS manjse odbojne sile kot v primeru
nanodelcev MD-Si-APMS, hkrati pa je njihov pozitivni naboj oc€itno dovolj visok, da
omogoca ucinkovito absorpcijo na negativno nabite kvasovke.

Slika 10: TEM posnetka (pri dveh razli¢nih pove¢avah) namagnetenih kvasovk s prebitni dodatkom
magnetnih nanodelcev MD-APS
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4.1.2 Namagnetenje kvasovk z magnetno separacijo kvasovk

Namagnetene kvasovke po dolo¢enem ¢asu (t= 0,5 h) smo po izpostavitvi magnetnim
nanodelcem posedli na dno ¢ase z uporabo permanentnega magneta, odve¢no suspenzijo s
kvasovkami, na katerih ni bilo absorbiranih dovolj nanodelcev, pa smo odvzeli. Kasne;jsi
pregled odvzetega dela je pokazal, da je ne-namagnetenih kvasovk zelo malo. Mesanje s
kovinskim mesSalom se je izkazalo za uspesno, saj s tem ustvarjamo pogoje za ¢im boljso
homogenost absorpcije MD-APS na povrsino kvasovk. Homogenost porazdelitve MD-
APS na kvasovkah po namagnetenju smo preverili s TEM in SEM analizo. Slika 11
prikazuje TEM posnetek kvasovk namagnetenih z magnetno separacijo. Nanodelci so
relativno homogeno porazdeljeni po vseh kvasovkah, je pa njihova povrSinska
koncentracija manjSa kot v primeru namagnetenja s prebitnim dodatkom. Tudi na SEM
posnetkih (Slika 12) se vidi relativno homogena porazdelitev nanodelcev po kvasovkah.
Nanodelci so sicer razporejeni po povrsini kvasovke v obliki skupkov.

Slika 11: TEM posnetka (pri dveh razli¢nih pove¢avah) namagnetenih kvasovk z magnetno separacijo
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Slika 12: SEM posnetki (pri treh razliénih povecavah) namagnetenih kvasovk z magnetno sepracijo.
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Liofilizacija je bila uspesna, tako da smo te vzorce uporabili za nadaljnjo primarno
fermentacijo.

4.2 DRUGI SKLOP

V prvem poizkusu smo zeleli preveriti, kako zelo velika povrSinska prekritost kvasovk z
nanodelci ucinkuje na njihov metabolizem. Vzorec je bil pridobljen s postopkom
namagnetenje kvasovk s prebitim dodatkom magnetnih nanodelcev MD-APS (K-MD-
APS-2). V tem primeru je povrsina kvasovk skoraj povsem prekrita z nanodelci. Kot se je
izkazalo sicer tak nacin namagnetenja kvasovk ni uporaben za pripravo vecje koli¢ine
veepkov za Sampanizacijo. Hoteli smo predvsem preveriti, ali povzro¢i taka maksimalna
prekritost povrSine kvasovk razliko v poteku alkoholne fermentacije v primerjavi z
neobdelano kulturo Saccharomyces bayanus, ter ¢e magnetni nanodelci vplivajo na
kemijsko sestavo vina.

V drugem poskusu smo uporabili magnetne delce MD-APS. Vzorca sta bila pridobljena s
postopkom namagnetenje kvasovk z magnetno separacijo kvasovk. V prvem primeru smo
v suspenzijo MD-APS po kapljicah dodali suspenzijo kvasovk (K-MD-APS-4). V drugem
primeru pa smo suspenzijo MD-APS intenzivno mesali z mehanskim meSalom, ko smo
dodali celotno koli¢ino suspenzije kvasovk (K-MD-APS-5). V tem primeru je povrSina
kvasovk manj prekrita z nanodelci, kot v prvem poizkusu, vendar $e vedno zadostna, da bi
bila metoda primerna za pripravo vcepkov za Sampanizacijo. Kot se je izkazalo, je metoda,
kjer intenzivno mesamo z mehanskim mesSalom in dodamo celotno koli¢ino suspenzije
kvasovk, najprimernejsa za pripravo vecje koli¢ine veepkov za Sampanizacijo. Ta metoda
se je tudi uporabila pri tretjem sklopu za poizkus priprave penine. Metoda, kjer v
suspenzijo MD-APS po kapljicah dodajamo suspenzijo kvasovk je zamudna, zato je tudi
manj primerna. Hoteli smo predvsem preveriti, ali povzro¢i prekritost povrSine kvasovk
razliko v poteku alkoholne fermentacije v primerjavi z neobdelano kulturo Saccharomyces
bayanus, ter ¢e magnetni nanodelci vplivajo na kemijsko sestavo vina.

4.2.1 Kinetika alkoholne fermentacije
4.2.1.1 Prvi poskus (K-MD-APS2)
4.2.1.1.1 Sprememba koncentracije suhe biomase med alkoholno fermentacijo

Na sliki 13 je vidno, da se je koncentracija suhe biomase med fermentacijo hitreje
zmanjSevala v vzorcu, Kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih nanodelcev. Na sliki
13 je prikazano, da je bila koncentracija suhe biomase ob koncu fermentacije najnizja v
vzorcu, kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih nanodelcev. Iz teh rezultatov lahko
sklepamo, da magnetni nanodelci vplivajo na potek spremembe koncentracije suhe
biomase med alkoholno fermentacijo.
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Slika 13: Potek spremembe koncentracije suhe biomase med alkoholno fermentacijo
4.2.1.1.2 Sproscanje CO>

Na sliki 14 je prikazano spros¢anje CO2 med alkoholno fermentacijo. V vzorcu, Kjer so
bile dodane kvasovke vrste Saccharomyces bayanus brez magnetnih nanodelcev je bilo ve¢
spros¢enega CO2 med alkoholno fermentacijo, kot pa v vzorcu kjer so bile dodane
kvasovke vrste Saccharomyces bayanus z magnetnimi nanodelci. Opazimo lahko, da so
razlike v koli¢ini spros¢enega CO2, tako da magnetni nanodelci vplivajo na dihanje.
Opaziti je tudi da je bila faza prilagajanje celi¢ne rasti daljSa v vzorcu, kjer so bile dodane
kvasovke z magnetnimi nanodelci. Zato je bila tukaj faza eksponentne rasti daljSa in
znacilno manj strma Vv primerjavi z vzorcem, Kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih
nanodelcev. Vse to je vplivalo, da je bilo spros¢enega manj CO2 v doloCenem casu, v
vzorcu Kjer so bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci. Med devetim in enajstim
dnevom se je sprostilo najve¢ CO2, med 0,3-0,35 g/Ih. Nato pa sledi upadanje spros¢anja
COs. Iz rezultatov lahko sklepamo, da magnetni nanodelci vplivajo na sprosc¢anje COx.
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Slika 14: Kinetika oddanega CO; v odvisnosti od trajanja alkoholne fermentacije
4.2.1.2 Drugi poskus (K-MD-APS4 in K-MD-APS5)
4.2.1.2.1 Sprememba koncentracije suhe biomase med alkoholno fermentacijo

Na sliki 15 je vidno, da se je koncentracija suhe biomase na zacetku alkoholne
fermentacije linearno povecevala, pri vseh treh vzorcih. Najhitreje se je suha biomasa
zmanj$evala v vzorcu, kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih nanodelcev. Slika 16
prikazuje koncentracijo suhe biomase ob koncu alkoholne fermentacije. Opazimo lahko, da
je bila koncentracija suhe biomase ob koncu alkoholne fermentacije najnizja v vzorcu, Kjer
so bile dodane kvasovke brez magnetnih nanodelcev. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da
magnetni nanodelci vplivajo na potek spremembe koncentracije suhe biomase med
alkoholno fermentacijo.
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Slika 15: Potek spremembe koncentracije suhe biomase med alkoholno fermentacijo
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Slika 16: Koncentracija suhe biomase ob koncu alkoholne fermentacije
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4.2.1.2.2 Sproscanje CO>

Na sliki 17 se vidi, da je bilo v vzorcu, kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih
nanodelcev, ve¢ sproS¢enega CO2 v doloenem ¢asu, kot pa drugih dveh vzorcih, kjer so
bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci. Opaziti je, da so razlike v koli¢ini
sproséenega CO», tako da magnetni nanodelci vplivajo na dihanje. V vzorcu kjer so bile
dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci (postopek dodajanje po kapljicah) je opaziti, da
je bila eksponentna faza rasti daljsa, kot pa v drugih dveh vzorcih. Med Sestim in osmim
dnevom se je sprostilo najve¢ CO2, med 0,24- 0,27 g/lh. Iz prikazanega lahko sklepamo, da
magnetni nanodelci vplivajo na sprosc¢anje COso.
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Slika 17: Kinetika oddanega CO; v odvisnosti od trajanja alkoholne fermentacije
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4.2.2 HPLC analiza
4.2.2.1 K-MD-APS2
4.2.2.1.1 Dinamika porabe sladkorjev

Sliki 18 in 19 nam predstavljata porabo sladkorjev glukoze in fruktoze med alkoholno
fermentacijo. Hitrost porabe sladkorjev glukoze in fruktoze je veéja in bolj intenzivna v
vzorcu, Kjer niso prisotni magnetni nanodelci. V vzorcu, kjer so bile dodane kvasovke z
magnetnimi nanodelci, ne pride do celotne porabe glukoze in fruktoze. Hitrost porabe
glukoze med alkoholno fermentacijo je nekoliko vecja kot pri porabi fruktoze.
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Slika 18: Poraba glukoze med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
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Slika 19: Poraba fruktoze med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
4.2.2.1.2 Dinamika tvorbe metabolnih produktov

Iz slik 20 in 21 je razvidno, da magnetni nanodelci vplivajo na nastajanje glicerola in
etanola. Produkcija glicerola in etanola je veéja v vzorcu, kjer so bile dodane kvasovke
brez magnetnih nanodelcev. Najvi§ja kon¢na koncentracija glicerola je priblizno 8 g/l,
najvisja kon¢na koncentracija etanola pa je priblizno 100 g/1.
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Slika 20: Nastajanje glicerola med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
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Slika 21: Nastajanje etanola med alkoholno fermentacijo pri 18 °C

Slika 22 nam prikazuje vsebnost kislin ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcu, Kjer so
bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci in Sampanjske kvasovke brez magnetnih
nanodelcev. Zanimalo nas je, ¢e magnetni nanodelci vplivajo na nastanek in koli¢ino kislin
med alkoholno fermentacijo. Iz grafa lahko sklepamo, da so ocetna, citronska in jabol¢na
kislina zastopane v podobnih koncentracijah pri obeh vzorcih. Vinska kislina je povisana v
vzorcu, Kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih nanodelcev. Prav tako je mle¢na
kislina nekoliko poviSana v vzorcih, kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih
nanodelcev, kar vpliva na boljsi okus pridelka.
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Slika 22: Vsebnost kislin ob koncu alkoholne fermentacije
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4.2.2.2 K-MD-APS4 in K-MD-APS5
4.2.2.2.1 Dinamika porabe sladkorjev

Sliki 23 in 24 nam predstavljata porabo sladkorjev glukoze in fruktoze med alkoholno
fermentacijo. Hitrost porabe sladkorjev glukoze in fruktoze je vecja in bolj intenzivna v
vzorcu, Kjer niso prisotni magnetni nanodelci. V vzorcu, Kjer so bile dodane kvasovke z
magnetnimi nanodelci, ne pride do celotne porabe glukoze in fruktoze. V vzorcu kjer so
bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci, pripravljene po metodi meSanja s
kovinskim mes$alom, je vecja poraba glukoze in fruktoze, kot pa v vzorcu, Kjer so bile
dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci pripravljene z metodo dodajanja po kapljicah.
Hitrost porabe glukoze med alkoholno fermentacijo je nekoliko vec¢ja kot pri porabi
fruktoze.
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Slika 23: Poraba glukoze med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
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Slika 24: Poraba fruktoze med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
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4.2.2.2.2 Dinamika tvorbe metabolnih produktov

Iz slik 25 in 26 je razvidno, da magnetni nanodelci vplivajo na nastajanje glicerola in
etanola. Produkcija glicerola in etanola je vecja v vzorcu, Kjer so bile dodane kvasovke
brez magnetnih nanodelcev. Produkcija glicerola in etanola je priblizno enaka v vzorcih,
kjer so bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci. Najvi§ja konéna koncentracija
glicerola je priblizno 7 g/, najvisja kon¢na koncentracija etanola pa je priblizno 85 g/I.
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Slika 25: Nastajanje glicerola med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
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Slika 26: Nastajanje etanola med alkoholno fermentacijo pri 18 °C
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Slika 27 nam prikazuje vsebnost kislin ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcu, kjer so
bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci in kvasovke brez magnetnih nanodelcev.
Zanimalo nas je, ¢e magnetni nanodelci vplivajo na nastanek in koli¢ino kislin med
alkoholno fermentacijo. 1z grafa lahko sklepamo, da so ocetna in citronska kislina
zastopane v podobnih koncentracijah pri vseh treh vzorcih. Jabol¢na kislina je podobno
zastopana v vzorcih, kjer so bile dodane kvasovke z magnetnimi nanodelci in poviSana v
primerjavi z vzorcem, kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih nanodelcev. Mle¢na
kislina je nekoliko povisana v vzorcih, Kjer so bile dodane kvasovke brez magnetnih
nanodelcev, kar vpliva na boljsi okus pridelka.
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Slika 27: Vsebnost kislin ob koncu alkoholne fermentacij
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4.3 PRIPRAVA IN ANALIZA PENINE
4.3.1 Merjenje tlaka

Iz rezultatov v preglednici 2 in iz slike 28 je razvidno, da tlak (steklenice z masnim
razmerjem 1: 10) naras¢a in doseze tlak okoli 6 barov. Iz tabele 2 je tudi razvidno, da je
tlak po koncu fermentacije enak v vseh steklenicah. Se pravi, da ni razlik med
steklenicami, v katerih so bila razli¢na masna razmerja magnetnih nanodelcev in kvasovk.
Iz rezultatov lahko sklepamo, da koli¢ina nanodelcev pri nastajanju tlaka ni pomembna.

—4=—Kvasovkevrste
Saccharomyces bayanus z
3 magnetnimi nanodelci

Tlak (bar)

0 10 20 30 40 60 70 80 90 100

v 50
Cas (dni)

Slika 28: Dinamika nara$éanja tlaka v steklenicah z masnim razmerjem 1: 10

Preglednica 2: Prikaz podatkov o izmerjenem tlaku v vzorcu pred odpiranjem

St. vzorca Masno razmerje Cas Tlak
(kvasovke: MD-APS) (dni) (bar)
S3 1:10 6 0,3
S6 1:10 13 0,3
S7 1:10 20 1,6
S8 1:10 27 3,4
S5 1:10 34 4,0
S9 1:10 41 59
S17 1:10 69 nad 6
S4 1:10 94 nad6
S1 1:10 (liof.) 94 nad 6
S11 1:3 94 6
S13 1:50 94 nad 6
S15 1:100 94 nad 6
S21 / 94 6

o1
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4.3.2 Merjenje suhe biomase

Na sliki 29 je prikazan potek spremembe koncentracije suhe biomase med alkoholno
fermentacijo v vzorcih, kjer so bile dodane kvasovkein magnetni nanodelciv razmerju
1:10. Slika 30 prikazuje, kolik$na je bila koncentracija suhe biomase v vzorcu z razli¢nim
masnim razmerjem magnetnih nanodelcev in kvasovk ob koncu fermentacije. 1z njega
opazimo, da je koncentracija suhe biomase podobna v vzorcu, Kjer je bilo masno razmerje
kvasovk in magnetnih nanodelcev 1:10, v primerjavi s kontrolno penino (nula), katera ni
vsebovala magnetnih nanodelcev. V vzorcih z drugatnim masnim razmerjem, pa
koncentracija suhe biomase ni podobna, v primerjavi s kontrolno penino, katera ni
vsebovala magnetnih nanodelcev.

Koncentracije suhe biomase v razli¢nih vzorcih so prikazane v preglednici 3.

Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da magnetni nanodelci vplivajo na koncentracijo
suhe biomase ob koncu fermentacije, ¢e niso v pravem masnem razmerju s kvasovkami.

14

1,2

= 03 —4—Kvasovke vrste
25 Saccharomyces bayanus z
& M M ~— magnetnimi nanodelci
S 06
2
2
= 04
[]
=
=
¥ 0.2

0

0 20 40 60 80 100

v

Cas (dni)

Slika 29: Potek spremembe koncentracije suhe biomase med alkoholno fermentacijo
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Slika 30: Koncentracije suhe biomase v steklenicah z razli¢nim masnim razmerjem kvasovk in magnetnih

nanodelcev ob koncu alkoholne fermentacije

Preglednica 3: Prikaz podatkov vsebnosti suhe biomase v vzorcih

St. vzorca Masno razmerje Cas Suha biomasa

(kvasovke: MD-APS) (dni) (a/l)
S3 1:10 6 1,33
S6 1:10 13 0,94
S7 1:10 20 0,75
S8 1:10 27 0,74
S5 1:10 34 0,73
S9 1:10 41 0,71
S17 1:10 69 0,70
S4 1:10 94 0,66
s1 1:10 (liof.) 94 0,64
S11 1:3 94 0,81
S13 1:50 94 0,4
S15 1:100 94 0,53
S21 / 94 0,64
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4.3.3 HPLC analiza

Na slikah 31 in 32 sta prikazani koncentraciji glukoze in fruktoze ob koncu alkoholne
fermentacije v vzorcih z razliénim masnim razmerjem kvasovk in magnetnih nanodelcev v
primerjavi s kontrolno penino, katera ni vsebovala magnetnih nanodelcev. Koncentracija
glukoze in fruktoze je bila v vseh vzorcih visja v primerjavi s kontrolo. 1z teh rezultatov
lahko sklepamo, da magnetni nanodelci vplivajo, da se glukoza in fruktoza ne pretvorita v
primarne in sekundarne metabolite.

Na sliki 33 je prikazana koncentracija glicerola ob koncu alkoholne fermentacije, v vzorcih
z razli¢nim masnim razmerjem kvasovk in magnetnih nanodelcevv primerjavi s kontrolno
penino, katera ni vsebovala magnetnih nanodelcev. Koncentracija glicerola je bila v vseh
vzorcih nizja v primerjavi s kontrolo. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da magnetni
nanodelci vplivajo na manjSo tvorbo glicerola.

Na sliki 34 je prikazana koncentracija etanola ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcih z
razli¢nim masnim razmerjem Kvasovk in magnetnih nanodelcev v primerjavi s kontrolno
penino, katera ni vsebovala magnetnih nanodelcev. Koncentracija etanola je bila podobna
v vzorcih z masnim razmerjem 1:10 in 1:100 v primerjavi s kontrolo. V preostalih vzorcih
pa je bila koncentracija etanola niZja. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da magnetni
nanodelci vplivajo na manjSo tvorbo etanola.
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Slika 31: Koncentracija glukoze ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcih z razli¢nim masnim razmerjem
kvasovk in magnetnih nanodelcev
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Slika 32: Koncentracija fruktoze ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcih z razli¢nim masnim razmerjem
kvasovk in magnetnih nanodelcev
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Slika 33: Koncentracija glicerola ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcih z razli¢nim masnim razmerjem
kvasovk in magnetnih nanodelcev
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Slika 34: Koncentracija etanola ob koncu alkoholne fermentacije v vzorcih z razli¢nim masnim razmerjem
kvasovk in magnetnih nanodelcev

Slika 35 nam prikazuje vsebnost kislin v peninah z razliénimi masnimi razmerji med
kvasovkami in magnetnimi nanodelci, vklju¢no z nulto (kontrolno), ki ni vsebovala
magnetnih nanodelcev. Zanimalo nas je, Ce prisotnost magnetnih nanodelcev vpliva na
nastanek Kislin v penini. Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da je citronska kislina zastopana
v podobnih koncentracijah, pri vseh vzorcih, razen pri vzorcu S1. Vsebnost mle¢ne kisline
je zastopana v manj$ih koncentracijah v primerjavi s kontrolo, razen v vzorcu S13. Ocetna
in jabol¢na kislina sta zastopani v podobni koncentraciji samo pri vzorcu S1, v primerjavi s
kontrolo, v preostalih vzorcih pa je koncentracija ocetne in jabol¢ne kisline niZja. Vinska
kislina se razlikuje v vseh vzorcih, v primerjavi s kontrolo.
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Slika 35: Vsebnost kislin v penini
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4.3.4 TEM analiza

Po 69 dneh je bila narejena TEM analiza sedimenta v vzorcu S17. Pri namagnetenju
kvasovk za ta vzorec smo uporabili masno razmerje med kvasovkami in magnetnimi
nanodelci 1:10. Na TEM sliki 36 se vidi, da so kvasovke v obliki ve¢jih skupkov. Na
kvasovkah so jasno vidni temnej$i nanodelci anizotropnih oblik. Okoli kvasovk je venec
amorfnega materiala, v katerem so pogosti slabo kristalini¢ni nanodelci velikosti od nekaj
10 nm do ve¢ 100 nm (sliki 37 in 38). Amorfni material je verjetno veinoma sestavljen iz
kalijevega tartrata.

Podrobnejsa analiza nanodelcev, prisotnih na in ob kvasovkah je pokazala, da ne gre za
maghemitne nanodelce uporabljene za namagnetenje. EDS analiza sicer pokaZe prisotnost
zeleza, vendar pa se njihova morfologija in kristalna struktura ne ujema z nanodelci MD-
APS. Zelo verjetno je prislo do spremembe nanodelcev zaradi njihovega raztapljanja v
vinu. Zelezov oksid maghemit je sicer topen v mineralnih kislinah, pri nizkih vrednostih
pH. Na primer, raztapljanje je zelo pocasno Se pri vrednostih pH okoli 2 (Kralj in sod.,
2010), zato raztapljanja v vinu, kjer je pH 3,2, nismo pricakovali. Vendar pa imajo na
raztapljanje Zelezovega oksida ocitno velik vpliv organske kisline, ki so zelo dobri
kompleksanti, ki z Fe** ioni tvorijo stabilne komplekse. To je ogitno privedlo do delnega
raztapljanja magnetnih nanodelcev in s tem izgube magnetnih lastnosti namagnetene
kvasne biomase.

Slika 36: TEM slika skupka kvasovk z magnetnimi nanodelci po koncu sekundarne fermentacije

S7
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1 um /

Slika 37: TEM slika kvasovke z magnetnimi nanodelci po koncu sekundarne fermentacije (manj$a povecava)

500 nm

Slika 38: TEM slika kvasovke z magnetnimi nanodelci po koncu sekundarne fermentacije (ve¢ja povecava)
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4.3.5 Analiza kovinskih ionov

Da bi potrdili raztapljanje magnetnih nanodelcev med sekundarno fermentacijo vina, smo
opravili tudi analizo kovinskih ionov v vinu. Trdno snov smo locili od penine s filtracijo in
ultracentrifugiranjem. Za primerjavo smo imeli kontrolno penino (nula). Slika 39 nam
prikazuje vsebnost nekaterih kovinskih ionov v penini. Slika 40 nam prikazuje vsebnost
zelezovih ionov Vv peninah. Iz obeh grafov je razvidno, da se razliéni vzorci razlikujejo
predvsem po vsebnosti Zelezovih ionov. Vsebnost zeleza je bila najve¢ja v vzorcu S11,
kjer je bilo izhodno masno razmerje kvasovk in magnetnih nanodelcev 1:3. Najmanjsa
vsebnost Zeleza pa je bila v vzorcu S15, kjer je masno razmerje kvasovk in magnetnih
nanodelcev 1:100. Rezultat jasno potrjuje, da se maghemitni nanodelci po daljSem ¢asu
raztapljajo v vinu. 1z slike 41 je tudi razvidno, da se vsebnost Zeleza v penini z masnim
razmerjem 1:10, poveCuje tekom fermentacije, verjetno zato, ker se magnetni nanodelci
raztapljajo v penini.
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Slika 39: Vsebnost nekaterih kovin v penini (ob koncu sekundarne fermentacije)

59



Krasevec K. Kinetika metabolizma magnetiziranih...in moznost uporabe v tehnologiji pene¢ih vin.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij Biotehnologije, 2015

30 4
fa
S 25
g
£ 20 -
=
2
»
E: 15 -
2 mZelezo
@
N
% 10 -
S
=]
=
LI
v
: "
S11(1:3) S4(1:10) S1(1:10- Ilof) S13(1:50) $15(1:100) $21(nula)
Vzorci
Slika 40: Vsebnost Zeleza v zreli penini (0b koncu sekundarne fermentacije)
14
-
S 12 /
g /
'g 10 /
=
=
¥ 3
[
S
3 6
»
>N
=
2 4
=
=
2 2
- /
0 T 1
0 20 40 60 80 100

Cas (dnevi)

Slika 41: Vsebnost Zeleza v penini z masnim razmerjem kvasovk in magnetnih nanodelcev 1:10 med
sekundarno fermentacijo
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5 SKLEPI

V magistrski nalogi smo preucevali pripravo kvasovk, obdanih z maghemitnimi
magnetnimi nanodelci, ki smo jih nato uporabili v primarni in sekundarni fermentaciji,
ter ob tem Studirali njihov vpliv na kinetiko metabolizma.

Pri pripravi kvasovk, obdanih z magnetnimi nanodelci smo ugotovili, da je
najprimernej$i na¢in hamagnetenja z intenzivnim meSanjem suspenzije kvasovk in
suspenzije magnetnih nanodelcev v razmerju kvasovk in magnetnih nanodelcev 1:10.
Po absorpciji nanodelcev na kvasovke te magnetno izlocimo iz suspenzije.

Ugotovili smo, da v primarni in sekundarni fermentaciji magnetni nanodelci vplivajo
na kinetiko alkoholne fermentacije. Ugotovili smo, da upocasnijo in zmanjsajo
kinetiko alkoholne fermentacije. Hitrost porabe sladkorjev je v primarni in sekundarni
fermentaciji manj$a in manj intenzivna. Magnetni nanodelci upocasnijo in zmanj$ajo
produkcijo etanola in glicerola.

Magnetni nanodelci vplivajo na spros¢anje CO2 v primarni fermentaciji, saj je manj
intenzivno, ni pa razlike v doseZenem kon¢nem tlaku v sekundarni fermentaciji.

V sekundarni fermentaciji (tehnologija penecih vin) smo uporabili razlicna masna
razmerja med kvasovkami in magnetnimi nanodelci (MD-APS). Ugotovili smo, da
vi§ja koncentracija nanodelcev Vpliva na manjSe koncne koncentracije glicerola in
etanola oziroma vecje koncne koncentracije glukoze in fruktoze.

Ugotovili smo, da so v primarni fermentaciji ocetna, citronska in jabol¢na kislina
podobno zastopane. Vinska kislina v kontrolnem vzorcu, kjer so bile dodane kvasovke
brez magnetnih nanodelcev, je edina ostala praktiéno nespremenjena. Prav tako je
mle¢na kislina nekoliko povisana v vzorcih, Kjer so bile dodane kvasovke brez
magnetnih nanodelcev, kar vpliva na boljsi okus pridelka.

V sekundarni fermentaciji je citronska kislina zastopana v podobnih koncentracijah,
pri vseh vzorcih, razen pri vzorcu kjer je bilo masno razmerje kvasovk in magnetnih
nanodelcev 1:10. Vsebnost mle¢ne kisline je zastopana v manjSih koncentracijah v
primerjavi s kontrolo, razen v vzorcu kjer je bilo masno razmerje kvasovk in
magnetnih nanodelcev 1:50.

Ocetna in jabol¢na kislina sta prisotni v podobni koncentraciji samo pri vzorcu, kjer je
bilo masno razmerje kvasovk in magnetnih nanodelcev 1:10, v primerjavi s kontrolo, v
ostalih vzorcih pa sta koncentraciji ocetne in jabol¢ne kisline nizji. Vinska kislina se
razlikuje v vseh vzorcih, v primerjavi s kontrolo.

Ugotovili smo, da se po nekem c¢asu v sekundarni fermentaciji magnetni nanodelci
zacnejo raztapljati, tako da maghemitni nanodelci niso primerni za uporabo v
tehnologiji penecih vin.
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6 POVZETEK

V magistrski nalogi smo raziskovali vpliv magnetnih nanodelcev Zelezovega oksida na
kinetiko fermentacije. Delo je bilo zasnovano iz treh vecjih sklopov.

V prvem sklopu smo pripravili namagnetene kvasovke s postopkom namagnetenja z
intenzivnim mesSanjem suspenzije kvasovk in suspenzije magnetnih nanodelcev. Ugotovili
smo da je najprimernej$e razmerje kvasovk in magnetnih nanodelcev 1:10. Po absorpciji
nanodelcev na kvasovke te magnetno izlo¢imo iz suspenzije. Postopek namagnetenja
kvasovk s prebitim dodatkom magnetnih nanodelcev ni primeren, ker prihaja do zamasitve
por filtra zaradi visoke koncentracije suspenzije MD.

Namagnetene kvasovke smo nato preizkusali v primarni in v sekundarni fermentaciji
(drugi in tretji sklop). Med potekom primarne in sekundarne alkoholne fermentacije smo
izvajali meritve koncentracije suhe snovi, spremljanje tvorbe CO. in HPLC analize,
doloCanje koncentracije suhe snovi, magnetnosti kvasovk, ter TEM in SEM analize.
Analize so pokazale, da magnetni nanodelci upocasnijo kinetiko alkoholne fermentacije in
zmanj$ajo produkcijo glicerola in etanola, hitrost porabe sladkorjev pa je manj$a in manj
intenzivna. 1z rezultatov je vidno da je produkcija glicerola in etanola manjSa in manj
intenzivna. Ugotovljeno je bilo, da magnetni nanodelci vplivajo na dihanje v primarni
fermentaciji, ne vplivajo pa na dihanje v sekundarni fermentaciji. Vi§ja koncentracija
nanodelcev zavira kinetiko alkoholne fermentacije.

Analiza kislin v vzorcih ob koncu alkoholne fermentacije je pokazala da imajo magnetni
nanodelci manjsi vpliv na ohranjanje in nastanek kislin. V' primarni fermentaciji so ocetna,
citronska in jabol¢na kislina podobno zastopane, vinska in mlecna pa sta nizji. V
sekundarni fermentaciji je mle¢na kislina ve¢inoma zastopana v manj$ih koncentracijah v
primerjavi s kontrolo, ocetna in jabol¢na kislina je zastopana v podobni koncentraciji v
primerjavi s kontrolo, vinska kislina pa se razlikuje v vseh vzorcih v primerjavi s kontrolo.

Iz rezultatov, lahko sklepamo, da se po dolo¢enem casu v sekundarni fermentaciji
magnetni nanodelci za€nejo raztapljati, zato niso primerni za uporabo v tehnologiji penecih
vin.
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