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JI. sl/en

Al Na podlagi delovne hipoteze, da visje koncentracije fruktoze inhibitorno delujejo na potek

alkoholne fermentacije mosta s kvasovko Saccharomyces cerevisiae, smo skusali dokazati

zaustavitev fermentacije ob povisani koncentraciji fruktoze v gojis¢u oziroma upocasnjeno porabo

fruktoze. Kot rastni medij smo uporabili kemijsko definiran most, ki je vseboval razli¢na razmerja

glukoze in fruktoze. Skupna zaCetna koncentracija sladkorjev je bila 400 g/l. Med potekom

alkoholne fermentacije smo po vzoréenju spremljali vrednost pH bioprocesne brozge, sproscanje

CO,, spreminjanje vrednosti ODgs, ter z analizami HPLC porabo glukoze in fruktoze ter nastajanje

nekaterih klju¢nih metabolitov fermentacije - etanola, glicerola in ocetne kisline. Preverili smo tudi

aktivnost glikoliti¢nih encimov heksokinaze, fosfofruktokinaze in piruvat kinaze. V drugem delu

poskusa smo se osredotocili na del fermentacije, ki poteka najbolj burno. To pomeni, da se takrat

porabi najveC sladkorjev oziroma se sprosti najve¢ja koli¢ina CO,. Doloc¢ili smo ga glede na

rezultate celotne fermentacije v prvem delu poskusa. Doloc¢ali smo aktivnosti glikoliticnih encimov

ter porabo sladkorjev in sintezo etanola, glicerola in ocetne kisline. Ugotovili smo, da nizje

razmerje glukoza/fruktoza v mediju povzroc¢i upocasnitev alkoholne fermentacije. Ko je v mediju

koncentracija fruktoze vi§ja, se tvori manj etanola in zato tudi manjsa koli¢ina CO, in manj drugih

kvasnih metabolitov. PoviSane koncentracije fruktoze, ki upocasnijo kvasni metabolizem, vplivajo

tudi na aktivnost glikoliticnih encimov. Obstaja ve¢ moznih vzrokov, ki imajo za posledico

upocasnjeno fermentacijo fruktoze. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave, da bi na molekularnem

nivoju okarakterizirali kinetiko in mehanizem porabe fruktoze med enolosko fermentacijo.
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AB  The objective of our studies was to determine if higher concentration of fructose in the
growth medium during enological fermentation with Saccharomyces cerevisiae has an inhibitory
effect on fermentation or if it causes a slower consumption of fructose from the medium. As
growth medium chemically defined must containing different ratios of glucose and fructose was
used. Total concentration of sugars was 400 g/l. During alcoholic fermentation pH, ODsso, the
release of CO, and the consumption of sugars and production of ethanol, glycerol and acetic acid
were determined by HPLC after sampling every 3 to 4 days. We also checked specific activities of
key glycolytic enzymes hexokinase, phosphofructokinase and pyruvate kinase. During the second
part of the experiment we focused on the most vigourous part of fermentation. The part where the
comsumption of sugar is at its peak as is the formation of ethanol and CO,. We determined this part
through obtained data at the first part of our experiment. At this point we also determined activities
of glycolytic enzymes, consumption of sugars and production of some key products of alcoholic
fermentation. We have shown that the lower ratio of glucose to fructose in the growth medium
slows down alcoholic fermentation. As a consequence the yeast fermenting media with more
fructose form less ethanol, CO, and other yeast metabolites. Higher concentration of fructose has
also an impact on specific activities of some glycolytic enzymes. There are several possible factors
which lead to slower fermentation of fructose. Further investigation is needed to characterize the
kinetics and mechanisms of fructose utilisation during enological fermentation.
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SLOVARCEK

Grozdni sok: Svezi sok, pridobljen s stiskanjem zmletih grozdnih jagod.

Most: Delno fermentiran grozdni sok z nizko vsebnostjo etanola. V njem nastaja CO, kot
posledica anerobnega metabolizma kvasovk.

Vino: O vinu govorimo po zaklju€eni alkoholni fermentaciji, ko je prenehal izhajati CO,,
kot posledica porabe sladkorjev ali zaradi nastanka etanola v koncentraciji priblizno
15 vol. %. V primeru zaustavitve alkoholne fermentacije ne moremo govoriti o
vinu.

Alkoholna fermentacija: Je delna ali popolna sprememba glavnih sladkorjev mosta v
etanol, ogljikov dioksid in druge kon¢ne metabolite. Proces je kompleks ekoloskih
in biokemijskih interakcij med razlicnimi vrstami kvasovk, bakterij, gliv in njihovih
virusov.
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1 UVOD

Zgodovina uporabe vinskih kvasovk se zaéne s pojavom prvih civilizacij. Ze leta 7400
pr.n.§t. so omenjali kvasovke. Praksa pridelave vina se je iz Sredozemlja postopoma
razsirila po celem svetu, na klimatsko ugodna podrocja za rast vinske trte. Fermentacija
mosta ni bila poznana vse do leta 1863, ko je Pasteur dokazal, da so kvasovke odgovorne
za biotransformacijo sladkorjev, prisotnih v mostu, v etanol in CO; (Pretorius, 2000).

Med alkoholno fermentacijo vina se zaradi mikrobne aktivnosti glavna sladkorja v mostu
glukoza in fruktoza socCasno pretvorita v etanol, ogljikov dioksid in Stevilne druge
metabolite. Slednji nastajajo v manjsih koli¢inah, a so vseeno pomembni (Fleet in Graham,
1992). Pretvorba je posledica metabolnega delovanja kvasovk, ki jih uvr§¢amo v rod
Saccharomyces. S. cerevisiae je glavna kvasovka udelezena v alkoholni fermentaciji vina.
V vinarstvu uporabljajo selekcionirane seve S. cerevisiae kot starterje za inokulacijo mosta
iz katerega le-ti nato proizvedejo vino. Most vsebuje enaki koli¢ini glukoze in fruktoze,
celokupna vsebnost heksoz pa je med 160 do 300 g/I (Henschke in Jiranek, 1992).

Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je poznana po preferenci do glukoze. Ceprav fruktozo
porablja soCasno z glukozo glukozo prvo odstranjeni iz medija. Posledi¢no se razmerje
glukoza/fruktoza (GF) v mostu tekom fermentacije moc¢no zniza. Zato preostali sladkor v
vinu vsebuje ve¢ fruktoze kot glukoze (Berthels in sod., 2004). Fruktoza je priblizno
dvakrat bolj sladka kot glukoza in tako mocno vpliva na kon¢no sladkost vina (Boulton in
sod., 1996). Je glavni vzrok nezazelene sladkosti suhih vin. Velike kon¢ne koncentracije
fruktoze v vinu pomenijo nizjo vsebnost etanola in s tem vecjo nevarnost mikrobnega
kvara vina. Gafner in sod. (1996) so ugotovili, da prezgodnjo zaustavitev fermentacije vina
velikokrat povzro¢i nenavadno nizko razmerje med glukozo in fruktozo. V vinu ostanejo
velike koli¢ine nefermentiranega sladkorja (>2-5 g/l). Vinarjem zaustavljene ali
upoCasnjene fermentacije (angl. stuck or sluggish fermentations) predstavljajo velik
problem (Bisson in Butzke, 2000).

Vzrok za razliko v GF razmerju, ki se tekom alkoholne fermentacije spreminja, ni znan.
Moznih je vec razlogov (Berthels in sod., 2004):

- transport sladkorjev v kvasno celico

- fosforilacijo sladkorjev po vnosu v celico

- razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih glukoze in fruktoze

- kvasovka drugace zaznava glukozo kot fruktozo

- nacin vzdrzevanja katabolne represije med alkoholno fermentacijo z glukozo

oziroma fruktozo
- vpliv limitnih hranil (npr. asimilirajoci vir dusika)
- vpliv etanola, ki nastaja tekom fermentacije
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Fermentativno kapaciteto kvasovk so najve¢ proucevali na molekularnem nivoju.
Laboratorijski pogoji velikokrat niso bili podobni enoloskim pogojem. Med enolosko
fermentacijo mosta namre¢ veliko razlicnih dejavnikov vpliva na potek le-te. Do sedaj so
ve€ino raziskav enoloSkih fermentacij naredili v medijih, ki so kot edini vir ogljika
vsebovali le glukozo. Tako je malo informacij o vplivu fruktoze na proces vinifikacije.
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1.1 CILJI RAZISKOVANIJA IN DELOVNA HIPOTEZA

V zrelih grozdnih jagodah in kasneje v mosStu sta glukoza in fruktoza, ki sta hkrati
najvaznejSa fermentabilna sladkorja, prisotna v enakem razmerju. Med alkoholno
fermentacijo s kvasovko Saccharomyces cerevisiae pa se glukoza hitreje porablja kot
fruktoza in v primeru zaustavljenih fermentacij je razmerje glukoza/fruktoza zelo
zmanj$ano.

Pri vinskih fermentacijah v zadnjem ¢asu prihaja do problemov zaradi prehitre zaustavitve
fermentacije. Posledi¢no dobimo vino z manjSo vsebnostjo etanola in ve¢jim delezem
preostalega sladkorja. Analiza je zato nujno potrebna, da ugotovimo mozne vzroke
zaustavitve fermentacije in jo tako lahko prepre¢imo s predhodno analizo mosta. Eden
izmed vzrokov prehitre zaustavitve fermentacije je lahko fruktoza, ki lahko preko razli¢nih
mehanizmov povzroc€i zaustavitev.

Namen dela je bil ugotoviti ali zmanjSanje razmerja glukoza/fruktoza v mediju vpliva na
potek fermentacije oziroma kako povisana koncentracija fruktoze v mediju vpliva na potek
enoloske fermentacije. To smo poskusili ugotoviti preko spremljanja porabe sladkorjev in
nastajanja metabolnih produktov ter aktivnosti klju¢nih glikoliticnih encimov. Kot gojisce
smo uporabili kemijsko definiran mosSt z razlicnim zaCetnim razmerjem glukoze in
fruktoze.

Delovna hipoteza:

v' Dovolj nizko razmerje glukoza/fruktoza v mediju povzroéi zaustavitev
fermentacije oziroma drugace - povisana koncentracija fruktoze inhibira alkoholno
fermentacijo vina.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 VPLIV RAZMERJA GLUKOZA/FRUKTOZA NA ENOLOSKO
FERMENTACIJO

Eden glavnih ciljev med vecino enoloskih fermentacij je dokoncanje fermentacije, to
pomeni, da je koncentracija preostalih fermentabilnih sladkorjev v vinu v obmoc¢ju 2-4 g/l
(Alexandre in Charpentier, 1998). Med enolosko fermentacijo vina poraba fruktoze iz
medija vedno zaostaja za porabo glukoze. Vzrok tega pojava ni poznan in verjetno ni
odvisen samo od fermentativne kapacitete kvasovke. Mozni vzroki za preferencno porabo
glukoze in ne fruktoze z glukofilno vinsko kvasovko S. cerevisiae so transport sladkorjev,
fosforilacija sladkorjev, razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih obeh sladkorjev,
zaznavanje koliCine sladkorjev s senzorji, katabolna represija, omejitve s hranili
(asimilirajoc¢i vir dusika), inhibitorno delovanje etanola in osmotski stres zaradi povisanih
koncentracij sladkorjev v mediju (Berthels in sod., 2004).

Med alkoholno fermentacijo lahko pride do upocasnitve fermentacije, ali pa celo do
prezgodnje zaustavitve. Razmerje med glukozo in fruktozo v mostu in kasneje med
fermentacijo je signal za zaustavitev fermentacije. S poskusi so inducirali zaustavitev
fermentacije z znizanjem razmerja med glukozo in fruktozo v mediju do 0,1 ali celo nizje
(Gafner in sod., 1996). Poleg poveCane vsebnosti fruktoze v drugem delu enoloske
fermentacije na zaustavitev oziroma upocasnitev fermentacije lahko vplivajo Se preostanki
fungicidov, inhibitorno delovanje mascobnih kislin, prisotnost SO,, anaerobni pogoji rasti
in nizke temperature fermentacije (Fugelsang, 1996). Znizanje stopnje fermentacije je
najveckrat posledica sinergisti¢nih u¢inkov zgoraj nastetih faktorjev.

Se posebej je problem upolasnjene oziroma zaustavljene fermentacije opazen pri
fermentaciji grozdnega soka pridobljenega s pozno trgatvijo oziroma pri t.i. ledenih vinih.
Vsebnost fermentabilnih sladkorjev je tu visja kot v grozdnem soku pridobljenem med
"obicajno" trgatvijo. Ekonomsko pomembno je, da ugotovimo vzrok zaustavitve oziroma
upocasnitve fermentacije, da ga lahko prepre¢imo in se izognemo stroSkom ponovnega
zagona teh fermentacij oziroma izpadu produkta zaradi tvorbe produkta, ki ima prevec
preostalega sladkorja in ga ne moremo trziti kot vino.

2.1.1 Mozni vzroki za preferencno porabo glukoze tekom fermentacije

Razmerje glukoza/fruktoza (GF) se tekom fermentacije spreminja. Berthels in sod. (2004)
so v poskusu dokazali, da na zacetku, ko je hitrost porabe sladkorjev maksimalna, GF
razlika ostane relativno majhna. Ko pa se je celotna poraba sladkorjev upocasnila, se je
poraba fruktoze bolj upocasnila kot poraba glukoze, zato se je GF razmerje mocno
zmanjSalo. Pri nihanju GF razmerja tekom fermentacije gre za tipi¢en vzorec, ki je odvisen
od casa in seva (Berthels in sod., 2004).

Metabolna pot fermentacije fruktoze je zelo podobna poti fermentacije glukoze. Imata celo
iste transporterje, Ceprav je njihova afiniteta za glukozo visja kot za fruktozo (Bisson in
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Fraenkel, 1983; D'Amore in sod., 1989). Tako je transport sladkorjev prvi mozni kandidat
za razliko v fermentaciji glukoze in fruktoze. Po transportu je glukoza fosforilirana z
glukokinazo (GLK), heksokinazol (HXK1) in heksokinazo2 (HXK?2), fruktoza pa le s
heksokinazama (Flores in sod., 2000). Afiniteta heksokinaz je vi§ja za glukozo.

Fosforilacijski korak je drugi kandidat za razliko v fermentaciji glukoze in fruktoze. Po
fosforilaciji fruktoze fruktoza-6-fosfat vstopi v glikolizo s konverzijo v fruktoza-1,6-
bisfosfat, medtem ko mora biti produkt fosforilacije glukoze, glukoza-6-fosfat, konvertiran
najprej v fruktoza-6-fosfat s fosfogluko-izomerazo (PGI) (Boulton in sod., 1996; Flores in
sod., 2000). Vzrok za GF razliko je zato lahko korak v transportu in/ali fosforilaciji v
fermentacijski poti. Obstajajo pa Se druge moznosti. Kvasovke imajo sladkorne senzorje,
vsaj eden od njih ima drugacno afiniteto za glukozo kot za fruktozo (Rolland in sod.,
2002).

Katabolna represija je Se en pomemben proces v kvasovki na katerega glukoza in fruktoza
razli¢no vplivata. V prisotnosti hitro fermentabilnih sladkorjev, kot sta glukoza in fruktoza,
kvasovke reprimirajo ekspresijo genov, ki so vpleteni v respiracijo, glukoneogenezo in
metabolizem alternativnih virov ogljika (Carlson, 1999). Za vzdrzevanje katabolne
represije z glukozo je verjetno potrebna HXK2, s fruktozo pa HXK1 ali HXK2 (de Winde
in sod., 1996). Represijo s fruktozo tako lahko sprozi drugacen mehanizem v primerjavi z
represijo z glukozo.

Asimilirajoci dusik je esencialno hranilo in je kriti¢en za ucinkovitost fermentacije. Tekom
fermentacije mosta velikokrat postane limitni dejavnik (Salmon, 1989). Razpad vira duSika
in hiter upad sladkornih transporterjev v stacionarni fazi rasti naj bi bili odgovorni za
inaktivacijo transporta sladkorjev in posledicno redukcijo stopnje fermentacije proti koncu
alkoholne fermentacije. Berthels in sod. (2004) so z dodajanjem vira dusika v drugem delu
fermentacijskega procesa dokazali, da pride po dodatku do znatno poveCane porabe
fruktoze glede na porabo glukoze. Ta naj bi bila posledica preprecitve razgradnje
heksoznih prenaSalcev z visjo afiniteto za fruktozo kot posledica dodatka vira dusika.

Fruktoza je ketoza, v raztopini jo je priblizno 30 % v furanozni obliki. Glukoza je aldoza,
99,9 % jo je v piranozni obliki. Glukoza in ostali sladkorji so transportirani ve¢inoma v
piranozni obliki, redko pa v furanozni obliki, zato je dejanska koncentracija fruktoze
primerne za transport pod njeno totalno koncentracijo v mediju (Flood in sod., 1996).
Razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih obeh sladkorjev lahko razlozijo nizjo afiniteto
transportnega sistema in heksokinaz za fruktozo.

Poleg zgoraj nastetth moznih vzrokov za razliko v porabi glukoze in fruktoze med
enolosko fermentacijo je eden od moznih dejavnikov tudi vpliv poviSanih koncentracij
etanola, ki se akumulira med fermentacijo. Potrebna je karakterizacija vzroka za GF
razliko na molekularnem nivoju.
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2.2 GROZDNI SOK; SUBSTRAT ZA RAST KVASOVK

Senzori¢ne lastnosti vina so posledica kemijske sestave moSsta, na katero vplivajo razli¢ni
faktorji: sorta grozdja, geografski in vitikulturni pogoji kultivacije grozdja, ekologija
mikrobov na grozdju, med procesom fermentacije pa sama tehnologija proizvodnje vina
(Fleet, 2003). Proces fermentacije in kemijska sestava grozdnega soka sta med naStetimi
najpomembne;jsa.

2.2.1 Sestava grozdnega soka

2.2.1.1 Sladkorji

Poznavanje sestave grozdnega soka, kot substrata za rast kvasovk, je pomembno pri
razumevanju metabolizma sladkorjev med fermentacijo, saj vpliva dostopnost hranil na
metabolno aktivnost kvasovk. Splosno vsebuje grozdni sok 140-260 g/l sladkorjev.
Vsebnost sladkorjev narasca s podaljSanim zorenjem grozdja. Saharoza v grozdni jagodi se
cepi v fruktozo in glukozo, zato je v grozdnem soku ekvimolarna koncentracija glukoze in
fruktoze, saharoza pa je le v sledovih. Vsebuje Se manjSe koli¢ine pentoz, a teh kvasovka
S. cerevisiae ne porablja kot substrat za rast in energijo (Bisson, 1992).

Rast kvasovk je odvisna od koncentracije sladkorjev. Studije enoloskih fermentacij s
¢istimi kulturami S. cerevisiae kazejo, da s porastom zacetnih koncentracij sladkorjev nad
200 g/l pride do upocasnitve hitrosti fermentacije in do moZzne prezgodnje zaustavitve
procesa fermentacije. Visoke koncentracije sladkorjev vplivajo na rast kvasovk, pride do
podaljSanja lag faze rasti, do zniZanja rastne hitrosti in do manjsih celi¢nih populacij (Fleet
in Heard, 1992).

2.2.1.2 Dusik

Vsebnost duSika v moStu je variabilna, odvisna od vinorodnega okoliSa in prakse dela v
vinogradu, zrelosti grozdja in tehnoloskega procesa predelave grozdja v vino (Henschke in
Jiranek, 1992). Koli¢ina niha od 26-2400 mg N/I, minimalna vrednost asimilirajocega vira
dusika v grozdnem soku, ki omogoca popolno alkoholno fermentacijo je 120-140 mg N/I
(Bisson, 1992). Proste amino kisline (alanin, arginin, aspartat, asparagin, glutamat,
glutamin, prolin, serin in treonin) in amonijevi ioni so glavni viri dusika. Kvasovke jih
tekom fermentacije porabljajo za rast. Velikokrat pride zaradi intenzivne obdelave
grozdnega soka do pomanjkanja vira dusika v mostu. Potreba kvasovk po viru dusika se
povisa tudi zaradi pove€anih koncentracij sladkorjev v mediju. Grozdni sok lahko vsebuje
veliko dusika ali pa je z njim omejen. Posledica omejitev z virom dus$ika je prezgodnja
zaustavitev fermentacije oziroma pocasen potek fermentacije (Salmon, 1989). Vsebnost
dusika vpliva na hitrost porabe sladkorjev na dva nacina, in sicer tako da vpliva na
celokupno $tevilo celic oziroma regulira tok vira ogljika skozi glikolizo.



Prpar S. Vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 7
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2006

2.2.1.3 Ostale komponente

Grozdni sok vsebuje dovolj vitaminov (inositol, tiamin, biotin, pantotenska kislina,
nikotinska kislina) in mineralov, fosfata ter soli v sledovih (Boulton in sod., 1996).
Najveckrat sok vsebuje vsa hranila v dovolj velikih koli¢inah za rast kvasovk, lahko pa
nima komponent, ki so potrebne za toleranco na etanol in vzdrZevanje porabe sladkorjev v
stacionarni fazi rasti. Gre za t.i. faktorje prezivetja, to so steroli in nenasi¢ene maScobne
kisline in so potrebni za vzdrZevanje integritete plazemske membrane (Fugelsang, 1996).
Kontrolirano aeriranje grozdnega soka pred zaCetkom fermentacije ali v zgodnjih stopnjah
fermentacije deluje stimulatorno na rast kvasovk in fermentacijo, saj omogoca biosintezo
lipidov (Blateyron in sod., 2001). Manipuliranje s sestavo grozdnega soka (npr. dodatek
zveplovega dioksida) lahko vpliva na spekter konc¢nih produktov, ki nastanejo med
katabolizmom sladkorja.

Vrednost pH grozdnega soka niha med 3,0 in 4,0, to je odvisno predvsem od vinske in
jabol¢ne kisline. Rast S. cerevisiae se upocasni, ¢e pH pade iz 3,5 na 3,0 (Fleet in Heard,
1992).

V grozdnem soku so lahko prisotni tudi ostanki fungicidov. Ti razli¢no vplivajo na kvasno
populacijo, odvisno od njihove koncentracije in tipa. Lahko pride do poCasnejSega zacetka
rasti kvasovk, do upocasnitve rasti tekom fermentacije, manjSega doprinosa med rastjo in
do pospesenega odmiranja celic po zaustavitvi rasti. Posledica teh vplivov so lahko
pocasne nepopolne fermentacije (Fleet in Heard, 1992).

2.3  ALKOHOLNA FERMENTACIJA — Metabolizem sladkorjev pri S. cerevisiae

Kvasovke lahko izkori$¢ajo razli¢ne sladkorje kot vir ogljika in energije. Metabolna usoda
sladkorjev je posledica disimilativnih poti fermentacije in respiracije in asimilativnih poti
glukoneogeneze in sinteze ogljikovodikov (Walker, 2000). Glikoliza je poglavitna pot
razgradnje sladkorjev, pri tem nastanejo piruvat, NADH in ATP (van Dijken in sod.,
1993). Med enolosko fermentacijo kvasovke poleg glukoze porabljajo tudi fruktozo.
Alternativno pot razgradnje sladkorjev predstavlja pot pentoza fosfata (PPF). Je metabolna
pot odgovorna za nastaneck NADPH, ki je potreben za biosintetske reakcije in ribuloze-5-P
za sintezo nukleinskih kislin in nukleotidnih kofaktorjev. Je tudi vir eritroze-4-P za sintezo
aromatskih aminokislin (Flores in sod., 2000). V vecini mikroorganizmov se 66 do 80 %
glukoze metabolizira po EMP poti, preostanek pa po poti PPF (Ratledge, 1987).
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2.3.1 Crabtree efekt in katabolna represija

Kvasovka S§. cervisiae proizvaja etanol s fermentativnim metabolizmom ne glede na
dostopnost kisika. Dejansko koncentracija glukoze ne sme presegati 50 mg/l, drugace tudi
pod oksidativnimi pogoji poteka fermentacija. Gre za fenomen imenovan Crabtree efekt in
je posledica katabolne represije. Inhibicija respiracije s presezkom glukoze je posledica
omejene respiratorne kapacitete S. cervisiae. V aerobnih pogojih se le majhen del glukoze
razgradi z respiratornim metabolizmom, ker pride do inhibicije respiratornih genov in
inaktivacije respiratornih encimov z glukozo (Carlson, 1999; Dennis in sod., 1999).
Proizvodnja etanola tudi pod aerobnimi pogoji je posledica velikega vnosa glukoze, ki se
oksidira do piruvata. Zaradi poplave piruvata se ta odstrani tako, da se konvertira v etanol.
S. cervisiae je Crabtree pozitivna kvasovka. Crabtree efekt ni omejen samo na glukozo,
kvasovke lahko aerobno fermentirajo tudi fruktozo (Walker, 1998).

Metabolizem fermentabilnih sladkorjev s kvasovko S. cerevisiae povzro¢i mnoge
spremembe v metabolnem stanju kvasnih celic. Pride do povecanega glikoliticnega toka, ki
ga spremlja nepopolna oksidacija oziroma alkoholna fermentacija sladkorjev ter do
represije respiracije in glukoneogeneze (Carlson, 1999). To je posledica t.i. glavne poti
represije. Narava signala, ki v celici kvasovke sprozi katabolno represijo, ni tocno poznana.
Mozno je, da zaznavanje sladkorjev in vzpostavitev katabolne represije kontrolira
interaktivno mreZzje, ki ga sestavljajo vse tri sladkorne kinaze (HXK1, HXK?2 in GLK1) in
Ras-cAMP pot (de Winde in sod., 1996; Sanz in sod.,1996). Potreben je transport in
fosforilacija sladkorja ne pa nadaljen metabolizem sladkorja. Teusink in sod. (1998) in Ye
in sod. (1999) domnevajo da gre za signal, ki je posledica intracelularnih koncentracij
glukoze ali fruktoze. Signaliziranje s sladkorji in represija transkripcije, ki ju inducirata
glukoza ali fruktoza, se med sabo razlikujeta in sta tako odvisna od narave dostopnega
fermentabilnega sladkorja (de Winde in sod., 1996).

2.3.2 Alkoholna fermentacija - Glikoliza in metabolizem piruvata v etanol

Glikoliza (Embden-Meyerhof-Parnasova (EMP) pot ali pot heksoze-difosfata) je glavna
pot porabe glukoze in fruktoze v S. cerevisiae (Slika 1). Gre za zaporedje metabolnih
korakov. Iz glukoze (ali fruktoze) na koncu nastane piruvat (Boulton in sod., 1996).
Razdelimo jo lahko v dva dela. V prvem delu pride do preoblikovanja molekule glukoze
do gliceraldehid-3-fosfata. Tu redoks reakcije Se niso vkljuCene, porablja pa se ATP.

Potek prvega dela glikolize, ki se za¢ne po vstopu glukoze oziroma fruktoze v celico:

fosforilacija glukoze v glukoza-6-fosfat (G6P) z encimom heksokinaza 1 (HXK1),
heksokinaza 2 (HXK?2) ali glukokinaza (GLK), pri tem se porabi ena molekula ATP, ki je
donor fosfata; sledi izomerizacija G6P v fruktoza-6-fosfat (F6P) z encimom fosfoglukoza
izomeraza (PGI); fosfofruktokinaza (PFK) fosforilira F6P v fruktoza-1,6-bisfosfat
(F1,6P,), tu se porabi Se en ATP; F1,6P, encim fruktoza-1,6-bisfosfat aldolaza (FBA)
pretvori v dihidroksiaceton fosfat (DHAP) in gliceraldehid-3-fosfat. Encim trioza-fosfat
izomeraza (TPI) reverzibilno pretvori DHAP v gliceraldehid-3-fosfat. Tako sta kon¢na
produkta prvega dela glikolize dve molekuli gliceraldehid-3-fosfata in ADP (Boulton in
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sod., 1996; Flores in sod., 2000). Razlika v prvem delu glikolize za fruktozo in glukozo:
pri glikolizi fruktoze fosforilacijo lahko opravita le heksokinazi, produkt fosforilacije FOP
vstopi v glikolizo s konverzijo v F1,6P,; medtem ko mora biti G6F konvertirana najprej v
F6P (Boulton in sod., 1996).

glukoza (fruktoza) + 2 ATP > 2 gliceraldehid-3-fosfat + 2 ADP (1)

V drugem delu glikolize pride do redoks reakcij, nastajata ATP in piruvat. Potek: dve
molekuli gliceraldehid-3-fosfata encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza fosforilira z
anorganskim fosfatom (Pi) in s koencimom NAD", nastaneta NADH in 1,3-bifosfoglicerat;
fosfoglicerat kinaza (PGK) katalizira nastanek 3-fosfoglicerata in ATP; fosfoglicerat
mutaza (PGM) pretvori 3-fosfoglicerat v 2-fosfoglicerat; tega pa enolaza (ENO) pretvori v
fosfoenolpiruvat (PEP), ki ga nato encim piruvat kinaza (PYK) pretvori v kon¢na produkta
piruvat in ATP (Boulton in sod., 1996; Flores in sod., 2000).

2 gliceraldehid-3-fosfat + 4 ADP+ 2 Pi+ 2 NAD = 2 piruvat + 4 ATP + 2 NADH (2

Celotna enacba glikolize:

glukoza (fruktoza) + 2 NAD'+ 2 ADP + 2Pi > 2 piruvat + 2 ATP + 2 NADH .0

Glavni kon¢ni produkt glikolize je piruvat, ki predstavlja zelo pomembno razvejitveno
tocko glikoliticnega toka med oksidativnim in fermentativnim metabolizmom (de Jong-
Gubbels, 1995; Walsh in sod., 2000). Na nivoju piruvata se glikolitic¢ni tok lahko razdeli v
tri smeri: karboksilacija piruvata v oksalacetat; oksidacija piruvata v acetil-CoA
(respiracija); dekarboksilacija piruvata v acetaldehid (fermentacija) (van Dijken in sod.,
1993).

Fermentacija je oblika metabolizma pri katerem sta zacetni donor elektronov (= substrat) in
kon¢ni akceptor elektronov (= produkt) organski snovi. Pri alkoholni fermentaciji je
piruvat konéni akceptor elektronov, glavna donorja pa sta glukoza oziroma fruktoza
(Walker, 2000). Med alkoholno fermentacijo sladkorjev S. cerevisiae reoksidira reducirani
koencim NADH, ki nastaja med glikolizo, v NAD" z encimom alkohol dehidrogenaza.
Prvo encim piruvat dekarboksilaza (PDC) pretvori piruvat v acetaldehid, slednjega pa
encim alkohol dehidrogenaza (ADH) reducira v etanol (Slika 1). Regeneracija NAD" je
potrebna za vzdrzevanje redoks ravnotezja in preprecitev zaustavitve glikolize (Boulton in
sod., 1996). Z energetskega staliS¢a je fermentacija zelo neucinkovit, a hiter nacin
pridobivanja energije. Energijski izkoristek sta le dve molekuli ATP na molekulo glukoze
oziroma fruktoze.

Donos biomase (izrazen v gramih suhe teze na gram sladkorja) se moc¢no razlikuje pri
respiratornem ali pa fermentativnem metabolizmu. S fermentacijo iz 100 g glukoze nastane
7,6 gramov kvasne suhe biomase, z respiracijo pa do 53 gramov (Degre, 1992).
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Slika 1: Metabolizem glukoze in fruktoze pri Saccharomyces cerevisiae (HXT (heksozni prenasalec), HXK
(heksokinaza), GLK (glukokinaza), PGI (fosfoglukoza izomeraza), PFK (fosfofruktokinaza), FBA (aldolaza),
TPI (triozafosfat izomeraza), TDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza), PGK (fosfoglicerat kinaza), PGM
(fosfoglicerat mutaza), ENO (enolaza), PYK (piruvat kinaza), PDC (piruvat dekarboksilaza), ADH (alkohol

dehidrogenaza)) (Boulton in sod., 1996).
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2.3.3 Uravnavanje poti glikolize

Funkcija glikolize med pogoji enoloske fermentacije je vzdrzevanje visokega energetskega
naboja celice (ve¢inoma v obliki ATP) med dotokom vira ogljika (piruvat in
fosfoenolpiruvat) za biosintezo (Hofmeyr, 1997). Glikolizo wuravnavajo razli¢ni
mehanizmi: alosteri¢na regulacija aktivnosti glikoliti¢énih encimov, modifikacija proteinov
in moduliranje genske ekspresije (Goncalves in Planta, 1998; Yin in sod., 2003).

Prenos sladkorjev skozi celino membrano, njihova fosforilacija, aktivnost klju¢nih
glikoliticnih encimov, hidroliza ATP, ki je nastal med glikolizo in reoksidacija NADH, ki
je nastal med delovanjem encima gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze so klju¢ne stopnje
regulacije glikolize (Larsson in sod., 2000).

Glavna koraka kontrole porabe sladkorjev sta transport in fosforilacija. Izguba aktivnosti
kateregakoli od treh ireverzibilnih korakov glikolize, fosforilacija sladkorjev (HXK),
aktivnost PFK ali PYK, takoj vpliva na aktivnost heksoznih prenasalcev. Posamezen encim
oziroma posamezen korak ne regulira glikoliti¢nega toka, ¢eprav so nekaj ¢asa mislili, da
je encim PFK kljucen za regulacijo glikolize (Goncalves in Planta, 1998). Sprememba toka
glikolize vpliva na spremembo transporta glukoze oziroma fruktoze. Tako je lahko
transport sladkorjev primarno mesto kontrole hitrosti glikolize. Preprecitev vnosa substrata
je mogoce najboljsi mehanizem preprecitve neravnovesja (= poraba in produkcija ATP) v
zaCetnih ali poznejSih reakcijah glikolize (Larsson in sod., 2000).

Kontrolo glikoliticnega toka modulira tudi prisotnost drugih dostopnih hranil, predvsem
dusika. Omejitve z duSikom povzrocijo izgubo aktivnosti transporterjev. Inaktivacija vnosa
glukoze oziroma fruktoze zaradi omejitve z duSikom povzro€i znizanje celokupne hitrosti
glikolize. Ni znano kako dusik fiziolosko modulira aktivnost prenasalcev. Amonij (NH;")
je alosteri¢ni efektor PFK ter PYK in mozno da je njegov vpliv na aktivnost transporterjev
indirekten (Salmon, 1989).

2.3.3.1 Transport sladkorjev v celico

Prvi korak v metabolizmu sladkorjev je njihov transport v celico. Sladkorji lahko v celico
prehajajo na tri razline nacine: s pasivno difuzijo, s pospeseno difuzijo (omogocajo jo
prenaSalci) ali pa z aktivnim transportom. Glukoza in fruktoza se transportirata s
pospeseno difuzijo, proces ne zahteva energije. Prenasali naj bi se z istimi prenasalci
(D'Amore in sod., 1989). Transport sladkorjev naj bi bilo kljutno mesto kontrole
glikoliti¢nega toka pod anaerobnimi pogoji (Bisson, 1992; Ye in sod.,1999).

Transport sladkorjev v S.cerevisiae je kompleksen, saj vkljucuje ve¢ prenasalcev. Zapis za
heksozne prenasalce S. cerevisiae nosijo hxt geni. Kompletna analiza genoma je pokazala,
da druzina heksoznih transporterjev vsebuje 18 proteinov (HXT1-HXT17 in GAL2) in dva
glukozna senzorja SNF3 in RGT2, ki sta ozko sorodna transporterjem (Reifenberger in
sod., 1997; Ozcan in sod., 1998). Veliko stevilo heksoznih transporterjev naj bi omogocalo
ucinkovit transport heksoz v razli¢nih pogojih v okolju (Luyten in sod., 2002).
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Vsak transporter naj bi imel bolj ali manj specifi¢no vlogo zaradi razlicne specifi¢nosti in
afinitete za substrat. HXT1 in HXT3 sta nizko afinitetna prenaSalca (Kmg. = 20 + 8 mM,
Kmg, = 40 £ 15 mM). HXT6, HXT7 in GAL2 imajo visoko afiniteto za svoj substrat
(Kmgic = 1,5 + 0,25 mM, Kmg, = 6 + 2 mM). Medtem ko imata HXT2 in HXT4 le zmerno
nizko afiniteto (Kmg = 10 mM) (Bisson in Fraenkel, 1983; Reifenberger in sod. 1997;
Johnston in Ozcan, 1999; Yin in sod., 2003). Transporterji se med sabo ne razlikujejo le po
kinetiki ampak tudi po razli¢nih vzorcih ekspresije. Ekspresija genov, ki nosijo zapis za
heksozne transporterje, je regulirana s koncentracijo dostopnih sladkorjev (Johnston in
Ozcan, 1995), z osmotskim pritiskom, omejenostjo s hranili in s fizioloSkim stanjem celice.
Transport heksoz je mocno reguliran, saj kvasovka le tako lahko dobi dovolj veliko
koli¢ino ogljika in energije pod razli¢nimi pogoji (Meijer in sod., 1996).

Kinetika transporta glukoze v S.cerevisiae je regulirana z razlicnimi pogoji v okolju. Tako
je sistem nizko afinitetnih prenaSalcev konstitutivno izraZzen med rastjo, aktivnost se
zmanjsa v stacionarni fazi rasti, visoko afiniteten sistem pa je reprimiran, ko je v okolju
visoka koncentracija heksoznih sladkorjev (Bisson in Fraenkel, 1983).

Pod pogoji enoloSke fermentacije pride do represije visokoafinitetnega sistema prenosa
sladkorjev, dokler ne pride do porabe glukoze in fruktoze iz medija. Gre za mocno
inhibicijo s substratom, ki naj bi bila posledica multiple vezave le tega na transporter. Ob
visokih koncentracijah se ve¢ kot ena molekula glukoze hkrati poskuSa vezati in tako
inhibira aktivnost transporterja. To so opazili le ob rasti celic v moStu, ne pa v sinteticnem
mediju z visoko vsebnostjo sladkorjev (Perez in sod., 2005). Simultano izrazanje vecih
transporterjev nakazuje na kompleksnost procesa transporta sladkorjev v celico (Luyten in
sod., 2002).

2.3.3.2 Fosforilacija sladkorjev (Nivo heksokinaze)

Transportu sladkorjev v celico sledi fosforilacija. Kvasovke Saccharomyces imajo tri
encime, ki lahko fosforilirajo glukozo: heksokinaza 1 (HXKI1), heksokinaza 2 (HXK?2) in
glukokinaza (GLK) (Flores in sod., 2000). Samo heksokinazi lahko u¢inkovito fosforilirata
fruktozo (Boulton in sod., 1996). Mutante brez hxkl in hxk2 ne morejo vnesti fruktoze,
obdrzijo pa visokoafinitetni transport glukoze. Trojne mutante brez hxkl1,2 in brez glk, ne
izrazajo visokoafinitetnega sistema vnosa sladkorjev in niso sposobne vnosa sladkorjev
(Bisson, 1992). Razlike v kinetiki vnosa in fosforilaciji sladkorjev so mozen vzrok za
hitrejSo porabo glukoze med fermentacijo v primerjavi s fruktozo. Aktivnost HXK je
odvisna od prisotnosti razli¢nih inhibitorjev. G6P, trehaloza-6-fosfat in ATP naj bi
inhibirali njeno delovanje a njihova vloga ni to¢no pojasnjena (Larsson in sod., 2000).
Hxk2 se konstitutivno izraza in je glavni izoencim med fermentacijo z visokimi
koncentracijami heksoznih sladkorjev (Diderich in sod., 2001). Razmerje fosforilacije
glukoze in fruktoze s HXK2 je priblizno enako (1:1). Hxkl naj bi bila reprimirana z
glukozo. Ne pride do njene ekspresije dokler se vsa (vecji del) glukoza ne porabi iz medija.
Razmerje fosforilacije fruktoze s HXK1 v primerjavi z glukozo je priblizno 3:1. Ker se
glukoza med fermentacijo porablja hitreje kot fruktoza, je koncentracija fruktoze proti
koncu fermentacije vi§ja (D'Amore in sod., 1989). Pod takimi pogoji je ekspresija hxkl
zazeljena za vzdrzevanje fermentacije (Bisson, 1992).
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2.3.3.3 Nivo fosfofruktokinaze

Fosfofruktokinaza (PFK) katalizira drugi ireverzibilni korak v poti glikolize — fosforilacijo
fruktoza-6-fostata (F6P) z ATP. Tvorita se fruktoza-1,6-bisfosfat (F1,6P;) in ADP. Dolgo
je veljalo prepricanje, da je PFK klju¢ni regulatorni encim glikolize, glede na veliko $tevilo
alosteri¢nih efektorjev (Flores in sod., 2000). Njena aktivnost je odvisna od dostopnosti
sladkorjev. Naras¢a kot posledica naraS¢ajoCih koncentracij njenega substrata FOP in
alosteriCnega aktivatorja fruktoza-2,6-bisfosfata (F2,6P;). Aktivnost PFK je regulirana
preko aktivacije s F1,6P,, Pi, AMP, inhibicije z ATP in preko drugih dejavnikov (ADP,
NH*, citrat) (Teusink in sod., 2000). V kvasovki S. cerevisiae takoj po dodatku glukoze v
gojis¢e aktivnost PFK naraste zaradi naraSCajoCe koncentracije substrata FOP in
alosteri¢nega aktivatorja F2,6P,. Posledica aktivnosti PFK je porast koncentracije njenega
produkta F1,6P,. Slednji deluje kot alosteri¢ni aktivator piruvat kinaze. Tako se mo¢no
poveca tok intermediatov skozi glikolizo, posledi¢no pride do povefanja koncentacije
celicnega ATP (Goncalves in Planta, 1998). Inhibitorno delovanje ATP je bolj izrazito na
PFK kot na HXK. Inhibicija PFK zaradi prevelike koli¢ine ATP povzro¢i manjSo porabo
G6P, posledica je manjsa tvorba produkta PFK (F1,6P;), zato pride do kopicenja substrata
PFK (F6P) (Larsson in sod., 2000). Ugotovili so, da PFK nima velike vloge v kontroli
glikolitiénega toka ampak ga kontrolira sam sistem vnosa glukoze (Goncalves in Planta,
1998).

2.3.3.4 Nivo piruvat kinaze

Zadnjo ireverzibilno reakcijo glikolize katalizira piruvat kinaza (PYK). Katalizira prenos
fosfatne skupine iz PEP na ADP, nastaneta piruvat in ATP. Aktivnost PYK uravnava
alosteri¢ni aktivator F1,6P, (Wurster in sod., 1975; Jurica in sod., 1998), ki je produkt
PFK. Aktivnost PYK je uravnavana $e na nivoju substrata PEP, majhne koliine le-tega
aktivirajo PYK. Najpomembnejsi aktivator encima je ATP, ki le v zelo visokih
koncentracijah deluje inhibitorno na njeno delovanje. Na aktivnost PYK ne vpliva njen
produkt — piruvat, saj je pri visokih koncentracijah ATP v celici koli¢ina piruvata nizka
(Larsson in sod., 2000). Aktivnost PYK ima klju¢no vlogo pri kontroli koli¢ine ATP in
drugih metabolitov glikolize v kvasovki (Jurica in sod., 1998).

2.4 ENOLOSKA FERMENTACIJA

Alkoholna fermentacija je ena izmed glavnih faz v proizvodnji vina. Najveckrat jo vr$ijo
kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae. Industrijski sevi S. cerevisiae so visoko
specializirani organizmi, ki so se prilagodili razliénim okoljem oziroma razli¢nim
ekoloSkim niSam (Martini, 2003). Tako so se kvasovke med alkoholno fermentacijo v
procesu "domestifikacije" adaptirale na razlicne vrste stresnih stanj. To so jim omogocili
razliéni prilagoditveni mehanizmi (Querol in sod., 2003).
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2.4.1 Tradicionalna fermentacija vina

Spontana fermentacija vina je kompleksen ekoloski in biokemijski proces. Pri njem se
zaporedno pojavljajo razli¢ne vrste kvasovk. Apikulatna kvasovka Hanseniaspora uvarum
oziroma njena anamorfna oblika Kloackera apiculata in oksidativne kvasovke (npr.
Candida, Pichia, Rhodotorula in Kluyveromyces) so dominantne kvasovke na grozdju. Te
ne-Saccharomyces kvasovke rastejo dobro med prvimi stopnjami fermentacije, v kasnejSih
stopnjah pa jih nadomestijo kvasovke iz rodu Saccharomyces, ki so bolj tolerantne na
etanol (Fleet in Heard, 1992). Ceprav so v mostu prisotne kvasovke iz razli¢nih rodov pa
so za alkoholno fermentacijo odgovorne kvasovke iz rodu Saccharomyces, predvsem vrsta
Saccharomyces cerevisiae. Vir ne-Saccharomyces kvasovk je koza grozdja in vinarska
oprema. Izvor S. cerevisiae pa je vprasljiv. Ugotovili so, da S. cerevisiae prakti¢no ni na
grozdju in ne v zemlji vinograda. Nekateri avtorji domnevajo, da je S. cerevisiae
"udomacena" vrsta, ki izhaja iz njenega bliznjega sorodnika, divje kvasovke
Saccharomyces paradoxus. Slednjo najdemo po vsem svetu v asociaciji z insekti, v
eksudatih dreves in fermentirajocih rastlinskih ekstraktih (Naumov, 1996).

Tradicionalen pristop proizvodnje vina je danes v veliki meri nadomestil proces alkoholne
fermentacije s selekcioniranimi kulturami Saccharomyces cerevisiae. Gre za hitre,
konsistentne fermentacije pri katerih se za inokulacijo mosta uporabljajo starterske kulture
dolocenega vinskega seva kvasovke S. cervisiae (Casal in Schuller, 2005) .

2.4.2 Kinetika rasti kvasovk med alkoholno fermentacijo

Tipicna fermentacija grozdnega soka je anaeroben proces. Molekularni kisik, ki je prisoten
na zacetku, se hitro porabi. Med fermentacijo viabilna populacija kvasovk v mostu naraste
od zaetnih vrednosti 10°-10° CFU/ml na 10°-10° CFU/ml. Gre za tipi¢no rast
mikroorganizmov v zaprtem sistemu. Faze rasti si sledijo: faza prilagajanja (lag faza),
eksponentna faza, stacionarna faza in faza odmiranja. Kinetika rasti v posamezni fazi
alkoholne fermentacije je odvisna od razlicnih faktorjev, med drugim od bistrenja
grozdnega soka, dodatka SO, temperature fermentacije, sestave mosta, inokulacije s
selekcioniranimi kvasovkami in tudi od interakcij z drugimi mikroorganizmi, ko gre za
tradicionalno fermentacijo (Fleet in Heard, 1992). Rast lahko spremljamo z razlicnimi
metodami npr. s Stetjem zivih celic, z doloCanjem suhe teze kvasovk, s Stetjem
celokupnega Stevila celic pod mikroskopom, s spremljanjem produkcije CO,, etanola in
porabe sladkorjev. Prenechanje celicne rasti ne pomeni, da so celice prenchale biti
metabolno aktivne. Celice, ki so dosegle stacionarno fazo rasti in se ne delijo, so do neke
mere e vedno metabolno aktivne. Dokaz je poraba fermentabilnih sladkorjev iz medija in
produkcija CO; in etanola (Boulton in sod., 1996). Velika koli¢ina etanola nastane v
stacionarni fazi rasti, to pomeni, da se veliko sladkorja metabolizira v odsotnosti celi¢ne
rasti. Sladkor se v tej fazi porablja samo kot vir energije in ne kot vir ogljika za nastanek
kvasne biomase. V tej stopnji nastane tudi veliko sekundarnih kon¢nih produktov
fermentacije (acetaldehid, estri, visji alkoholi, polioli, organske kisline), ki so pomembni,
saj dolocajo organolepticne lastnosti kon¢nega produkta. Eksponentna faza je relativno
kratka in traja le par dni (Bisson, 1992).
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2.4.3 Stresni dejavniki, ki vplivajo na rast kvasovk med fermentacijo

Stresni pogoj je katerikoli okoljski faktor, ki vpliva na rast kvasovk. Stresni pogoji med
fermentacijo zmanjSajo hitrost rasti in stopnjo prezivetja kvasovk, zato zmanjSajo
ucinkovitost fermentacije. Originalen genom S. cerevisiae je bil tekom evolucije podvrzen
velikim selektivnim pritiskom med alkoholno fermentacijo mosta. Kvasovka se je tako
prilagodila na specifi¢no okolje. Med namnoZevanjem biomase in proizvodnjo alkohola so
celice podvrzene razlicnim stresom. Gre za osmotski stres zaradi visoke koncentracije
sladkorjev v moStu in etanola, ki nastane med fermentacijo. Stresni dejavnik so tudi
protimikrobne spojine (npr. zveplov dioksid) (Querol in sod., 2003).

Pogoji med fermentacijo v nekaterih primerih postanejo suboptimalni in kvasovke lahko
prenehajo fermentirati. To se zgodi, ko je v moStu premalo vira duSika oziroma le-ta
vsebuje prevelike koncentracije sladkorjev. Pri tem pride do upada zivosti kvasne
populacije (Ivorra in sod., 1999).

Koli¢ina dostopnega dusSika je odvisna od koli¢ine dostopnih asimilabilnih virov dusika v
mostu. Premajhna koli¢ina le-tega negativno deluje na rast kvasovk. Prisotnost etanola v
mediju Se zmanjsSa vnos duSika v celice kvasovk. Poleg omejenosti z virom dusSika, lahko
med alkoholno fermentacijo pride tudi do pomanjkanja sladkorjev proti koncu procesa.
(Ivorra in sod., 1999). V industrijskih fermentacijah vina temperaturo uravnavajo, zato ta
najveckrat ne predstavlja stresnega dejavnika za rast kvasovk.

Kvasovke so razvile razli¢ne poti, ki jim omogoc¢ajo zaznavo in molekularni ter fizioloski
odgovor na stresne pogoje v okolju (angl. "stress response"). Pri regulaciji stresnega
odgovora sodelujejo senzorski sistemi in poti prenosa signala. Posledica prenosa le-tega je
aktivacija genov, ki se odzivajo na stres. Gre za gene, ki kodirajo HSP proteine (angl. Heat
Shock Proteins) in gene iz drugih genskih druzin. Carrasco in sod. (2001) so ugotovili, da
so komercialno uporabljene vinske kvasovke bolj odporne na razli¢ne stresne pogoje med
fermentacijo kot pa laboratorijski sevi.

2.4.3.1 Osmotski stres in tvorba glicerola

Saccharomyces cerevisiae je saharofilna kvasovka. V svojem naravnem okolju je
izpostavljena visokim koncentracijam sladkorjev. Pri proizvodnji desertnih vin sladkorji
dosegajo koncentracije do 50 % (w/v). Pod takimi pogoji fermentacije pride do spremembe
v ekspresiji mnogih genov. Sladkorni stres regulira izrazanje ve¢ kot 500 genov (Perez-
Ortin in sod., 2002; del Olmo in Zuzuarregui, 2004). Poveca se ekspresija glikoliti¢nih
genov in genov, ki so vpleteni v pot pentoze fosfata. Pot pentoze fosfata najbrz sluzi kot
ponor G6P in F6P iz poti glikolize. Povisa se tudi ekspresija genov odgovornih za sintezo
ocetne kisline iz acetaldehida in genov za sintezo sukcinata iz glutamata. Pride Se do
negativne regulacije genov vpletenih v biosintezo celi¢nih komponent (Erasmus in sod.,
2003).
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Osmoregulatoren odziv v S. cerevisiae je dobro proucen. Celi¢no rast, shranjevanje vira
ogljika in stresni odziv regulirata HOG pot in RAS-cAMP pot (Mager in Siderius, 2002;
Yamaji in sod., 2003; Park in sod., 2005).

Posledica izpostavitve kvasovk hipertoni¢nemu mediju je masovno izhajanje vode iz celic
v medij. Proces poganjajo razlicne vodne aktivnosti v celici in v okolju. Osmoregulacija je
celi¢ni odziv, ki ohranja celi¢ni volumen, turgorski pritisk in bioloSke aktivnosti celice
(Tamas in sod., 2000). Mikroorganizmi med rastjo v mediju z zmanjSano vodno
aktivnostjo s poveCano znotrajcelicno akumulacijo enega ali ve¢ topljencev preprecujo
iztok vodnih molekul iz celice. Ti znotrajceli¢ni topljenci se akumulirajo v povecanih
koncentracijah in ne povzrocijo inhibicije oziroma inaktivacije aktivnosti encimov v celici.
Tako se celi¢ni procesi lahko nadaljujejo kljub nizki intracelularni vodni aktivnosti.
Splosno kompatibilne topljence uvrs¢amo med ione, amino kisline in polihidroksi spojine.
Kvasovke najpogosteje sintetizirajo glicerol (Nevoigt in Stahl, 1997).

S. cerevisiae se na povisan osmotski stres prilagodi s poviSano tvorbo glicerola, ki je glavni
kompatibilni znotrajcelicni topljenec (Rep in sod., 2000). Glicerol je kemijsko 1,2,3-
propantriol prozorne barve, brez vonja, je moc¢no higroskopien in ima sladek okus.
Akumulacija glicerola se zacne takoj ob izpostavitvi kvasovk hiperosmoti¢cnemu mediju, a
visoko intracelularno koncentracijo doseze Sele po ve¢ urah. V vinarstvu je glicerol zaZelen
produkt, saj daje vinu polnost okusa (Ozbas in Yalcin, 2004).

Glicerol je eden izmed stranskih produktov fermentacije moSta. Nastaja kot stresni
odgovor pri osmotskem stresu, v anaerobnih razmerah je potreben tudi za reoksidacijo
NADH v NAD'. Kljuéni korak sinteze glicerola katalizira encim glicerol-3-fosfat
dehidrogenaza (GPD), ki konvertira dihidroksiaceton fosfat (DHAP) v glicerol-3-fosfat.
Pri tem nastaja NAD" (Ivorra in sod., 1999). Tako je sinteza glicerola pod anaerobnimi
pogoji drugi nadin regeneracije NAD'. To funkcijo opravlja tudi encim alkohol
dehidrogenaza. Nastanek glicerola na ta nacin vzdrZzuje redoks ravnotezja v citosolu
(Ozbas in Yalcin, 2004). Povisanje tvorbe glicerola je posledica povecanja koncentracije
NADH v citoplazmi. Slednja je posledica zmanjSane redukcije acetaldehida v etanol
oziroma njegove povecane oksidacije v ocetno kislino. Tako pod pogoji osmotskega stresa
tudi proizvodnja acetata igra pomembno vlogo pri vzdrZzevanju redoks ravnotezja v kvasni
celici (Erasmus in sod., 2003).

Po izpostavitvi osmotskemu Soku se spremeni tudi aktivnost razli¢nih glikoliticnih
encimov. Ekspresija genov, ki kodirajo heksokinazni transporter (HXT1) in glukokinazo
(GLK1), je mo¢no inducirana v pogojih osmotskega stresa. Povecan vnos glukoze med
osmotskim stresom je mozen vir gradnikov za nastanek glicerola (Nevoigt in Stahl, 1997;
Taherzadeh in sod., 2002).

.....

koncentracijami fruktoze nad 100 g/I. Ozbas in Yalcin (2004) sta ugotovila, da kvasovke
rastejo pocasneje v mediju s fruktozo, pri tem pa imajo vecjo specifinéno hitrost
proizvodnje glicerola oziroma producirajo viSje koncentracije glicerola. Minimalna a
(vodna aktivnost) za S. cerevisiae, ko je topljenec glukoza, je 0,89 in 0,91, ko je topljenec
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fruktoza. Ker kvasovke potrebujejo vi§jo a,, vrednost za rast v gojiscu s fruktozo, sta
avtorja predlagala, da to oblikuje pogoje, ki suprimirajo rast celic, a inducirajo tvorbo
glicerola zaradi osmotskega stresa.

2.4.3.2 Etanol

Proti koncu fermentacije se poveca koncentracija etanola, ki povzroca t.i. vodni stres v
kvasovkah (Ivorra in sod., 1999). Inhibitorni vpliv etanola, ki nastane med fermentacijo s
S. cerevisiae, je lahko vzrok za upocasnjeno oziroma zaustavljeno enolosko fermentacijo.
Etanol zmanjSa hitrost rasti kvasovk, njihovo viabilnost in zmoznost fermentacije (Bai in
sod., 2003).

Glavna tarCa delovanja etanola je plazemska membrana. Etanolni stres spremeni njeno
organizacijo in permeabilnost. Primarne tarCe toksi¢nosti etanola so lipidi v plazemski
membrani. S spremembo mikrookolja v membrani etanol indirektno inhibira aktivnost
razliénih transportnih sistemov. Zato morajo proteini heksoznega transporta ucinkovito
delovati v spreminjajoc¢em se mikrookolju (Bisson, 1993). Etanol vpliva na vdor vodikovih
protonov v celico in posledi¢no stimulira aktivnost membranske H'-ATPaze. Ta mora
stalno delovati, da vzdrzuje vrednost pH na fizioloski ravni celice. Etanol tudi zmanjsuje
asimilacijo duSikovih komponent.

Zaradi poviSane koncentracije etanola v mediju proti koncu fermentacije se zmanjSa
aktivnost posameznih heksoznih prenasalcev kot posledica nekompetitivne inhibicije z
etanolom, ki nastaja med alkoholno fermentacijo.Vendar po izpostavitvi celic etanolu te
postanejo nanj manj obcutljive, adaptirajo se na stresni dejavnik. Etanol sprozi stresni
odziv v S. cerevisiae. Med 4 - 6 % (v/v) sprozi nastanek HSP proteinov. Med fermentacijo
vina vecino etanola proizvedejo celice v stacionarni fazi rasti (Ansanay-Galeote in sod.,
2001).

Etanol razli¢no vpliva na porabo glukoze in fruktoze med fermentacijo. Poraba fruktoze je
mocneje inhibirana pod pogoji, ko so v mediju visoke koncentracije etanola, kot pa je
inhibirana poraba glukoze (Berthels in sod., 2004). Sistem porabe glukoze izgleda bolj
robusten pod pogoji visokega etanolnega stresa. To podpira domnevo, da je reducirana
fermentacija fruktoze mogocCe glavni vzrok za upocCasnjene oziroma zaustavljene
fermentacije. Posledica obcutljivosti fermentacije fruktoze na poviSane koncentracije
etanola je mozen razlog za visoke koncentracije fruktoze v vinu po koncani fermentaciji.
Ni ¢isto jasno, zakaj etanol bolj inhibira porabo fruktoze. Opisali so, da etanol vpliva na
kapaciteto ne pa na afiniteto transportnega sistema za glukozo (Berthels s sod., 2004).
Etanol tudi povzro¢i premik tautamernega ravnotezja iz fruktopiranozne v fruktofuranozno
obliko, to lahko Se zniza afiniteto transporterjev za fruktozo.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POTEK DELA

Kemijsko definiran most (CDM)
z razliénimi zaCetnimi razmerji glukoza/fruktoza (Priloga B)

A 4

Nacepitev s predhodno namnozeno kulturo
Saccharomyces cerevisiae — ZIM 1927

\ 4
Fermentacija (T = 16 — 20 °C)

v v v v
Spremljanje rasti (ODgsg) Konverzija Specificna aktivnost
Tvorba CO, (tehtanje) sladkorjev Ugotavljanje glikolitiénih encimov
Merjenje vrednosti pH (HPLC analize) zivosti (HXK, PFK,PYK)
A y
Poraba glukoze in Tvorba etanola,
fruktoze glicerola, ocetne
kisline

Slika 2: Shematski prikaz poteka prvega dela poskusa
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Kemijsko definiran most (CDM) z zaCetno vsebnostjo sladkorjev:
400 g/l glukoze; 200 g/l glukoze in 200 g/l fruktoze; 400 g/l fruktoze

A 4

Nacepitev s predhodno namnoZzeno kulturo
Saccharomyces cerevisiae — ZIM 1927

A 4

Fermentacija (T =20 — 22 °C)

A

y

y

Vzorcenje ob inokulaciji

Vzor¢enje v najbolj "burnem”
delu fermentacije ( 7. dan)

A\ 4

Spremljanje rasti (ODgsg)
Tvorba CO, (tehtanje)
Merjenje vrednosti pH

Konverzija sladkorjev
(HPLC analize)
- Poraba glukoze in fruktoze
- Tvorba etanola, glicerola,
ocetne kisline

A

\ 4

Dolo¢anje suhe biomase

A

Kultivabilnost
(razredCitve vzorcev nacepimo
na plosce z gojis¢em YM)

A

SpecifiCna aktivnost
glikoliti€nih encimov
(HXK, PFK,PYK)

A

A

Slika 3: Shematski prikaz poteka drugega dela poskusa
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Mikroorganizem

Pri naSem delu smo uporabili kvasovko vrste Saccharomyces cerevisiae (ZIM 1927) iz
Zbirke industrijskih mikroorganizmov (ZIM). Zbirka ZIM je last Laboratorija za
industrijske kulture na Katedri za biotehnologijo, Oddelku za Zivilstvo, Biotehniske
fakultete v Ljubljani. Po revitalizaciji smo kvasovko hranili na agarnih plos¢ah z gojis¢em
YM v inkubatorju pri 28 °C. Vitalnost kvasovke smo ohranjali s precepljanjem kulture na
sveze gojisc¢e YM vsake tri dni.

3.2.2 Mikrobioloska gojisca

3.2.2.1 Kemijsko definiran most (CDM) (modificiran po Henschke in Jiranek, 1992)

Sestava kemijsko definiranega mosta je podana v Prilogi Al. Predhodno smo pripravili
zalozne raztopine mineralov in vitaminov (Prilogi A2 in A3). Zalozne raztopine mineralov
smo sterilizirali s filtracijo (premer por filtra 0,20 pm). Zalozno raztopino vitaminov pa
smo filtrirali preko filtra z velikostjo por 0,45 um. Hranili smo jih v hladilniku. Pet gojis¢
z razliénim razmerjem glukoze in fruktoze, ki smo jih pripravili v treh ponovitvah (trije
fermentorji s po en liter gojis¢a CDM), je podanih v Prilogi B. Gojis¢a smo po raztapljanju
sladkorjev sterilizirali s filtracijo preko nitroceluloznih filtrov s premerom por 0,45 um. pH
vrednosti gojiS¢ smo pred sterilizacijo uravnali na 3,5 z dodajanjem 1M HCI.

3.2.2.2 Trdno gojis¢e YM (Kurtzman in sod., 2003)

YM (Yeast extract - Malt extract) gojis¢e smo uporabili za precepljanje kvasovke in za
dolocanje Stevila kolonijskih enot iz brozge (= kultivabilnosti) kvasovk.

gojisc¢e YM (g/l vode):
sladni ekstrakt 3 g (Biolife)
kvasni ekstrakt 3 g (Biolife)
glukoza 10 g (Kemika)
pepton 5 g ( Oxoid)
agar 20 g (Biolife)

Gojisce smo sterilizirali v avtoklavu 15 min pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bar.
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3.2.3 Raztopine

3.2.3.1 FizioloSka raztopina

Uporabili smo jo pri doloCanju Zivosti celic za razred¢evanje po Kochu.

Priprava zalozne fizioloske raztopine:
KH2PO4 3,4g
NaOH lali3M

KH,PO4 smo raztopili v 500 ml caSi z destilirano vodo in jo nevtralizirali z NaOH do
vrednosti pH 7,2. Raztopino v merilni bucki smo dopolnili z destilirano vodo do oznake
1000 ml. Koncentrat za fiziolosko raztopino hranimo v hladilniku in ga red¢imo pred
uporabo v razmerju 1,25: 1000 ml destilirane vode. Sledi sterilizacija v avtoklavu (121 °C/
1,2 bar / 20 min).

3.2.3.2 Metilensko modrilo

Raztopili smo 0,01 g metilenskega modrila v 10 ml destilirane vode. Nato smo dodali 2 g
natrijevega citrata dihidrata in raztopili. Sledila je filtracija in dodatek destilirane vode do
100 ml (Kirsop in Painting, 1989).

3.2.4 Reagenti

Pri nasem delu smo poleg reagentov za gojis€a uporabljali Se Stevilne druge reagente.
Raztopine so bile pripravljene v destilirani vodi.

- ADP (95-99 %, Sigma)

- ATP (min. 99 %, Sigma)

- BSA (100 %, Sigma)

- Bradfordov reagent (BioRad)

- Complete™ Mini inhibitor proteaz (Roche)
- fosfoenolpiruvat (min. 98 %, Sigma)

- fruktoza (Merck)

- fruktoza-1,6-bisfosfat (99 %, Calbiochem)
- fruktoza-1,6-bisfosfat aldolaza (Sigma)

- glukoza ( p.a., Kemika)

- glicerol-3-fosfat-dehidrogenaza (Sigma)

- glukoza-6-fosfat (100 %, Sigma)

- HCI1 (32 %, Merck)

- imidazol-HCL pufer (p.a., Merck)

- KH,POy4 ( p.a., Merck)

- KoHPO, (p.a., Merck)

- kakodilna kislina-NaOH pufer (min. 98 %, Sigma)
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- NaCl (p.a., Merck)

- NADH (min. 98 %, Sigma)

-NADP" (min. 98, Sigma)

- NaOH (p.a., Merck)

- pufri za umerjanje pH-metra: pH 4,01; 7,0 in 9,21 (Mettler Toledo)
- triozafosfat-izomeraza (Sigma)

- mobilna faza za HPLC: H,SO4 (p.a., min. 96,0 %, Carlo Erba)

3.2.5 Oprema in aparature

Pri delu smo uporabljali standardno laboratorijsko opremo in pribor. Poleg tega smo
uporabili Se naslednjo opremo:

- avtoklav (Sutjeska)

- brezpras$na komora (Iskra PIO SMBC 122)

- centrifuge (Tehtnica Zelezniki LC-321, Sigma 3K30)

- inkubator (Sutjeska)

- magnetno mesalo (Tehtnica Zelezniki)

- mikroskop (Leica ATC 2000)

- pH-meter (Mettler Toledo)

- Stevne ploscice Biirker-Tiirk (Brand)

- programska oprema za nadzor spektrofotometra Pharmacia: Swift-Reaction Kinetics,
1.01

- rotacijski stresalnik (Mrzel)

- sistem za tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti (Knauer)

- spektrofotometer (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000)

- susSilnik (Sutjeska)

- tehtnici Sartorius-excellence in Sartorius-analytic

- vrtinénik (Tehtnica Zelezniki VIBROMIX 104 EV)

- vodna kopel (HETO)

- zamrzovalna omara (HETO Ultra Freeze, — 80 °C)

- filtrirna naprava (Sartorious in nitrocelulozni filtri Sartorious, velikost por 0,45 pum,
Sartorious)
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3.3 METODE
3.3.1 Gojitvene metode

3.3.1.1 Metoda namnozitve biomase za vcepek

Tekoci veepek za fermentacijo smo pripravili v 500 ml erlenmajericah s stransko kiveto, ki
so vsebovale 250 ml gojis¢a CDM z vsebnostjo sladkorjev 10 g/l (5 g/l glukoze in 5 g/l
fruktoze). 1z agarnih ploS¢ z gojis¢em YM smo s cepilno zanko v CDM gojisce prenesli
dva dni staro kulturo S. cerevisiae — ZIM 1927, da smo dosegli opticno gostoto (OD)
priblizno 0,20 pri valovni dolZini 650 nm. Kvasovke smo na rotacijskem stresalniku z 200
vrt./min pri sobni temperaturi 28 °C namnozevali do stacionarne faze rasti. Ta je nastopila,
ko je substrat z biomaso dosegel vrednost opti¢ne gostote ODgsp med 1,4 in 1,6. Tako smo
dobili celice v dovolj veliki koncentraciji za nadaljni potek poskusa. Namnozene kulture
kvasovk smo desetkrat razredcili s fiziolosko raztopino in pod mikroskopom s pomocjo
Biirker-Tiirkov-ega hemocitometra (Brand) dolocili Stevilo celic v mililitru gojisca. Glede
na zahtevo, da mora biti v mostu za¢etna koncentracija kvasovk priblizno 1 - 10° CFU/ml,
smo preracunali potreben volumen gojis¢a s kvasovkami (Povhe Jemec, 2003). Tako
pripravljen vcepek smo porazdelili po sterilnih 2 1 fermentorjih z delovnim volumnom 11,
ki so vsebovali gojis¢a CDM z razli¢nim razmerjem sladkorjev glukoze in fruktoze.

3.3.1.2 Anaeroben Sarzni bioproces (Alkoholna fermentacija)

Fermentacija je potekala 42 dni pri temperaturi 16 — 20 °C v petnajstih fermentorjih z
delovnim volumnom 1 liter. ZaCetna koncentracija sladkorja v kemijsko definiranem
mostu je bila priblizno 400 g/l. Gojisca so se razlikovala glede na razmerje glukoze in
fruktoze. Na fermentorje smo pred inokulacijo namestili vrelne vehe, za odvajanje CO,, ki
je nastajal med fermentacijo. Vzor¢ili smo vsak 3. — 4. dan po 2 ml vzorca iz posameznega
fermentorja. Vzorcu smo izmerili vrednosti pH, ODgs ter filtrirani vzorec (premer por
filtra 0,45 um) analizirali s HPLC. Fermentorje smo tudi tehtali pred in po vzoréenju, to
nam je omogocilo izratun tvorbe CO,. V drugem delu poskusa smo izvedli enake analize
kot v prvem, le da smo imeli le 9 fermentorjev (Priloga B). Vzor¢ili smo ob inolukaciji in
po sedmih dneh fermentacije.

3.3.2 Analiti¢ne metode

3.3.2.1 Merjenje prirasta biomase z merjenjem opticne gostote brozge (Raspor in sod.,
2003).

Pri namnozevanju vcepka na stresalniku v erlenmajericah s stransko kiveto smo rast
kvasovk spremljali z merjenjem intenzitete prepuscene svetlobe v fotometru pri valovni
dolzini 650 nm, kar smo izrazili kot opti¢no gostoto (ODgso). Podobno smo spremljali tudi
rast kvasovk med fermentacijo, kjer smo ODgso brozge izmerili v vzorckih.
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3.3.2.2 Merjenje vrednosti pH

Za merjenje vrednosti pH smo uporabili pH-meter Mettler Toledo, ki smo ga umerili v treh
toCkah s pufri vrednosti pH 4,01; 7,0 in 9,21.

3.3.2.3 Spremljanje tvorbe CO, (Bely in sod., 2003)

Med fermentacijo smo spremljali spros¢anje CO,. Koli¢ino spros¢enega CO, smo dolocili
z merjenjem izgube teze fermentorjev pred posameznim vzorcenjem.

3.3.2.4 Dolocanje koncentracije glukoze, fruktoze in zunajceli¢nih metabolitov s
tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) v brozgi

Koncentracijo glukoze, fruktoze, etanola, glicerola in ocetne kisline smo dolocali s
tekoc¢insko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) (Luparia in sod., 2004). Uporabili
smo termostatirano kolono Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio Rad), ki je bila izprana
s 5 mM raztopino H,SO4. Na koloni so se metaboliti lo¢evali na osnovi treh nacel: ionske
izmenjave, velikosti molekul in naboja. Z detektorjem RI (detektor na osnovi lomnih
koli¢nikov raztopin) smo dolo¢ili glukozo, fruktozo, glicerol in etanol, ocetno kislino pa z
UV detektorjem. Za kalibracijo analitskega postopka smo uporabili metodo zunanjih
standardov; povrSina pika dolo¢enega standarda je bila mera za koncentracijo. Standardne
raztopine smo pripravili z raztapljanjem glukoze, fruktoze, etanola, glicerola in ocetne
kisline v bidestilirani vodi v koncentracijskem obmocju kot so znaSale koncentracije v KD
(= kemijsko definiranem) moStu. Pri kvalitativnem dolocanju smo uporabili vodno
raztopino posameznega standarda in tako dobili ¢ase zadrZevanja na koloni. Zadrzevalni
¢asi na koloni Aminex so podani v prilogi D. Rezultate smo izrazili kot g/l brozge.

3.3.2.5 Dolocanje skupnega Stevila kvasovk in njihove zivosti

Na Biirker-Tiirk-ov hemocitometer smo dali kapljico v fizioloski raztopini razredcene
suspenzije kvasovk in pod mikroskopom presteli Stevilo celic, ki smo jih izrazili kot
skupno Stevilo celic/ml. Po konCani fermentaciji smo vzorcke tudi obarvali z barvilom
metilenskomodrilo. ZmeSali smo enaka volumna barvila in vzorca fermentacijske brozge.
Obarvane suspenzije celic smo pod mikroskopom presteli na Biirker-Tiirkov-em
hemocitometru. Izrazili smo odstotek zivih celic. Modre celice predstavljajo mrtve celice.
Kvasne celice, ki so metabolno aktivne pa vsebujejo encim, ki razgradi barvilo, ki
difundira v celice, in so zato prosojne (Kirsop in Painting, 1989).

Izracun skupnega Stevila kvasovk:
St.vseh celic/ml =X -R- ..(4)

X - §tevilo celic prestetih v kvadratku; R - faktor red¢itve brozge; f - faktor za Stevno plos€ico, ki je odvisen
od obmodja stetja (f=2,5 - 10°)
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Vzorce smo v fizioloski raztopini ustrezno desetiSko razredcCili in 0,1 ml ustrezno
redenega vzorca nacepili na agarne plos¢e z YM gojis€em. Vsako razredCitev smo
nacepili v paralelki. 1z vsake zive celice, ki je zmozna reprodukcije, zraste kolonija. Po
koncani inkubaciji pri 28 °C smo presteli Stevilo kolonij na plos¢ah. Rezultat smo podali
kot stevilo kolonijskih enot/ml oziroma CFU (Colony Forming Unit)/ml (McMekeen in
sod., 1993).

Izracun Stevila kolonijskih enot:

St.KE/ml:Y'R

7 ...(5)

Y- stevilo kolonijskih enot prestetih na plosci; R - faktor red¢itve brozge; V - volumen, ki smo ga razmazali
na plosce

3.3.2.6 Dolocanje koncentarcije suhe biomase (Pas in sod., 2004)

Vzorec (8 ml) brozge smo odpipetirali v stehtano centrifugirko in centrifugirali 5 min pri
4000 vrt./min. Usedlino oziroma sedimentirano biomaso smo dvakrat sprali z 0,015 M
KH,POy4 (fosfatnim) pufrom (pH 4). Po kon¢anem centrifugiranju smo suho biomaso susili
pri temperaturi 105 °C do konstantne mase. Stehtani suhi biomasi v centrifugirkah smo
odsteli maso praznih centrifugirk in tako dobili maso suhe biomase. Rezultat smo izrazili v
gramih suhe biomase na liter brozge.

3.3.2.7 Priprava celi¢nega ekstrakta (Jamnik in Raspor, 2003).

Za pripravo celicnih ekstraktov smo uporabili metodo razbijanja celic s steklenimi
kroglicami. Odcentrifugirali smo toliko bioprocesne brozge, da smo dobili 1 g mokre
biomase. Biomaso smo dvakrat sprali z 20 mM 0,015 fosfatnega pufra KH,PO4 (pH 4).
Vzorcu biomase smo dodali 5 ml 50 mM fosfatnega pufra (pH 7) z inhibitorjem proteaz
(Roche) in 5 g sterilnih steklenih kroglic s premerom 0,5 mm (razmerje biomasa: pufer:
kroglice =1 : 5 : 5) ter vzorce postavili na led. Celice v vzorcu smo razbili z meSanjem na
vibracijskem meSalniku Stirikrat po 1 minuto z vmesnim hlajenjem na ledu.
Neposkodovane celice, ostanke celic in steklene kroglice smo odstranili s centrifugiranjem
na 20000 x g, 20 min pri 4 °C. Supernatant smo uporabili kot celicni ekstrakt. Shranili smo
ga v mikrocentrifugirkah pri — 80 °C.

50 mM fosfatni pufer z vrednostjo pH 7 smo pripravili tako, da smo 50 mM pufru K,HPO4
dodajali 50 mM pufer KH,PO4 do vrednosti pH 7.
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3.3.2.8 Dolocanje koli¢ine topnih proteinov v celicnem ekstraktu (Bradford, 1976)

V vzorcih celinih ekstraktov smo dolocili topne proteine po Bradfordu. Metoda temelji na
dejstvu, da se barvilo Comassie briliant modro G-250 veZe na proteine. Pri tem se rdeca
barva barvila spremeni v modro, s tem pa se premakne absorpcijski maksimum barvila s
465 na 595 nm. Vezava barvila je zelo hitra in tvori zelo stabilen kompleks protein-barvilo
(1 h).

Zamrznjen ( — 80 °C) celi¢ni ekstrakt smo odtalili v vodni kopeli s temperaturo 25 °C. V
centrifugirke smo odpipetirali 50 pl celicnega ekstrakta, dodali 2,5 ml razredCenega
Bradfordovega reagenta ( 5 x razredéen Bradfordov koncentrat), premesali in po 5.
minutah izmerili absorbanco vzorca pri 595 nm. Pri slepem vzorcu smo namesto vzorca
celicnega ekstrakta uporabili 50 pl 0,15 M NaCl. Iz umeritvene krivulje (Priloga C) smo
izracunali koli¢no topnih proteinov v celicnem ekstraktu:

Asos =0,0106- masa proteinov+0,0372 ..(6)

Rezultat smo izrazili kot mg topnih proteinov na ml celi¢nega ekstrakta. Za umeritveno
krivuljo smo uporabili znane koncentracije BSA. Koncentracijo proteinov v mokri biomasi
smo izracunali tako, da smo mg topnih proteinov/ml celicnega ekstrakta pomnozili z
volumnom pufra ter delili s koli¢ino mokre biomase, ki smo jo uporabili za pripravo
celicnega ekstrakta.

3.3.2.9 Dolocanje aktivnosti glikoliti¢nih encimov v celi¢nem ekstraktu

Aktivnost encimov smo izracunali iz naklona absorpcijske premice in rezultate podali v
encimskih enotah (U). Encimska enota ( Unit = U) je definirana kot koli¢ina encima, ki
oksidira (reducira) 1 umol substrata v 1 minuti. Aktivnosti encimov v celi¢nih ekstraktih
smo merili tri minute v 30—sekundnih ¢asovnih intervalih s spektrofotometrom (Pharmacia
Biotech Ultraspec 2000) s pomoc¢jo programa za nadzor spektrofotometra (Swift-Reaction
Kinetics) pri 25 °C in 340 nm. Ekstinkcijski koeficient (g340nm) reduciranih piridinskih
dinukleotidnih koencimov NAD(P)H znaa 6,22:10° M' cm™ (de Jong-Gubbels in sod.,
1995). Aktivnost encimov je program izracunal na podlagi Beer-Lambertov-ega zakona:

A=10g170:5-c-l (7

A - absorbanca; Io in I intenziteta vhodne in izhodne svetlobe; ¢ - koncentracija vzorca oziroma substrata
(M); 1 -dolzina poti Zarka skozi vzorec v centimetrih (1 cm); € - molarni ekstinkcijski koeficient (M™' cm™)
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Pri merjenju encimske aktivnosti merimo spremembo koncentracije vzorca substrata s
¢asom tako, da merimo spremembo absorbance v ¢asu:

Ac  AA/min
c A4 O
min el
Primer izracuna aktivnosti encima v encimskih enotah (U), ¢e je substrat NAD(P)H:
Ad/mi
Uo umol /min p -0

min 6,22-10° M 'em™ -1em
V — volumen reakcijske mesanice ( 1 ml)

Pri meritvah smo v reakcijskih meSanicah uporabili tolik§en volumen celicnega ekstrakta,
da je vseboval 100 pg topnih proteinov. Specifi¢ne aktivnosti encimov smo izrazili v U/mg
topnih proteinov. Predhodno zamrznjene ( — 80 °C) celi¢ne ekstrakte smo odtalili v vodni
kopeli s temperaturo 25 °C. Tudi vsi pufri in reagenti so bili med potekom meritev
ogrevani na 25 °C. Kot slep vzorec za posamezni encim smo uporabili vse reagente v
reakcijski meSanici razen celi¢nega ekstrakta.

= Dolocanje aktivnosti heksokinaze (Hxk) :

Aktivnost encima heksokinaze (EC 2.7.1.1, ATP/D-heksoza-6-fosfotransferaza) smo
dolo¢ili z modificirano metodo po Espinelu in sod. (1996). Uporabili smo naslednje pufre
in reagente: 50 mM imidazolni pufer (pH 7.6), 250 mM MgCl,, 250 mM glukoza, 40 mM
NADP", 100 U/ml glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, S0 mM ATP.

Reakcijska meSanica (1 ml) je vsebovala: 50 mM imidazolnega pufra (pH 7.6), 10 mM
MgCly, 25 mM glukoze, 1 mM NADP", 0,1 U/ul glukoza-6-fosfat dehidrogenaze in celi¢ni
ekstrakt. Za zacetek encimske reakcije smo dodali 2 mM ATP.

Potek reakcije:
glukoza-6-fosfat
heksokinaza dehidrogenaza

glukoza-6-fosfat
/= /=

ATP ADP NADP" NADPH

glukoza 6-fosfoglukono-o6-lakton

= Dolocanje aktivnosti fosfofruktokinaze (Pfk) :

Aktivnost encima fosfofruktokinaze (EC 2.7.1.11, ATP/D-fruktozo-6-fosfat-1-
fosfotransferaza) smo dolocili po metodi de Jong-Gubbels in sod. (1995). Uporabili smo
naslednje pufre in reagente: 50 mM imidazolni-HCI pufer (pH 7,0), 64 mM (NH4),SOy4,
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250 mM MgCl,, 15 mM NADH, 50 mM ATP, 100 U/ml fruktoza-1,6-bifosfat aldolaza,
100 U/ml glicerol-3-fosfat dehidrogenaza, 0.1 U/ul triozafosfat izomeraza, 25 mM
fruktuza-6-fosfat. Reakcijska mesSanica (1 ml) je vsebovala: 50 mM imidazolnega-HCI
pufra (pH 7,0), 6,4 mM (NH4),SO4, 5 mM MgCl,, 0,15 mM NADH, 0,5 U fruktoza-1,6-
bifosfat aldolaze, 0,6 U glicerol-3-fosfat dehidrogenaze, 1,8 U triozafosfat izomeraze, 0,05
mM ATP in celi¢ni ekstrakt. Za zacetek encimske reakcije smo meSanici dodali 0,25 mM
fruktoza-6-fosfata.

Potek reakcije:
glicealdehid-3-

fosfofruktokinaza aldolaza fosfat
fruktoza-6-fosfat fruktoza-1,6-bisfosfa
@ triozafosfat-
ATP ADP izomeraza
dihidroksiaceton-
fosfat
glicerol-3-fosfat-
dehidrogenaza
— dihidroksiaceton-fosfat @ glicerol-3-fosfat
NADH NAD’

= Dolocanje aktivnosti piruvat kinaze (Pyk)

Aktivnost encima piruvat kinaza (EC 2.7.1.40, ATP/piruvat-2-O-fosfotransferaza) smo
dolocili po metodi van Hoek in sod. (2000). Uporabili smo naslednje pufre in reagente: 100
mM kakodilna kislina-NaOH pufer (pH 6,2), 1 M KCI, 100 mM ADP, 10 mM fruktuza-
1,6-bifosfat, 250 mM MgCl,, 15 mM NADH, 1000 U/ml laktat dehidrogenaza, 100 mM
fosfoenolpiruvat.

Reakcijska mesSanica (1 ml) je vsebovala: 100 mM kakodilne kisline - NaOH pufra (pH
6,2), 100 mM KCl, 10 mM ADP, 1 mM fruktuza-1,6-bifosfata, 25 mM MgCl, 0,15 mM
NADH, 11,25 U laktat dehidrogenaze in celi¢ni ekstrakt. Za zaCetek encimske reakcije
smo mesanici dodali 2 mM fosfoenolpiruvat.

Potek reakcije:
laktat-
piruvat-kinaza dehidrogenza

fosfoenolpiruvat E’ piruvat ﬁ laktat

NADH NAD'
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3.3.3 Metode za obdelavo podatkov

Poskusi so bili izvedeni v ve¢ ponovitvah, zato smo dobljene rezultate statisticno
ovrednotili. IzraCunali smo tudi doloCene parametre rasti, ki so nam v pomoc¢ pri razlagi
vpliva koncentracije fruktoze in glukoze na kvasno alkoholno fermentacijo.

3.3.3.1 Statisti¢na obdelava rezultatov

Rezultate meritev smo podali kot povprecno vrednost treh ponovitev. Podali smo tudi
oceno variabilnosti kot standardni odklon od povpre¢ne vrednosti. Vse statisticne operacije
smo izvedli s pomoc¢jo programa Microsoft Excel (average, stdev, t-test).

o Povprecna vrednost

Alkoholno fermentacijo v medijih z razliénimi razmerji sladkorjev smo izvajali v treh
ponovitvah. Rezultate meritev (poraba glukoze in fruktoze, tvorba etanola, glicerola,
ocetne kisline, tvorba CO,, spreminjanje vrednosti pH, dolo¢anja suhe biomase in Stevila
celic) smo podali kot povprecno vrednost (Adamic, 1989).

L Zn X
X = i:ln _ ...(10)

X - povpreéna vrednost, n - §tevilo vzorcev; X; - vrednost i-te meritve; n - §tevilo meritev
o Standardni odklon in koeficient variabilnosti

Za oceno variabilnosti rezultatov pri paralelnih vzorcih smo uporabili standardni odklon
(SD) in koeficient variabilnosti (KV) (Adamic, 1989).

n

S (v %)

SD = [+ (1)
n—1
KV (%)= %- 100 ..(12)

o T —test

T-test temelji na preiskuSanju domneve o razliki med povpre¢jema dveh majhnih
neodvisnih vzorcev (Adamic, 1989). Preizkus temelji na vzorcni porazdelitvi razlik dveh
povprecij. Osnovna domneva trdi, da se povprecji obeh vzorcev znacilno razlikujeta.
Nicelna domneva pa trdi, da oba vzorca izvirata iz iste populacije in da ni resni¢ne razlike
med obema povpre¢jema oziroma da je morebitna razlika samo posledica naklju¢ja. To
domnevo preverjamo z izraCunom verjetnosti, da bi dobili tako razliko med povprecjema
obeh vzorcev, kakr$no bi v resnici dobili, ¢e bi bila vzorca vzeta iz iste populacije. Ce je ta
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verjetnost dovolj majhna, torej manjSa od stopnje tveganja, za katero smo se odlo¢ili,
zavrnemo nicelno domnevo v korist osnovne domneve. Zgornje meje tveganja (p) pri
katerih zavrac¢amo nicelno domnevo so najpogosteje 0,05; 0,01 ali 0,001. Glede na te meje
govorimo tudi o 5-, 1-, in 0,1-odstotni stopnji znacilnosti rezultatov. Za nase rezultate smo
uporabljali zgornjo mejo tveganja p < 0,05 tako, da lahko z ve¢ kot 95-odstotno
verjetnostjo trdimo, da se povprecji obeh vzorcev statisti¢no znacilno razlikujeta.

3.3.3.2 Dolocitev rastnih parametrov (Heijnen, 2001)

o Specifi¢na hitrost porabe substrata

g:(g sladk./g SB/h)= fai 5;‘2 - ..(13)

X - koncentracija suhe biomase v brozgi v danem trenutku (g/l); X, — koncentracija suhe biomase ob
inokulaciji (g/l); S, — koncentracija sladkorja ob inokulaciji (g/1); Sk - koncentracija sladkorja v brozgi v
danem trenutku (g/1); tiu.- Cas kultivacije

o Specifi¢na hitrost tvorbe etanola
Ez"Ek .

qe(g EtOH/ SB/h] Xk_XZ s (14

E, — koncentracija etanola v brozgi ob inokulaciji (g/1); Ex - koncentracija etanola v brozgi v danem trenutku
(gl
o Specifi¢na hitrost tvorbe glicerola

qG(ggllc/SB/h) Gz~ Gk T

.(15)

G, — koncentracija glicerola v brozgi ob inokulaciji (g/l); Gy - koncentracija glicerola v brozgi v danem
trenutku (g/1)

o Specifi¢na hitrost tvorbe CO,

gco2(gC02/ 5B/ n)= €22 €Ok,
Xk — Xz ..(16)

CO,z - koli¢na sproséenega CO, ob inokulaciji; COk - koli¢ina spro$c¢enega CO, v danem trenutku

o Maksimalna specifi¢na hitrost rasti

InXz—InXi

" (17)

Htmax- - Maksimalna specifi¢na hitrost rasti (h'l); t — ¢as; X - koncentracija biomase (g/1)



Prpar S. Vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 31
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2006

o Izkoristek vira ogljika za tvorbo biomase
je dejansko razmerje med proizvedeno biomaso in porabljenim substratom v istem ¢asu.

AX Xo-X.
AS S-S,

Y, s(gS8SB/gglcoz. fru)= ..(18)

Xy - koncentracija suhe biomase v brozgi v danem trenutku (g/l); X, — koncentracija suhe biomase ob
inokulaciji (g/l); S, — koncentracija sladkorja ob inokulaciji (g/l1); Sk - koncentracija sladkorja v brozgi v
danem trenutku (g/1)

o Izkoristek vira ogljika za tvorbo etanola

AE E,-E.
AS S.-S,
Ey - koncentracija etanola v brozgi po casu t (g/l); E, — koncentracija etanola ob inokulaciji (g/l); S, —
koncentracija sladkorja ob inokulaciji (g/1); Sk - koncentracija sladkorja v brozgi po ¢asu t (g/1)

Y, (g EtOH | g sladk.)= ..(19)
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4 REZULTATI

Na podlagi delovne hipoteze, da vi§je koncentracije fruktoze inhibitorno delujejo na potek
alkoholne fermentacije mosta s kvasovko Saccharomyces cerevisiae (ZIM 1927) ter
posredno na zaustavitev fermentacije in posledicno na povecano koncentracijo preostalih
sladkorjev v kon¢nem produktu fermentacije - vinu, smo skuSali dokazati zaustavitev
fermentacije ob povisani koncentraciji fruktoze v gojis¢u oziroma upocasnjeno porabo le-
te.

Med potekom alkoholne fermentacije smo po posameznem vzorcenju spremljali pH
bioprocesne brozge, spros¢anje CO, (posredno s tehtanjem fermentorjev), spreminjanje
ODgso (rast kvasovk) ter z analizami HPLC porabo sladkorjev (glukoza, fruktoza) in
nastajanje klju¢nih metabolitov fermentacije (etanol, glicerol, ocetna kislina). Ob koncu
fermentacije smo preverili zivost kvasne biomase z nacepljanjem posameznih razred¢itev
na YM plosce ter s pomocjo vitalnega barvanja z metilenskim modrilom in Stetjem s
hemocitometrom pod mikroskopom.

Preverili smo tudi aktivnost glikoliticnih encimov (heksokinaza, fosfofruktokinaza in
piruvat kinaza). Zaradi "majhne" koli¢ine mokre biomase, smo aktivnost encimov
ovrednotili le ob zakljuc¢ku fermentacije.

V drugem delu poskusa smo se osredotocili na del fermentacije, ki poteka najbolj burno.
To pomeni, da se takrat porabi najve¢ sladkorjev oziroma se sprosti najve¢ CO,. Dolo¢ili
smo ga glede na rezultate celotne fermentacije v prvem delu poskusa. Tako smo vzor¢ili ob
inokulaciji in po sedmih dneh poteka fermentacije. Dolo¢ali smo aktivnosti glikoliti¢nih
encimov, porabo sladkorjev ter sintezo etanola, glicerola in ocetne kisline.

V tem poglavju so predstavljeni rezultati dela, ki je potekalo od 7.4.2005 do 17.8.2005.



Prpar S. Vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2006

4.1 KULTIVACIJA KVASOVKE IN NAMNOZEVANIE VCEPKA

0,2
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Cas (ure)

Slika 4: Rastna krivulja kvasovke Saccharomyces cerevisiae — ZIM 1927 pri 28 °C med 26 urnim aerobnim
submerznim namnoZzevanjem na stresalniku (200 vrt./min).

Na sliki 4, ki ponazarja rastno krivuljo kvasovke S. cerevisiae, je razvidna tipi¢na krivulja
rasti mikroorganizmov. Iz slike je mozno razbrati, da so kvasovke po zacetni fazi
prilagajanja, po treh urah kultivacije vstopile v eksponentno fazo rasti. Kvasni inokulum
smo namnozevali 25 ur do opticne gostote 1,6. S tem smo zagotovili zadostno
koncentracijo celic za zacetek poskusa. Namnozene kvasovke smo desetkrat razred¢ili s
fiziolosko raztopino in s pomocjo Biirker-Tiirkov-ega hemocitometra dolocili Stevilo
kvasovk v mililitru gojis€a. Potreben volumen gojis€a za inokulacijo fermentorjev smo
preracunali glede na zahtevo, da mora biti v mostu (1000ml) skupna zacetna koncentracija
kvasovk prblizno 1 - 10° CFU/ml (Povhe Jemec, 2003).
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42 FERMENTACIJA KEMIJSKO DEFINIRANEGA MOSTA (CDM) S CISTO
KULTURO KVASOVKE Saccharomyces cerevisiae

4.2.1 Spremljanje rasti kvasovk med fermentacijo

1,8

1,6’ *

(¢]
¢ 00

0,0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Cas (dan)

z razliénim zaéetnim razmerjem glukoza/fruktoza: 400 g/l glc (¢; — ), 300 g/1 glc in 100 g/ fru (o; ™), 200
g/l glc in 200 g/l fru (A; ™), 100 g/l glc in 300 g/ fru (o; =~ 7), 400 g/l fru (x; ~~ 7). Rezultati so povprecne
vrednosti treh neodvisnih gojitev.

Na sliki 5, ki ponazarja spreminjanje vrednosti ODgsyo zaradi rasti S. cerevisiae v
dneh alkoholne fermentacije. Trend naraSc¢anja ODgso se nadaljuje Se nekje do 20. dne
fermentacije, a naklon krivulj je vidno manjsi. V nadaljnem poteku alkoholne fermentacije
se ODgso postopoma ustali in nekje po 35. dneh upade. Vidimo, da so najvisje povprecne
vrednosti ODgso dosegle kvasovke, ki so rastle v gojis¢u s 400 g/l glukoze, podobno
dinamiko rasti so imele kvasovke med fermentacijo v gojis¢u z zacetno vsebnostjo 100 g/l

glc in 100 g/l fru oziroma s 400 g/ fru opazimo skoraj identi¢no "rastno krivuljo".

Glede na rezultate podane v preglednici 1 vidimo, da odstotek zivih celic naras¢a glede na
naraS¢ajoCo zacetno vsebnost fruktoze v CDM gojis¢u. Po 42. dneh fermentacije je

.....

.....

— 9 %. Po fermentaciji v gojis€u, ki je vsebovalo samo 400 g/l fruktoze pa je bila konc¢na
zivost kvasovk 57 %, to je kar za 21 % vi$ja kot po fermentaciji v gojiscu, ki vsebuje Cisto
glukozo. V zadnjem stolpcu preglednice 1 so podani rezultati Stevila kolonijskih enot po
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42. dneh alkoholne fermentacije. Stevilo celic naraséa z nara$¢anjem zacetne koncentracije
fruktoze v mediju. Tako je v mediju s samo fruktozo priblizno petkrat ve¢ CFU/ml v
primerjavi s Stevilom v gojiscu z glukozo.

razlinim zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza. Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Hemocitometer YM plosce

_K;:jciléglljcéfgrlllj)v kva s\.l*s1e061ml kva sz.:“ﬁlslml Zivost (%) CFU*10°/ ml
400/0 2,0 0,7 36 0,9
300/100 1,9 0,7 38 2,0
200/200 2,4 1,0 44 2,7
100/300 2,0 0,9 45 4.4
0/400 2,2 1,2 57 5,5

4.2.2 Sproscanje CO;

5,5
5,0

4,5
4,0 1
3,5
3,0
2,5

dCO2/dt (g/l/dan)

2,0 A
1,5 1
1,0
0,5

0,0 T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas (dan)

razmerjem glukoza/fruktoza: 400 g/l glc (-4-), 300 g/ glc in 100 g/1 fru (-m-), 200 g/l glc in 200 g/l fru (- A-),
100 g/1 glc in 300 g/1 fru (), 400 g/l fru (-0-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.
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V vseh petih alkoholnih fermentacijah je tvorba CO, (g/l/dan) sledila enakemu vzorcu.
Razlike so bile v koli¢ini spros¢enega CO,. V fazi prilagajanja celi¢ne rasti (prvih 2 do 3
dni rasti) je bila koli¢ina sprosc¢enega CO, minimalna. Med Sestim in nekje desetim dnem
fermentacije se je sprostilo najve¢ CO,, med 4 — 5 g/l/dan. Sledilo je postopno upadanje
tvorbe CO,, ki se je proti koncu fermentacije priblizala vrednosti 3 g/l/dan. Med enolosko
fermentacijo se je najve¢ CO, sprostilo med fermentacijo kvasovk v gojiscu z glukozo,
najmanj pa med fermentacijo fruktoze (Priloga FS8). Koli¢ina nastalega CO, med
rastjo na glukozi oziroma fruktozi. Upadanje tvorbe CO, sovpada z naraS¢anjem zacetne
koncentracije fruktoze v gojiscu.

4.2.3 Fermentacijski profili

Slike 7 do 11 prikazujejo porabo sladkorjev glukoze in fruktoze ter tvorbo etanola in CO,

.....
.....

.....

(Sliki 10,11). Porabi sladkorjev je sorazmeren nastanek etanola in CO, kot kon¢nih
produktov metabolizma sladkorjev.
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Slika 7: Fermentacijski profil za kvasovko Saccharomyces cerevisiae v.CDM gojiscu s 400 g/l glukoze.
Prikazana je poraba glukoze (-m-) ter tvorba etanola (-o-) in CO, (-0-) v 42 dnevni fermentaciji. Rezultati so
povprecje treh neodvisnih gojitev.
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Slika 8: Fermentacijski profil za kvasovko Saccharomyces cerevisiae v CDM gojiscu s 300 g/l glukoze in s
100 g/ fruktoze. Prikazana je poraba glukoze (-m-) in fruktoze (- A -) ter tvorba etanola (-o0-) in CO, (-0-) v

42 dnevni fermentaciji. Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.
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Slika 9: Fermentacijski profil za kvasovko Saccharomyces cerevisiae v.CDM gojiscu z 200 g/1 glukoze in z
200 g/1 fruktoze. Prikazana je poraba glukoze (-m-) in fruktoze (- A -) ter tvorba etanola (-o0-) in CO, (-0-) v

42 dnevni fermentaciji. Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.



Prpar S. Vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2006

38

400
= e | + 100
:52 350
8
O 300 -
E T 80
I~
‘e 250 -
8 -+ 60
S 200 |
3
o))
8 150 1
5 40
£
§ 100
c -+ 20
(]
¥ 50

0 T T T T T T T T 0

20

Cas (dan)

25

30

35

40

Koncentracija etanola (g/l) in CO2 (g)

Slika 10: Fermentacijski profil za kvasovko Saccharomyces cerevisiae v.CDM gojis¢u s 100 g/l glukoze in s
300 g/l fruktoze. Prikazana je poraba glukoze (-m-) in fruktoze (- A -) ter tvorba etanola (-0-) in CO, (-0-) v

42 dnevni fermentaciji. Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.
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Slika 11: Fermentacijski profil za kvasovko Saccharomyces cerevisiae v CDM gojiscu s 400 g/l fruktoze.
Prikazana je poraba fruktoze (- A -) ter tvorba etanola (-o-) in CO, (-0-) v 42 dnevni fermentaciji. Rezultati so

povprecje treh neodvisnih gojitev.



Prpar S. Vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 39
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2006

4.2.4 Dinamika porabe sladkorjev v CDM gojis¢ih z razli¢nim za¢etnim razmerjem
sladkorjev
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Slika 12: Poraba glukoze med alkoholno fermentacijo s kvasovko S. cerevisiae v gojis¢ih z razlicnim

zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza: 400 g/l glc (-#-), 300 g/l glc in 100 g/ fru (-m-), 200 g/1 glc in 200 g/l
fru (-A-), 100 g/l glc in 300 g/l fru (-+-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.
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Slika 13: Poraba fruktoze med alkoholno fermentacijo s kvasovko S. cerevisiae v gojiscih z razlicnim

zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza: 300 g/l glc in 100 g/1 fru (-m-), 200 g/l glc in 200 g/1 fru (- A-), 100 g/l
glc in 300 g/l fru (-«-),400 g/l fru (-o-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.
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Preglednica 2: Poraba sladkorjev po 42 dnevni alkoholni fermentaciji. Rezultati so izrauni glede na zacetne

Glukoza Fruktoza Glukoza in fruktoza
LKggﬁé g:lcgﬁ) Poraba (g/l) | Poraba(%) Poraba (g/l) | Poraba(%) Poraba (g/l) | Poraba(%)
400/0 274.8 67,1 / / / /
300/100 241,3 771 38,5 36,8 279,7 67,0
200/200 173,4 89,5 85,8 47,0 259,2 68,8
100/300 96,3 93,4 150,6 54,0 246,9 64,6
0/400 / / 204,6 58,9 / /

Sliki 12 ter 13 in preglednica 2 podajajo porabo sladkorjev tekom fermentacije. Najvecji
delez porabljenih sladkorjev je bil v gojisc¢u z 200 g/l glukoze in z 200 g/l fruktoze.
Podoben odstotek sladkorjev je bil porabljen tudi v gojis€u s samo glukozo oziroma v
gojiscu s tremi Cetrtinami glukoze. Med fermentacijo fruktoze so kvasovke v 42. dneh
porabile priblizno 59 % tega sladkorja, to je 8 % manj kot med fermentacijo glukoze. Ce
primerjamo sliki 12 in 13 vidimo, da imajo krivulje, ki ponazarjajo porabo glukoze, vecji
naklon. To pomeni, da se je glukoza iz gojis¢a tekom enoloske fermentacije hitreje
porabljala. V gojiscu s 300 g/l glukoze in s 100 g/l fruktoze ostane po 42. dneh
fermentacije ve€ kot 60 % fruktoze, porabi pa se 77 % glukoze. Z naras¢anjem fruktoze v
g0jisc¢u se te porabi vec, a hkrati se porabi tudi velika ve€ina glukoze ( priblizno 90 %).
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Relativna poraba glukoze in fruktoze
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400 g/1 glc (-#-); 400 g/l fru (-0-); 300 g/l glc (-m-) in 100 g/l fru (-0-); 200 g/l glc (- A -) in 200 g/l fru (-A-);
100 g/1 glc (-e-) in 300 g/l fru (-0-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.
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Relativna poraba sladkorjev med alkoholno fermentacijo se je spreminjala kot podaja slika
14. Opazimo, da se je najhitreje porabljala glukoza v gojis¢u s 100 g/l glc in s 300 g/1 fru.
Sledila je poraba glukoze v gojis¢u z 200 g/l tega sladkorja, nato poraba glukoze v gojis¢u
s 300 g/l glukoze, Se nizja pa je bila relativna poraba glukoze v gojiscu, ki je vsebovalo

.....
.....
.....

.....

kolic¢ini sladkorjev glukoze in fruktoze po zaustavitvi fermentacije. Vedno je vecji delez
preostalega sladkorja predstavljala fruktoza.

4.2.5 Dinamika tvorbe metabolnih produktov v CDM gojis¢ih z razli¢nim zac¢etnim
razmerjem sladkorjev
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zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza : 400 g/l glc (-#-), 300 g/I glc in 100 g/I fru (-m-), 200 g/1 glc in 200 g/l
fru (- A-), 100 g/1 glc in 300 g/l fru (-«), 400 g/l fru (-0-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Iz slike 15 je razvidno, da poveCana koncentracija fruktoze v gojiS€u zmanjSa tvorbo
etanola tekom enoloske fermentacije. Nekje do 10. dneva fermentacije so koncentracije
nastalega etanola v posameznem gojiS¢u med sabo primerljive, kasneje pa pride do
odstopanj. Najvecje razlike v tvorbi etanola so vidne med fermentacijo fruktoze. Nastane
kar za 12 % manj etanola v primerjavi s tvorbo med fermentacijo glukoze oziroma med

.....
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fruktoze pocCasneje naras¢a med 10. in 25. dnem fermentacije, kasneje pa opazimo

.....

Koncentracija glicerola (g/l)

0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas (dan)

.....

zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza: 400 g/l glc (-#-), 300 g/l glc in 100 g/ fru (-o-), 200 g/1 glc in 200 g/l
fru (- A-), 100 g/1 glc in 300 g/l fru (-«), 400 g/l fru (-0-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

V vzorcih odvzetih iz vseh fermentorjev smo zaznali naraScanje tvorbe glicerola tekom
fermentacije (Slika 16). Prvih 6 dni fermentacije so kvasovke v vseh gojis¢ih proizvedle
podobno koli¢ino glicerola, to je od 4,2 — 4,7 g/l, kasneje pa se je koli¢ina nastalega
glicerola v posameznem gojis¢u razlikovala. Najmanj glicerola so tvorile kvasovke med

.....

g/l fruktoze.

Tako kot tvorba glicerola je bila tudi tvorba ocetne kisline v prvih Sestih dneh enoloske

.....

proizvedle priblizno 1 g/l ocetne kisline, kasneje pa se je koli¢ina kisline v posameznem
gojis¢u razlikovala. Najmanj ocetne kisline je nastalo med fermentacijo fruktoze. V

.....

.....
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zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza: 400 g/l glc (-#-), 300 g/1 glc in 100 g/l fru (-0-), 200 g/1 glc in 200 g/l
fru (-A-), 100 g/l glc in 300 g/l fru (--+--), 400 g/ fru (-o-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

4.2.6 Sprememba vrednosti pH medija med alkoholno fermentacijo
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Slika 18: Spreminjanje vrednosti pH med alkoholno fermentacijo s kvasovko S. cerevisiae v gojis¢ih z

razli¢nim zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza: 400 g/1 glc (-¢-), 300 g/l glc in 100 g/1 fru (-m-), 200 g/1 glc

in 200 g/l fru (- A-), 100 g/1 glc in 300 g/ fru (--+-),400 g/l fru (-o-). Rezultati so povprecje treh neodvisnih
gojitev.
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podobno.

4.3 OVREDNOTENJE NAJBOLJ "BURNE" FAZE ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili med 42 dnevno enolosko fermentacijo, smo omejili
poskus na najbolj buren del fermentacije. Osredotocili smo se na del kjer pride do najbolj
intenzivne porabe sladkorjev. Glede na metabolno aktivnost kvasovk, ki jo lahko ocenimo
preko tvorbe CO, (Slika 6) med fermentativno porabo sladkorjev, smo dolocili, da je
najbolj buren del procesa potekel nekje med 5. in 10. dnem alkoholne fermentacije s
kvasovko S. cerevisiae. Vzorcili smo po 7. dneh fermentacije. Naredili smo tri neodvisne

.....

glukoze in z 200 g/l fruktoze.

4.3.1 Poraba sladkorjev

.....

odstotek porabljenega sladkorja po sedmih dneh fermentacije. Najve¢ sladkorja se je
porabilo med rastjo kvasovke v gojisc¢u s 400 g/l glukoze (prbl. 36 %). Najmanj pa med
rastjo na fruktozi (20 %). Med rastjo v gojiScu z zacetno vsebnostjo sladkorjev 200 g/l
glukoze in 200 g/l glukoze se je porabilo malo ve¢ glukoze kot fruktoze. Celokupna poraba
sladkorjev v slednjem gojiScu je bila za priblizno 10 % niZja od porabe glukoze za 6 %
vi§ja od porabe fruktoze, ki sta bili edina vira ogljika za kvasovke v prvem oziroma
tretjem gojisScu.

Preglednica 3: Poraba glukoze in fruktoze (g/l) po 7. dneh alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces
cerevisiae v.CDM gojis¢u z razlicnim zacetnim razmerjem glukoza/fruktoza. Rezultati so povprecne
vrednosti treh neodvisnih gojitev.

Glukoza (g/l) Fruktoza (g/l)
Konc. glc/fru v Poraba Poraba
gojiséu(g/l) to t7 Poraba (% to t7 Poraba (%)
400/0 391,17 | 250,90 | 140,27 35,9 / / / /
200/200 188,98 | 136,36 | 52,62 27,8 201,11 152,24 | 48,86 24,3
0/400 / / / / 347,55 | 277,42 | 70,13 20,2
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4.3.2 Tvorba metabolnih produktov in spremljanje porasta biomase

Preglednica 4: Tvorba etanola, glicerola in ocetne kisline (g/1) po 7. dneh alkoholne fermentacije s kvasovko
Saccharomyces cerevisiae v .CDM gojis¢u z razlicnim zafetnim razmerjem glukoza/fruktoza; podane so
povprecne vrednosti, SD in KV (%), ki so rezultat treh neodvisnih gojitev.

t; Etanol (g/l Glicerol (g/l) Ocetna kislina (g/l)
Konc. glc/fru v o o o
gojiséu (gl Povpr. SD | KV(%) Povpr. SD | KV(%) Povpr. SD | KV(%)
400/0 53,68 3,87 | 7,21 5,40 0,47 | 8,75 1,53 0,111 7,35
200/200 51,21 4,22 | 8,23 6,17 0,17 2,75 1,81 0,11 | 5,88
0/400 50,79 3,77 | 7,41 5,66 0,08 1,41 1,77 0,05| 2,72

V preglednici 4 so podane koncentracije metabolnih produktov etanola, glicerola in ocetne
kisline, ki so nastali po 7. dneh enoloSke fermentacije s kvasovko S. cerevisiae. Tvorba
razlikovala. Rahlo povisana je bila v gojis¢u z zacetno vsebnostjo 400 g/l glukoze. Najvec
glicerola je nastalo med fermentacijo v gojiscu z 200 g/l glukoze in 200 g/l fruktoze. V

.....

glicerola. Tvorba ocetne kisline je sledila vzorcu tvorbe glicerola v posameznem gojiscu.

Preglednica 5: Sprememba vednosti pH, ODgsg, tvorba CO,, koli¢ina suhe biomase (g/1) in Stevilo CFU/ml po
7. dneh alkoholne fermentacije. Rezultati so povpreéne vrednosti treh neodvisnih gojitev.

pH ODgso CO. gSB/I CFU*10%mlI

Konc. glc/fru

e o to tz ApH to tz tz to tz tz
| vgojiscu (g/l)

400/0 3,506 | 3,530 | 0,024 0,091 | 1,422 | 50,7+3,2 | 0,09+0,04 | 1,31+0,18 6,0

200/200 3,486 | 3,506 | 0,020 | 0,081 1,279 | 47,0+7,5] 0,07+0,01 | 1,03+0,17 7,5

0/400 3,510 | 3,524 | 0,014 | 0,080 [ 1,355 | 45,0+2,6 | 0,05+0,03 | 1,06+0,13 5,5

V preglednici 5 so razvidne ostale spremembe v sestavi gojisca in celiéne biomase po 7.
dneh fermentacije. Vrednost pH rastnih medijev se je povisala. Do najve¢jega poviSanja je
prislo med fermentacijo kvasovk v gojiscu z glukozo. V slednjem gojis¢u je tudi ODgso po
sedmih dneh fermentacije najvi§ja in sovpada z najvisjo koli¢ino dolo€ene suhe biomase in
spros¢enega CO,. Koli¢ine sprosc¢enega CO, se v vseh treh gojis¢ih med sabo ne
razlikujejo veliko, opazimo pa rahlo upadanje sproScenega CO, glede na porast
koncentracije fruktoze v mediju. Tudi stevilo CFU/ml so med sabo primerljive, najnizje je
v gojiscu s 400 g/1 fruktoze.
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4.3.3 Hitrosti porabe sladkorjev in izkoristki po 7. dneh alkoholne fermentacije

Preglednica 6: Maksimalna specifi¢na hitrost rasti, specifiéne hitrosti (q) porabe sladkorjev in tvorbe etanola,
glicerola in CO, po 7. dneh fermentacije. Rezultati so povpreéje treh neodvisnih gojitev, podan je standardni

odklon (SD).
Konc. glc/fru Mmax £ SD qs + SD Jeton £ SD dgiict SD QJcozt SD
v gojiséu (g/l) (h™" (g sladk./gSB/h) | (g EtOH/gSB/h) (g glic/gSB/h) (g CO2/gSB/h)
400/0 0,018 + 0,004 0,70 + 0,23 -0,26 £ 0,04 | -0,026 + 0,003 | -0,25+ 0,03
200/200 0,016 + 0,001 0,64 + 0,14 -0,32 £ 0,04 | -0,039 + 0,006 | -0,29+ 0,03
0/400 0,020 + 0,006 0,42 + 0,05 -0,30 £ 0,03 | -0,034 + 0,005 | -0,27+ 0,03

Preglednica 7: Izkoristek vira ogljika za tvorbo biomase (Yxs) in tvorbo etanola (Ygs) po 7. dneh
fermentacije. Rezultati so povprecje treh neodvisnih golitev, podan je standardni odklon (SD).

Konc. glc/fru v gojiscéu Yyxs £ SD Ygis £ SD
(g/h) (gSB/g sladk.) (g EtOH/g sladk.)

400/0 0,009 + 0,003 0,39 £ 0,08

200/200 0,010 + 0,002 0,51 £ 0,07

0/400 0,014 + 0,002 0,72 + 0,04

Iz preglednic 6 in 7 je razvidno, da poviSana koncentracija fruktoze v gojiS€u zmanjsa
specifi¢no hitrost porabe sladkorjev (qs). To pomeni, da je bila v gojis¢u s 400 g/l glukoze,
kot edinim fermentabilnim sladkorjem, hitrost porabe sladkorjev najvi§ja. Izkoristek
sladkorjev za tvorbo biomase (Yx/s) pa se z naras¢anjem koncentracije fruktoze povisuje.
Prav tako pride do povisSanja izkoristka sladkorjev za tvorbo etanola (qg), ko je v gojis€u
prisotna fruktoza. Najvisje specificne hitrosti tvorbe glicerola, etanola in CO; so bile v
mediju z zacetno koncentracijo sladkorjev 200 g/l glukoze in 200 g/l fruktoze, najnizje pa
v mediju z zacetno koncentracijo 400 g/l glukoze. Med enolosko fermentacijo so najvi§jo
maksimalno specificno hitrost rasti (umax) dosegle kvasovke, ki so porabljale cisto
fruktozo, bila je za 20 % vi§ja kot maksimalna specifi¢na hitrost rasti med fermentacijo v
gojiscu z 200 g/l glukoze in 200 g/l fruktoze in za 10 % visja kot med fermentacijo Ciste
glukoze.
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4.4 SPECIFICNA AKTIVNOST GLIKOLITICNIH ENCIMOV

4.4.1 Po 7. dneh fermentacije

Preglednica 8: Specifi¢na aktivnost glikoliticnih encimov (U/mg) po 7. dneh alkoholne fermentacije v CDM

.....

HXK(U/mg) PFK (U/mg) PYK (U/mg)

Konc. glc/fru v o 0 )
gojiséu (gl Povpr. SD KV (%) Povpr. SD KV (%) Povpr. SD | KV (%)

400/0 0,79 0,16 | 20,17 0,12 0,03 21,94 0,35 0,06 | 17,75
200/200 0,59* 0,11 | 18,80 0,12 0,03 ] 26,32 0,36 0,07 [ 20,13
0/400 0,34* 0,05| 13,66 0,14 0,02 14,29 0,38 0,07 | 19,94

*statisticno znacCilna razlika: p < 0,05 (n > 5)

4.4.2 Po 42. dneh fermentacije

Preglednica 9: Specifiéne aktivnosti glikolitiénih encimov (U/mg) po 42. dneh alkoholne fermentacije v

.....

gojitev.

HXK(U/mg) PFK(U/mg PYK(U/mg)

Ki . glc/fr
vggfiégjc(glllj) Povpr. | SD | KV (%) | Povpr. SD | KV (%) | Povpr. SD | KV (%)

400/0 1,02 0,07 6,98 0,08 0,01 6,93 1,54 0,07 4,33
300/100 0,92 0,12 | 12,60 0,13 0,03 | 20,35 1,53 0,11 7,21
200/200 0,75* [ 0,11 15,31 0,08 0,01 | 15,06 1,75 0,15 8,28
100/300 0,56* | 0,06 | 10,31 0,13* 0,02 | 11,46 1,96* 0,12 6,22

0/400 0,54* | 0,12 | 21,50 0,26* 0,03 | 13,32 2,08* 0,16 7,81

~—

*statisticno znacilna razlika: p < 0,05 (n > 3)

V preglednicah 8§ in 9 so podane specificne aktivnosti glikoliti¢nih encimov kvasovke S.
cerevisiae v 7. in 42. dnevu enoloske fermentacije. Aktivnosti heksokinaze (HXK) in
piruvat kinaze (PYK) so v 7. dnevu fermentacije nizje kot v 42. dnevu. Specificna
aktivnost HXK je v 42. dnevu fermentacije za 1,3 do 1,6-krat vi§ja v primerjavi z
aktivnostjo ob 7. dnevu fermentacije. PoviSane koncentracije fruktoze v gojiscu vplivajo na
aktivnost glikoliti¢nih encimov. Aktivnost HXK se v 7. in 42. dnevu zmanjsSuje s povecano
zacetno vsebnostjo fruktoze v gojiscu. Specifi¢na aktivnost PYK naras¢a s povecano
vsebnostjo fruktoze v rastnem mediju. Specifi¢na aktivnost PYK po 42. dneh je tako 4,4 do
5,5-krat vi§ja, kot je bila v najbolj burnem delu procesa, in v obeh tockah procesa narasca z
naraS¢ajoco koncentracijo fruktoze v mediju. Do statisticno znacilne spremembe specificne
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aktivnosti HXK, PFK in PYK v 42. dnevu fermentacije, glede na specificno aktivnost
encimov v mediju s 400 g/l glukoze, pride med fermentacijo v mediju s 100 g/l glukoze in
300 g/l fruktoze ter s 400 g/l fruktoze. Meritve specificne aktivnosti fosfofruktokinaze
(PFK) niso pokazale specifi¢nega vzorca, ki ga opazimo pri encimih HXK in PYK.
Statisticno znacilno povecanje aktivnosti encima PFK se pokaze v 42. dnevu fermentacije
v mediju z zacetno koncentracijo fruktoze 400 g/l. Vidimo, da je bila specificna aktivnost
PFK najvi§ja med rastjo kvasovk v gojiscu s Cisto fruktozo v 42. dnevu fermentacije. Bila
je priblizno 2-krat vi§ja od aktivnosti istega encima v istem gojis§¢u v 7. dnevu
fermentacije.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V zadnjem casu pri vinskih fermentacijah prihaja do problemov zaradi prehitre zaustavitve
fermentacije (Gafner in sod., 1996; Blateyron in sod., 2001). Posledi¢no dobimo vino z
manj$o vsebnostjo etanola in ve¢jim deleZzem preostalega sladkorja. Analiza je zato nujno
potrebna, da ugotovimo mozne vzroke zaustavitve fermentacije in jo tako lahko
preprecimo s predhodno analizo mosta. Eden izmed moznih vzrokov prehitre zaustavitve
fermentacije je fruktoza, ki lahko preko razli¢nih mehanizmov povzroci zaustavitev.

Z delom smo hoteli pokazati vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne
fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae. Med fermentacijo v medijih z
razliénim zaCetnim razmerjem glukoza/fruktoza nas je zanimala poraba obeh sladkorjev,
tvorba nekaterih kvasnih metabolitov ter specifi¢na aktivnost treh klju¢nih glikoliticnih
encimov.

5.1 KULTIVACIJA KVASOVK IN NAMNOZEVANIJE VCEPKA

Cisto kulturo kvasovke Saccharomyces cerevisiae (ZIM 1927) smo po trikratnem
precepljanju na trdnem YM gojiS€u prenesli v erlenmajerice s stransko kiveto, ki so
vsebovale kemijsko definiran most (CDM) s skupno vsebnostjo glukoze in fruktoze 10 g/l
(glej tocko material in metode 3.3.1.1). Za namnoZevanje biomase smo uporabili CDM
gojis¢e z manjSo koncentracijo sladkorjev, ker bi visoke koncentracije, ki smo jih imeli
kvasovk in samo razmnozevanje (Carrasco in sod., 2003). Kvasovke so se iz zaCetne
vrednosti opti¢ne gostote ODgso 0,2 namnozile v desetih urah kultivacije in ob vstopu v
stacionarno fazo rasti dosegle povprecno opti¢no gostoto 1,4 (Slika 4). Kvasni inokulum
smo namnozevali 25 ur do opticne gostote 1,6. S tem smo zagotovili zadostno
koncentracijo celic za zatetek poskusa. Stevilo kvasovk smo dolo¢ili s pomogjo Biirker-
Tirk-ovega hemocitometra. Potreben volumen gojisca za inokulacijo fermentorjev smo
preracunali glede na zahtevo, da mora biti v mosStu (1000 ml) skupna zacetna koncentracija
kvasovk prblizno 1 - 10° CFU/ml (Povhe Jemec, 2003).

52 FERMENTACIJA KEMIJSKO DEFINIRANEGA MOSTA (CDM) S CISTO
KULTURO KVASOVKE Saccharomyces cerevisiae

Fermentacija je potekala pri temperaturi 16 — 20 °C. Vse poskuse smo izvedli v treh
ponovitvah. Kot gojis€e smo uporabili kemijsko definiran most (modificiran po Henschke
in Jiranek, 1992), ki simulira pogoje naravnega mosta. Pri fermentaciji smo uporabili 5
400 g/l. Razlikovala so se v delezu posameznega sladkorja — glukoze in fruktoze (Priloga
B). Vzor¢ili smo vsake 3 — 4 dni, ob vzor¢enju smo s tehtanjem dolocili tvorbo CO,,
vzorcem smo izmerili vrednosti pH in ODgsy ter nato izvedli HPLC analize.
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5.2.1 Spremljanje rasti kvasovk med fermentacijo in spros¢anje CO,

Krivulje, ki ponazarjajo spremembo ODgso v ¢asu fermentacije, so rezultat "polinomnega
glajenja" (funkcija v programu Excel) posameznih tock izmerjene ODgsp ob vzoréenju, ker
je ta preve¢ nihala, da bi lahko dobili krivuljo kar na podlagi posameznih tock (Slika 5).
Seveda smo se pri tem zavedali, da te meritve povedo malo o dejanskem Stevilu kvasovk v
bioprocesni brozgi, saj je povisanje ODgso tudi posledica prisotnih celi¢nih delcev odmrlih
celic v brozgi in ne samo viabilnih celic. Vseeno pa lahko iz krivulj spreminjanje ODgso v
Casu zaradi rasti S. cerevisiae v posameznem CDM gojis€u, sklepamo, da je fazi
prilagajanja sledila eksponentna faza rasti v prvih petih dneh alkoholne fermentacije. Trend
naras¢anja ODgso se je nadaljeval nekje do 20. dne fermentacije, a naklon krivulj je vidno
manjsi. Glede na tvorbo CO, (Slika 6) lahko zaklju¢imo, da so bile kvasovke zZe v
stacionarni fazi rasti, a so bile e metabolno aktivne, saj je CO, Se nastajal. Proti koncu
fermentacije je nastalo manj CO,, kar je bilo posledica manjSe metabolne aktivnosti
kvasovk. Med fermentacijo viabilna populacija kvasovk v moS$tu naraste od zacetnih
vrednosti 10*-10° CFU/ml na 10°-10° CFU/ml. Gre za tipi¢no rast mikroorganizmov v
zaprtem sistemu (Fleet in Heard, 1992). Pri naSem poskusu pa so se kvasovke namnozile le
do 10" CFU/ml (Preglednica 1). Najvi§je povpre¢ne vrednosti ODgso so dosegle kvasovke
v gojiscu s 400 g/l glukoze, najnizje pa v gojiscu s Cisto fruktozo. Tudi produkcija CO, je
sledila podobni kinetiki. Sklepamo, da so kvasovke med fermentacijo glukoze dosegle

.....

.....

fermentacijo poviSanih koncentracij fruktoze prislo do namnozitve kvasovk do podobnega
Stevila, a so bile kasneje tekom fermentacije metabolno manj aktivne zaradi vpliva visjih
koncentracij fruktoze v gojiscu.

Ob zakljucku alkoholne fermentacije smo ocenili zivost kvasne populacije v posameznih
neposrednima metodama (Kirsop in Painting, 1989; McMekeen in sod., 1993), ki
omogocata dolociti skupno Stevilo celic (Zive in mrtve) in koli¢ino celic, ki so sposobne
vegetativnega razmnozevanja. Z metodo Stetja celic s hemocitometrom in barvanjem
celi¢ne suspenzije smo dolocili skupno Stevilo kvasovk/ml in delez zivih celic. S tehniko
Stetja kolonijskih enot pa vse kvasovke, ki so bile sposobne iz ene celice tvoriti kolonijo
(CFU).

Odstotek zivih celic po 42. dneh enoloske fermentacije narasca glede na narascajoce
razmerje fruktoze v posameznem CDM gojiscu. To potrjujejo tudi vrednosti za CFU/ml v
fruktoze je verjetno posledica nizjega osmotskega pritiska fruktoze v vodni raztopini v
primerjavi z glukozo (Ozbas in Yalcin, 2004). Razliko v Stevilu aktivnih celic dolo¢enih z
metodo vitalnega barvanja in Stetja s hemocitometrom ter metodo Stetja kolonijskih enot,
lahko pripiSemo slabsemu pomeSanju fermentorjev pred vzorCenjem ali napaki med
razred¢evanjem vzorcev po Kochu.
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5.2.2 Dinamika porabe sladkorjev in tvorbe metabolnih produktov v CDM gojiscih
z razliénim zacetnim razmerjem sladkorjev

V vzorcih, ki smo jih jemali tekom fermentacije, smo porabo sladkorjev in tvorbo glavnih
metabolnih produktov dolocali s tekoCinsko kromatografijo visoke locjivosti (Luparia in
zaCetnem razmerju sladkorjev glukoze in fruktoze. Glede na literaturne vire (Varela in
sod., 2004) je pri normalnih fermentacijah po dokoncanju le-teh koli¢ina preostalih
sladkorjev manjsa od 4 g/l. V naSem poskusu je znaSala od 117 do 143 g/l preostalega
sladkorja. To je posledica visjih zaCetnih koncentracij sladkorjev v kemijsko definiranem
gojis¢u (400 g/l) v primerjavi z dejansko koncentracijo sladkorjev v grozdnem soku (140-
260 g/1) (Bisson, 1992).

Glukozo so kvasovke porabljale hitreje kot fruktozo, kar je razvidno iz naklona krivulj
porabe sladkorjev v odvisnosti od ¢asa fermentacije (Slike 7 — 13). To je najverjetneje
posledica razli¢nih afinitet prenasalcev do obeh sladkorjev (Reifenberger in sod., 1997).
Kvasovke so po zacetni fazi eksponentne rasti, ki je trajala priblizno pet dni, vstopile v
fazo stacionarne rasti (Slika 5). Metabolno aktivnost kvasovk tekom fermentacije smo
posredno spremljali z dolo¢anjem tvorbe CO,, etanola in porabe sladkorjev. Prenehanje
celi¢ne rasti ne pomeni, da so celice prenehale biti metabolno aktivne. Celice, ki so dosegle
stacionarno fazo rasti in se ne delijo, so do neke mere Se vedno metabolno aktivne. Dokaz
je poraba fermentabilnih sladkorjev iz medija in produkcija CO; in etanola (Boulton in
sod., 1996).

Ce primerjamo relativno porabo glukoze in fruktoze v medijih, ki so vsebovali oba
sladkorja, vidimo da so kvasovke preferencno porabljale glukozo (Slika 14). Najhitreje se
je porabljala glukoza v gojis¢u s 100 g/l glc in s 300 g/l fru. Sledila je poraba glukoze v
gojiscu z 200 g/l tega sladkorja, nato poraba glukoze v gojisc¢u s 300 g/l glukoze. Relativna
fermentacije je vecji delez preostalega sladkorja vedno predstavljala fruktoza (Slika 14,
Preglednica 2). Med fermentacijo Ciste fruktoze so kvasovke v 42. dneh porabile priblizno
59 % tega sladkorja, to je 8 % manj kot pa med fermentacijo &iste glukoze. Ce primerjamo
sliki 12 in 13 vidimo, da imajo krivulje, ki ponazarjajo porabo glukoze vecji naklon. To
pomeni, da se glukoza iz gojiSca tekom enoloske fermentacije hitreje porablja. V gojiscu s
300 g/l glukoze in s 100 g/l fruktoze ostane po 42. dneh fermentacije ve¢ kot 60 %
fruktoze, porabi pa se 77 % glukoze. Z naraS¢anjem fruktoze v gojiScu se te porabi vec, a
hkrati se porabi tudi velika vecina glukoze ( priblizno 90 %).

V literaturnih virith so se s problemom upocasnjene porabe fruktoze med enolosko
fermentacijo ukvarjali Berthels in sod. (2004). Dokazali so, da na zaetku fermentacije, ko
je hitrost porabe sladkorjev maksimalna, ni velike razlike v porabi glukoze in fruktoze. To
pomeni, da razlika v razmerju glukoza/fruktoza (GF) v mediju ostane relativno majhna. Ko
pa se totalna poraba sladkorjev upocasni, se poraba fruktoze bolj upocasni kot poraba
glukoze, zato se GF razmerje mo¢no zniza. Pomembno je poudariti, da gre pri nihanju GF
razmerja tekom fermentacije za tipi¢en vzorec, ki je odvisen od ¢asa in seva.
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Mozna vzroka za preferencno porabo glukoze med enolosSko fermentacijo sta visja afiniteta
prenasalcev za glukozo (Bisson in Fraenkel, 1983; D'Amore in sod., 1989) ter vis§ja
afiniteta encimov, ki fosforilirajo sladkorja po vstopu v kvasno celico za glukozo (Flores in
sod., 2000). Fruktozo sta zmozni fosforilirati le dve kinazi (HXK1 in HXK 2), medtem ko
glukozo lahko fosforilirajo tri (HXK1, HXK2 in GLKI1). So pa Se drugi mozni vzroki.
Kvasovke imajo sladkorne senzorje, vsaj eden od njih ima drugacno afiniteto za glukozo
kot za fruktozo (Rolland in sod., 2002). Domnevajo tudi, da katabolno represijo med rastjo
na fruktozi lahko sprozi drugacen mehanizem v primerjavi z represijo z glukozo (de Winde
in sod., 1996). Za ucinkovitost fermentacije je potreben dovolj velik vir asimilirajocega
dusika. Ob hitri porabi dusika med enolosko fermentacijo pride posledi¢no do inaktivacije
transporta sladkorjev in zato do redukcije stopnje fermentacije proti koncu alkoholne
fermentacije (Salmon, 1989). Berthels in sod. (2004) so z dodajanjem vira dusika v drugem
delu fermentacijskega procesa dokazali, da pride po dodatku do znatno povecane porabe
fruktoze glede na porabo glukoze. Ta naj bi bila posledica prepreitve razgradnje
heksoznih prenaSalcev z visjo afiniteto za fruktozo. Tudi razlike v fizikalno-kemijskih
lastnostih obeh sladkorjev lahko razlozijo nizjo afiniteto transportnega sistema in
heksokinaz za fruktozo (Flood in sod., 1996). Poleg zgoraj nastetih moznih vzrokov za
razliko v porabi glukoze in fruktoze med enoloSko fermentacijo je eden od moZnih
dejavnikov tudi vpliv poviSanih koncentracij etanola, ki se akumulira med fermentacijo
(Bai in sod., 2003).

Porabi sladkorjev je sorazmeren nastanek etanola in glicerola, ki sta dva izmed mnogih
kon¢nih produktov metabolizma sladkorjev z vinsko kvasovko S. cerevisiae. Med
alkoholno fermentacijo se je postopoma povecevala koncentracija etanola. Vecina
sintetiziranega etanola je nastala med stacionarno fazo rasti (Slika 15). Konc¢na
koncentracija je segala od 104,29 g/l do 92,92 g/l (Priloga F4) in je bila odvisna od zacetne
koncentracije posameznega sladkorja v gojiS€u. Z naraS€anjem zacetne koncentracije
fruktoze v mediju je koncentracija nastalega etanola upadala. Poleg hiperosmotskega
stresa, ki je posledica poviSanih koncentracij sladkorjev v rastnem mediju, lahko na
kvasovke negativno deluje tudi etanolni stres, ki se povecuje z naras¢anjem koncentracije
etanola v mediju. Etanol, ki nastane med fermentacijo s S. cerevisiae, je lahko vzrok za
upocasnjeno oziroma zaustavljeno enolosko fermentacijo (Bai in sod., 2003; Berthels in
sod., 2004).

Poleg etanola kvasovke med enolosko fermentacijo proizvajajo Se Stevilne druge
metabolite. Kon¢na koncentracija glicerola, ki je kvantitativno drugi najpomembne;jsi
produkt vinske fermentacije, je znasala od 7,01 do 8,56 g/l glede na posamezen rastni
medij (Priloga F5). Vecina ga je nastala v prvih Sestih dneh poteka fermentacije, kot odziv
na neravnovesje redukcijskih ekvivalentov v kvasnih celicah (Ozbas in Yalcin, 2004) in
kot odziv na povisan osmotski stres (Nevoigt in Stahl, 1997). Najman;j glicerola so tvorile
kvasovke med fermentacijo fruktoze (Slika 16). V vinih je najmanjSa zahtevana
koncentracija glicerola od 4 do 6 g/l (Pravilnik o spremembabh..., 2004). Najbrz je tvorba
vi§jih koncentracij glicerola med poskusom posledica vi§jih zacetnih koncentracij
sladkorjev v rastnem mediju v primerjavi z dejansko koncentracijo glukoze in fruktoze v
grozdnem soku.
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Med drugimi pomembnimi komponentami kvasovke proizvajajo tudi ocetno kislino. V
prvih Sestih dneh poteka alkoholne fermentacije je bila koncentracija ocetne kisline v vseh
medijih priblizno enaka (Slika 17), kasneje pa je prislo do vecjih razlik v koncentraciji.
koli¢ina ocetne kisline tekom enoloSke fermentacije mocno nihala. Kon¢ne koncentracije
so znaSale od 1,27 do 1,60 g/l (Priloga F6). NajmanjsSe zakonsko zahtevane koncentracije
ocetne kisline v vinih so 1,0 g/l za bela in rose vina, 1,8 g/l za vrhunska ledena vina in
jagodni izbor ter 2,1 g/l za suhi jagodni izbor (Pravilnik o spremembabh..., 2004). Tako
glede na naSe rezultate vidimo, da je koncentracija ocetne kisline ustrezala koncentraciji, ki
jo lahko vsebuje vino.

Spreminjanje vrednosti pH medija med fermentacijo je posledica metabolne aktivnosti
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enoloske fermentacije spreminjajo podobno. Med enolosko fermentacijo pride do
znacilnega porasta vrednosti pH mosta med 0,1 in 0,2 enote (Rotter, 2005). To smo opazili
tudi med nasim poskusom.

5.3  OVREDNOTENIJE NAJBOLJ "BURNE" FAZE ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Najbolj buren del fermentacije smo dolocili glede na rezultate celotne fermentacije v
prvem delu poskusa. Gre za del enoloSke fermentacije med katerim se porabi najvec
sladkorjev oziroma se tvori najvecja koli¢ina etanola in CO,. Glede na naSe rezultate naj bi
bil nekje med 6. in 10. dnem poteka fermentacije. Za vzorCenje smo izbrali 7. dan
fermentacije. V vzocih smo dolocali vrednosti pH, ODgso, specificne aktivnosti
glikoliti¢nih encimov ter porabo sladkorjev in sintezo etanola, glicerola in ocetne kisline.
Fermentacija je potekala pri temperaturi 20 — 22 °C. Vse poskuse smo izvedli v treh
ponovitvah. Kot gojis¢e smo uporabili kemijsko definiran most, ki je vseboval 400 g/l
glukoze; 200 g/1 glukoze in 200 g/l fruktoze oziroma 400 g/I fruktoze. V vzorcih odvzetih
ob inokulaciji in po 7. dneh fermentacije smo dolo¢ili tudi koli¢ino suhe biomase.

5.3.1 Poraba sladkorjev, tvorba metabolnih produktov in spremljanje porasta
biomase

.....

najvecji delez sladkorjev porabi, ko kvasovke fermentirajo glukozo, najmanj pa, ko je edini
sladkor v gojiscu fruktoza (Preglednica 3). Vrednost pH rastnih medijev se je poviSala. Do
najvec¢jega povisanja je prislo med fermentacijo kvasovk v gojiscu z glukozo. V slednjem
g0jis¢u je tudi vrednost ODgsp po 7. dneh fermentacije najvi§ja in sovpada z najvi§jo
koli¢ino doloc¢ene suhe biomase in spros¢enega CO,. Koli¢ine sprosc¢enega CO, se v vseh
na porast koncentracije fruktoze v mediju. Tudi vrednosti CFU/ml so med sabo
primerljive, najnizja pa je v gojiscu s 400 g/l fruktoze (Preglednica 5).
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Ce primerjamo porabo sladkorjev, ki smo jo dologili v prvem delu poskusa in po 7. dneh
fermentacije v drugem delu poskusa, vidimo, da vrednosti v drugem delu poskusa
sovpadajo s porabo sladkorjev, ki ustreza nekje 9. do 13. dnevu enoloSke fermentacije v
prvem delu poskusa (Preglednica 3, Priloga F1). PoviSana poraba sladkorjev je verjetno
posledica visje temperature ob izvajanju drugega dela poskusa in posledi¢no hitrejSega
metabolizma kvasovk. Hitrost kvasnega metabolizma se poviSuje s poviSevanjem
temperature do optimalne temperature, ki za S. cerevisiae znaSa 35 °C (Torija in sod.,
2003). Skladno s povisano porabo sladkorjev pride tudi do poviSane tvorbe CO,, etanola,
glicerola in ocetne kisline (Preglednici 4 in 5). Tvorba etanola, glicerola in ocetne kisline je
primerljiva s tvorbo slednjih metabolitov med 10. in 13. dnem enoloske fermentacije v
prvem delu poskusa.

5.3.2 Hitrosti porabe sladkorjev in izkoristki

Iz preglednic 6 in 7 je razvidno, da poviSana koncentracija fruktoze v gojiS€u zmanjsa
specificno hitrost porabe sladkorjev. To pomeni, da je bila v gojiscu s 400 g/l glukoze
hitrost porabe sladkorjev najvi§ja. Nasprotno pa se izkoristek sladkorjev za tvorbo biomase
z naraS€anjem koncentracije fruktoze poviSuje. Prav tako pride do poviSanja izkoristka
sladkorjev za tvorbo etanola, ko je v gojiS€u prisotna fruktoza. Specifi¢ne hitrosti tvorbe
glicerola, etanola in CO; sledijo isti dinamiki. Med enolosko fermentacijo se maksimalne
specificne hitrosti rasti niso mo¢no razlikovale glede na razmerje glukoze in fruktoze v
rastnem mediju. Najvi§jo specificno hitrost rasti so kvasovke dosegle med fermentacijo
Ciste fruktoze.

5.4 SPECIFICNA AKTIVNOST GLIKOLITICNIH ENCIMOV

Pri S. cervisiae je aktivnost glikolitiénih encimov uravnavana na nivoju transkripcije in
translacije genov, ki nosijo zapis za glikoliti¢ne encime. Glavni nivo regulacije encimske
aktivnosti pa je preko alosteri¢ne kontrole (Flores in sod., 2000). Eden izmed alosteri¢nih
regulatorjev, ki vplivajo na encimsko aktivnost je ATP. Glavni tar¢i inhibicije z ATP sta
fosfofruktokinaza (PFK) in piruvat kinaza (PYK), ¢eprav delovanje PFK inhibirajo nizje
celi¢ne koncentracije ATP kot delovanje PYK (Larsson in sod., 2000). ATP najbrz inhibira
tudi delovanje encima heksokinaza (HXK). Splosno velja, da vi§je koncentracije ATP v
celici znizajo tok skozi glikolizo, saj je celi¢na potreba po ATP takrat nizka.

PoviSane koncentracije fruktoze v gojiS€u vplivajo na aktivnost glikoliticnih encimov
heksokinaze in piruvat kinaze (Preglednici 8 in 9). S povisevanjem zacetne koncentracije
fruktoze v gojiScu pride do znizane aktivnosti heksokinaze in povisane aktivnosti piruvat
kinaze. Specifi¢na aktivnost encima fosfofruktokinaze je med fermentacijo fruktoze visja
glede na aktivnost slednjega encima v medijih z obema sladkorjema ali le z glukozo.

Ce primerjamo specifi¢ne aktivnosti encimov v 7. in 42. dnevu fermentacije, vidimo da so
v 7. dnevu fermentacije te nizje. Nizja aktivnost glikoliticnih encimov je mogoce posledica
visokih koncentracij celicnega ATP, ki inhibira delovanje encimov PFK in PYK (Larsson
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in sod., 2000). V 42. dnevu fermentacije pa je aktivnost glikoliti¢énih encimov glede na 7.
dan fermentacije poviSana. Specifi¢na aktivnost PYK je tako 4,4 do 5,5-krat vi§ja, kot je
bila v najbolj burnem delu procesa, in v obeh tockah procesa nara$¢a z narascajocim
razmerjem fruktoze v mediju. Opazimo, da z nara§¢anjem koncentracije fruktoze v mediju
specificna aktivnost HXK upada. Aktivnost HXK je povezana s porabo sladkorjev iz
medija. S poviSevanjem koncentracije fruktoze v mediju pride do manjse porabe sladkorjev
in zato tudi do nizje specificne aktivnosti encima. Limitni korak porabe sladkorjev naj bi
bil transport s strani heksoznih transporterjev, ki naj bi kazali preferenco do vnosa glukoze
(Bisson in Fraenkel, 1983; D'Amore in sod., 1989). To lahko potrdimo, saj vemo, da
transportu takoj sledi fosforilacija sladkorja z encimom HXK. Aktivnost slednjega encima
nam zato lahko sluzi za oceno hitrosti vnosa sladkorjev v kvasno celico.

Poleg pomanjkanja znotrajcelicnega ATP bi povisano delovanje glikoliticnih encimov po
42. dneh fermentacije v primerjavi s 7. dnem (10. — 13. dan, ¢e upoStevamo temperaturne
spremembe) lahko razlozili s poviSano potrebo celic po prekurzorskih molekulah za tvorbo
glicerola kot kompatibilnega topljenca pri odzivu na etanolni stres v mediju. Ta razlaga je
najbrz manj verjetna, saj so v tej tocki celice ze dobro prilagojene na stresne pogoje. Poleg
tega pa je specifi¢na aktivnost encima PYK tudi visoka. Izgleda, da so kvasovke tudi po 42
aktivne. To potrjuje tudi koli¢ina sproSc¢enega CO, (Priloga F8). MoZno pa je, da so
kvasovke v 7. dnevu fermentacije pri 22 °C dosegle tocko v kateri so postale obcutljive na
poviSane koncentracije etanola v gojiS¢u. Koncentracija etanola je znaSala priblizno 50 g/1.
Etanolni stres je lahko vzrok za preusmeritev toka intermediatov glikoliticne poti v tvorbo
glicerola. To pojasnjuje tudi nizjo aktivnost encima PYK.

Obstaja ve¢ moznih vzrokov, ki imajo za posledico upoc€asnjeno fermentacijo v medijih, ki
vsebujejo vecji delez fruktoze. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave, da bi na molekularnem
nivoju okarakterizirali kinetiko in mehanizem porabe fruktoze med enolosko fermentacijo.



Prpar S. Vpliv razmerja glukoza/fruktoza na potek alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces cerevisiae. 56
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2006

5.5 SKLEPI

v' Nizje razmerje glukoza/fruktoza v mediju povzro¢i upocasnitev enoloske
fermentacije.

v Z niZanjem razmerja glukoza/fruktoza pride do tvorbe manjsih koli¢in etanola,
CO; in drugih kvasnih metabolitov.

v PoviSane koncentracije fruktoze v mediju vplivajo na specificno aktivnost
glikoliticnih encimov.

v’ 7 niZanjem razmerja glukoza/fruktoza v mediju se specifi¢na aktivnost
heksokinaze zmanjSuje, aktivnost piruvat kinaze pa povisuje.

v Aktivnost encima fosfofruktokinaza je najvi§ja med fermentacijo fruktoze kot
edinega sladkorja v gojiscu.
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6 POVZETEK

Saccharomyces cervisiae, zaradi njene dobre prilagojenosti za rast v grozdnem soku med
pogoji enoloske fermentacije, pravimo kar vinska kvasovka. Med enolosSko fermentacijo
vina poraba fruktoze iz medija vedno zaostaja za porabo glukoze. Mozni vzroki za
preferencno porabo glukoze in ne fruktoze z glukofilno vinsko kvasovko S. cerevisiae so
transport sladkorjev, fosforilacija sladkorjev, razlike v fizikalno—kemijskih lastnostih obeh
sladkorjev, zaznavanje koli¢ine sladkorjev s senzorji, katabolna represija, omejitve s
hranili, inhibitorno delovanje etanola in osmotski stres zaradi povisanih koncentracij
sladkorjev v mediju.

Namen dela je bil ugotoviti vpliv razmerja glukoza/fruktoza v mostu na potek enoloSke
fermentacije s kvasovko S. cerevisiae. Zato smo kot gojis¢e uporabili kemijsko definiran
most, ki je vseboval razlicno zaetno razmerje glukoze in fruktoze. Tekom enoloSke
fermentacije smo spremljali porabo glukoze in fruktoze ter tvorbo etanola, glicerola in
ocetne kisline. Metabolno aktivnost kvasovk smo ocenili tudi preko tvorbe CO,. Zanimalo
nas je, kako poviSane zaletne koncentracije fruktoze v mediju vplivajo na porabo
sladkorjev in na spekter metabolitov, ki se tvorijo tekom fermentacije. Vzor¢ili smo vsak 3.
do 4. dan. Vzorcem smo dolo¢ili tudi vrednost ODgs in vrednost pH. Po 42. dneh enoloske
treh klju¢nih glikoliticnih encimov. V drugem delu poskusa smo se osredotocili na najbolj
buren del fermentacije, ki smo ga dolocili glede na rezultate prvega dela poskusa. Vzor¢ili
smo ob inokulaciji ter po 7. dneh fermentacije in izvedli enake analize kot v prvem delu
poskusa.

Ugotovili smo, da nizje razmerje glukoza/fruktoza v mediju povzroc¢i upocasnitev enoloske
fermentacije. Ko je v mediju visja koncentracija fruktoze, se tvori manj etanola in zato tudi
manjSa koli¢ina CO, ter manj drugih kvasnih metabolitov. PoviSane koncentracije fruktoze
upocasnijo kvasni metabolizem, vplivajo pa tudi na aktivnost glikoliti¢nih encimov.
Potrebne bi bile nadaljnje raziskave, da bi lahko ugotovili dejanski vzrok upocasnjene
porabe fruktoze s kvasovko S. cerevisiae.
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PRILOGE

Priloga A1: Sestava kemijsko definiranega mosta (CDM) (modificiran po Henschke in Jiranek, 1992).

KEMIKALIJA Proizvajalec MASA (g/1000 ml)
Glukoza Kemika 400;300;200;100 oz. 0
Fruktoza Merck 400;300;200;100 oz. 0
K tartrat Merck 5

L- jabol€na kislina / 3
Citronska kislina Sigma 0,2
KoHPO4 Merck 1,14
MgSO,4 x 7H,0O Sigma 1,23
CaCl, x 2H,0O Merck 0,44
MnCl; x 4H,0 Merck 0,0001982
ZnCl, Fluka 0,0001355
FeCl, Merck 0,000032
CuCl; x 2H,0 Aldrich 0,0000136
borna kislina Merck 0,0000057
Co(NOs3), x 6H,0 Sigma 0,0000291
Na-molibdat x 2H,0O Kemika 0,0000242
KJO3 / 0,0000108
Mio-inositol Sigma 0,1
piridoksin x HCI Aldrich 0,002
nikotinska kislina / 0,002
Ca-pantotenat Fluka 0,001
tiamin xHCI Aldrich 0,0005
P-amino benzojeva ksl. / 0,0002
riboflavin Sigma 0,0002
Biotin Fluka 0,000125
folna kislina Sigma 0,0002
Alanin Merck 0,1

Arginin Aldrich 0,75
asparagin Sigma 0,15
aspartinska kislina Sigma 0,35
glutaminska kislina Sigma 0,5
glutamin Merck 0,2

Glicin Sigma 0,05
Histidin Sigma 0,15
izolevcin Merck 0,2

Lewcin Sigma 0,3

Lizin Sigma 0,25
metionin Sigma 0,15
fenilalanin Sigma 0,15

Prolin Sigma 0,5

Serin Sigma 0,4
Treonin Sigma 0,35
triptofan Sigma 0,1

Tirozin Aldrich 0,02

Valin Sigma 0,2

Vitamine in minerale smo pripravili v zaloznih raztopinah (Prilogi Al in A2), ostale kemikalije pa
smo zatehtali v merilno buc¢ko ob pripravi gojisca.
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Priloga A2: Protokol za pripravo zaloznih raztopin mineralov.

KONC. ZALOZNE

KEMIKALIJA PRIPRAVA RAZTOPINE (g/l)
MnCl, x 4H,0 0,1982 g v 100 ml destilirane vode 1,982
ZnCl, 0,1355 g v 100 ml destilirane vode 1,355
FeCl, 0,0320 g v 100 ml destilirane vode 0,320
CuCl, x 2H,0 0,0136 g v 100 ml destilirane vode 0,136
borna kislina 0,0057 g v 100 ml destilirane vode 0,057
Co(NO3), x 6H,O 0,0291 g v 100 ml destilirane vode 0,291
Na-molibdat x 2H,0 0,0242 g v 100 ml destilirane vode 0,242
KJO;3 0,0108 g v 100 ml destilirane vode 0,108

Opomba: Zalozne raztopine mineralov smo pripravili posamezno. Dodali smo 100 pl
zalozne raztopine posameznega minerala za 1 liter kemijsko definiranega mosta.

Priloga A3: Protokol za pripravo zalozne raztopine vitaminov.

KONC. ZALOZNE
KEMIKALIJA PRIPRAVA RAZTOPINE (g/1)
Mio-inositol 10 g v 100 ml destilirane vode 100
piridoksin x HCI 0,2 g v 100 ml destilirane vode 2
nikotinska kislina 0,2 g v 100 ml destilirane vode 2
Ca-pantotenat 0,1 g v 100 ml destilirane vode 1
tiamin xHCI 0,05 g v 100 ml destilirane vode 0,5
P-amino benzojeva ksl. 0,02 g v 100 ml destilirane vode 0,2
riboflavin 0,02 g v 100 ml destilirane vode 0,2
biotin 0,0125 g v 100 ml destilirane vode 0,125
folna kislina 0,02 g v 100 ml destilirane vode 0,2

Opomba: Zalozno raztopino mineralov smo pripravili skupaj v eni raztopini. Dodali smo 1 ml

zalozne raztopine vitaminov za 1 liter kemijsko definiranega mosta.

Priloga B: Razmerja glukoze in fruktoze v posameznem kemijsko definiranem gojis¢u (CDM) (osenceno).

Glukoza (g/l)

_ 100 200 300 400
3 400
o
§ ; :
E 100 D
[T

0 E

Opomba: Gojis¢a smo pripravili v treh ponovitvah (= 15 fermentorjev). Pri drugem delu poskusa
smo uporabili le gojisca A, C in E.
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Priloga C: Umeritvena krivulja za doloCanje proteinov po Bradford-u. Maso proteinov predstavljajo znane

koncentracije BSA.
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Priloga D: Zadrzevalni ¢asi glukoze, fruktoze in zunajceliénih metabolitov na koloni Aminex (BioRad).

Spojina Cas zadrzevanaja (min) Detektor
glukoza 9,83 RI
fruktoza 10,16 RI
glicerol 13,58 RI
etanol 20,37 RI
ocetna kislina 15,08 UV/VIS

Priloga E: Podatki za rastno krivuljo Saccharomyces cerevisiae — ZIM 1927. Podana so povprecja treh

neodvisnih gojitev (aerobna submerzna kultivacija na stresalniku, 26 ur, 200vrt./min, 28 °C).

0D650
cas(ure) A B Cc povprecje SD KV (%)

0 0,227 0,213 0,225 0,222 0,01 3,42
2 0,264 0,245 0,216 0,242 0,02 10,00
4 0,51 0,48 0,472 0,487 0,02 4,11

6 0,85 0,932 0,85 0,877 0,05 5,40
8 1,098 1,253 1,17 1,174 0,08 6,61

10 1,205 1,534 1,332 1,357 0,17 12,23
12 1,226 1,554 1,357 1,379 0,17 11,97
14 1,188 1,638 1,498 1,441 0,23 15,98
26 1,442 1,672 1,685 1,600 0,14 8,55
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Priloga F1: Poraba glukoze in fruktoze, tvorba etanola, glicerola in ocetne kisline (g/l) med alkoholno
zacetnim razmerjem

glukoza/fruktoza. Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

glcl:ﬁ::?é m Potek fermentacije (dan)
Glukoza | 0 2 6 9 13 | 16 | 20 | 24 | 28 | 31 | 35 | 38 | 42
400/0 409,661397,41|345,20] 285,90 267,93 | 242,28 | 196,33]177,10| 166,38| 148,53 147,29| 137,84 |1134,84
300/100 |[313,05/299,10(248,37| 206,68|189,80| 156,61 | 134,20 123,55/ 110,95| 100,31 90,55 | 80,91 | 71,80
200/200 |193,78(176,78]158,61| 121,34]110,60| 90,88 | 72,51 | 60,77 | 52,06 | 45,21 | 39,31 | 32,77 | 20,43
100/300 |103,13] 97,01 | 70,74 | 56,81 | 42,56 | 43,35 | 26,12 | 21,61 | 16,69 | 12,02 | 10,33 | 10,81 | 6,83
0/400 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00
Fruktoza | 0 2 6 9 13 | 16 | 20 | 24 | 28 | 31 | 35 | 38 | 42
400/0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00
300/100 |[104,45]103,18| 96,13 | 89,85 | 90,50 | 75,49 | 71,71 | 74,43 | 70,65 | 68,77 | 67,06 | 66,81 | 65,99
200/200 |182,77(174,09|177,19| 151,17 153,98 132,90 | 128,24 | 121,83] 116,92( 111,31 108,85| 100,97 | 96,94
100/300 |278,84|273,75|239,80]221,22|206,95| 179,30 | 171,14 | 166,74| 152,96| 129,81 134,89| 128,70 128,25
0/400 347,55]318,351292,20| 275,37 1254,70| 199,60 | 203,74 | 202,34]| 187,06| 172,78 153,12| 152,33 | 142,98
Etanol 0 2 6 9 13 | 16 | 20 | 24 | 28 | 31 | 35 | 38 | 42
400/0 0,00 2,75 | 32,36 | 45,68 | 63,13 | 71,89 | 74,92 | 78,73 | 88,43 | 88,11 |100,41| 103,49 |104,29
300/100 0,00 2,66 | 29,13 | 44,13 | 62,05 | 65,99 | 73,01 | 80,32 | 88,33 | 92,54 | 99,88 | 100,88 | 102,37
200/200 0,00 3,11 | 28,32 | 38,68 | 59,81 | 66,75 | 71,21 | 76,84 | 86,35 | 91,05 | 93,21 | 94,43 | 99,43
100/300 0,00 3,66 | 29,27 | 43,85 | 57,10 | 65,40 | 70,80 | 77,23 | 84,29 | 83,20 | 95,15 | 91,57 | 95,00
0/400 0,00 3,04 | 26,10 | 38,78 | 50,36 | 50,50 | 55,16 | 69,72 | 75,12 | 80,13 | 83,49 | 86,86 | 92,92
Glicerol | 0 2 6 9 13 | 16 | 20 | 24 | 28 | 31 | 35 | 38 | 42
400/0 0,00 0,00 4,63 5,52 6,72 7,01 7,27 6,73 7,31 717 7,98 8,18 8,56
300/100 0,00 0,00 4,53 5,35 7,04 6,90 7,29 7,31 7,70 7,91 8,30 8,26 8,32
200/200 0,00 0,00 4,31 5,14 6,76 6,85 6,24 6,71 7,23 | 6,84 8,05 7,97 7,85
100/300 0,00 0,00 4,67 5,91 6,61 6,78 6,79 7,05 7,38 | 6,84 7,93 7,56 8,25
0/400 0,00 0,00 4,22 5,21 5,86 5,44 5,70 6,20 | 6,25 | 6,66 6,46 6,69 7,01
O‘I’(‘:tl'_‘a 0 2 6 9 13 | 16 | 20 | 24 | 28 | 31 | 35 | 38 | 42
400/0 0,00 0,00 1,04 1,21 1,41 1,79 1,63 2,27 2,33 2,32 2,40 2,32 1,60
300/100 0,00 0,00 1,02 1,31 1,53 1,84 2,36 2,42 2,50 2,45 2,44 2,77 1,42
200/200 0,00 0,00 0,97 1,10 1,39 1,48 2,41 223 | 246 | 2,34 2,29 2,39 1,28
100/300 0,00 0,00 1,07 1,30 1,54 1,64 1,56 2,37 | 2,42 2,67 2,48 2,28 1,51
0/400 0,00 0,00 1,07 1,18 1,43 1,38 1,37 1,53 1,94 1,99 2,31 2,43 1,27
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Priloga F2: Poraba glukoze (g/l) med alkoholno fermentacijo s kvasovko Saccharomyces cerevisiae v.CDM

Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Potek fermentacije (dan)
0 2 6 9
Konc.glc/fru KV
(g/l) Povpr.+SD KV (%) | Povpr.xSD | KV (%) Povpr.#SD | KV (%) | Povpr.xSD (%)
400/0 409,66+5,87 1,43 | 397,41+10,24 | 2,58 345,20+14,02 4,06 | 285,90+30,42 | 10,64
300/100 313,05+24,18 7,72 [ 299,10+3,69| 1,23 248,37+ 9,34 3,76 | 206,68+12,80 | 6,19
200/200 193,7848,20 4,23 | 176,78+14,15| 8,00 158,61 + 0,93 0,60 | 121,34+18,04 | 14,87
100/300 103,13+3,33 3,23 97,01+3,42 3,52 70,74 + 4,25 6,00 56,81+ 0,81 1,43
Potek fermentacije (dan)
13 16 20 24
Konc.glc/fru KV
(g/) Povpr.£SD KV (%) Povpr.£SD | KV (%) Povpr.£SD | KV (%) Povpr.£SD (%)
400/0 267,93+10,00 3,73 242,28 +11,1 4,58 196,33+20,68 | 10,53 | 177,10+15,54 | 8,77
300/100 189,80+10,54 555 | 156,61+10,83| 6,91 134,20 + 4,10 3,06 |12355+2,15 | 1,74
200/200 110,60 + 0,44 0,40 90,88 £ 7,22 7,94 72,51+ 1,49 2,06 60,77 £1,07 | 1,76
100/300 42,56 + 8,93 20,97 | 43,35+13,17| 30,39 26,12 + 3,11 11,92 | 21,61+4,21 | 19,48
Potek fermentacije (dan)
28 31 35 38
Kon::é?ll)c/fru Povpr.2SD | KV (%) Povpr.+SD (OK/\:) Povpr.2SD (DK/Y) Povpr.2SD (‘,K/ov)
400/0 166,38+5,02 3,02 148,53+9,37 6,31 147,29+4,44 3,02 137,84+3,38 | 2,45
300/100 110,95+4,56 4,11 100,31+1,81 1,81 90,55%1,14 1,26 80,91+ 0,81 1,01
200/200 52,06 +1,91 3,67 45,21+ 3,05 6,75 39,31+1,84 4,68 32,77+4,53 | 13,83
100/300 16,69 + 0,32 1,92 12,02 + 5,08 42,2 10,33+1,49 14,39 10,81+1,93 | 17,84
Potek fermentacije (dan)
42
Kon::é?ll)c/fru Povpr.2SD KV (%)
400/0 134,84+3,31 2,45
300/100 71,80 £ 6,11 8,51
200/200 20,43+ 7,98 39,04
100/300 6,83 + 2,56 37,48
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Priloga F3: Poraba fruktoze (g/l) med alkoholno fermentacijo s kvasovko Saccharomyces cerevisiae v CDM

Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Potek fermentacije (dan)
0 2 6 9
Konc.glc/fr
u (g/l) Povpr.x SD KV (%) | Povpr.2SD | KV (%) | Povpr.tSD | KV (%) Povpr.#SD | KV (%)
300/100 104,45+8,18 7,83 103,18+1,76 1,70 96,13+3,20 3,33 89,85+0,74 0,83
200/200 182,77+7,76 4,25 174,09+13,86 | 7,96 177,19+1,26 0,71 151,17+20,79 | 13,75
100/300 278,8449,63 3,45 | 273,75+11,22| 4,10 | 239,80+7,61 3,17 221,22+9,69 4,38
0/400 347,55+12,34 3,56 | 318,35+31,55| 9,91 292,2049,46 3,24 275,37+4,78 1,73
Potek fermentacije (dan)
13 16 20 24
Konc.glc/fr
u (ghl) Povpr.+SD KV (%) | Povpr.xSD | KV (%) | Povpr.2SD | KV (%) | Povpr.tSD | KV (%)
300/100 90,50+1,19 1,31 75,49+3,95 5,24 71,71+6,54 9,12 74,43+3,24 4,36
200/200 153,98+2,73 1,77 132,90+14,69 | 11,05 | 128,24+0,47 0,36 121,83+1,14 0,93
100/300 206,95+14,08 6,80 170,46+37,28 | 21,87 | 171,14+7,18 4,20 166,74+17,44 | 10,46
0/400 254,70+5,59 2,19 199,60+7,03 7,03 | 203,7449,94 4,88 202,34+5,79 2,86
Potek fermentacije (dan)
28 31 35 38
Konc.glc/fr
u (g/l) Povpr.+SD KV (%) | Povpr.#SD | KV (%) | Povpr.xSD | KV (%) | Povpr.t#SD | KV (%)
300/100 70,65+1,88 2,66 68,77+0,82 1,18 67,06+0,53 0,79 66,81+0,89 1,33
200/200 116,92+3,12 2,67 111,31+3,65 3,28 108,85+2,29 2,10 | 100,97+12,54 | 12,42
100/300 152,96+8,40 5,49 129,81+28,45| 21,92 | 134,89+1,41 1,04 128,70+9,16 7,12
0/400 187,06+6,70 3,58 172,78+11,28 | 6,53 | 153,12+11,84| 7,73 152,33+7,12 4,67
Potek fermentacije (dan)
42
KOS((:.g":’/II)c fie Povpr.£SD KV (%)
300/100 65,99+0,18 0,27
200/200 96,94+3,65 3,76
100/300 128,25+1,22 0,95
0/400 142,98+9,37 6,55
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Priloga F4: Tvorba etanola (g/1) med alkoholno fermentacijo s kvasovko Saccharomyces cerevisiae v.CDM

Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Potek fermentacije (dan)

2 6 9 13
Konc.gic/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.x SD (%) Povpr.x SD (%) Povpr.x SD (%) Povpr.t SD (%)
400/0 2,75+0,18 6,52 32,36+2,65 8,20 45,6815,23 11,46 63,13+4,99 7,91
300/100 2,66+0,35 13,27 29,1340,93 3,18 44,13+2,82 6,38 62,05+£1,94 3,12
200/200 3,11+0,33 10,60 28,32+1,04 3,68 38,68+6,05 15,64 59,81+3,44 5,75
100/300 3,66+1,16 9,82 29,27+3,42 11,69 43,85+7,66 17,46 57,10+2,76 4,84
0/400 3,04+0,56 13,57 62,78+1,67 2,67 38,78+1,50 3,87 50,36+1,77 3,52
Potek fermentacije (dan)
16 20 24 28
Konc.glc/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.x SD (%) Povpr.x SD (%) Povpr.x SD (%) Povpr.x SD (%)
400/0 71,89+4,20 5,85 74,92+11,05 | 14,75 78,73+2,73 3,47 88,43+3,67 4,15
300/100 65,9914,52 6,85 73,01+1,56 2,14 80,32+0,84 1,04 88,33+2,11 2,39
200/200 66,75+8,93 13,38 71,2142,54 3,57 76,84+3,50 4,55 86,35+3,05 3,53
100/300 74,30+24,42 | 32,87 | 65,26+£10,10 15,47 77,2315,47 7,09 84,29+13,38 | 15,87
0/400 50,50+2,90 5,75 55,16+4,68 8,48 69,72+0,11 0,15 75,1242,39 3,18
Potek fermentacije (dan)
31 35 38 42
Konc.glc/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.+SD (%) Povpr.£tSD (%)
400/0 88,11+8,83 10,02 | 100,41+3,98 3,97 103,49+2,97 2,87 104,29+1,41 1,36
300/100 92,54+1,85 2,00 99,88+2,55 2,55 100,88+4,21 4,17 102,37+7,98 7,80
200/200 91,05+1,41 1,55 93,2143,78 3,73 94,43+12,88 13,64 | 85,57+29,69 34,69
100/300 78,03+9,90 12,68 | 95,15+11,07 11,64 91,57+7,03 7,68 99,43+7,63 7,67
0/400 80,13+7,28 9,08 83,49+7,76 9,29 86,86+3,63 4,18 92,92+4,95 5,32
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Priloga F5: Tvorba glicerola (g/l) med alkoholno fermentacijo s kvasovko Saccharomyces cerevisiae v CDM

Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Potek fermentacije (dan)
6 9 13 16
Konc.gic/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.+SD (%) Povpr.+SD (%)
400/0 4,6310,29 6,20 5,52+0,62 11,24 6,72+0,37 5,45 7,01+0,31 4,39
300/100 4,53+0,07 1,62 5,35+0,96 17,85 7,04+0,13 1,79 6,90+0,47 6,87
200/200 4,3110,14 3,31 5,14+0,87 16,85 6,76+0,40 5,96 6,85+0,88 12,90
100/300 4,67+0,37 7,84 5,91+0,73 12,31 6,61+0,20 3,02 6,78+0,64 9,48
0/400 4,22+0,15 3,60 5,21+0,09 1,80 5,86+0,14 2,36 5,44+0,46 8,42
Potek fermentacije (dan)
20 24 28 31
Konc.glc/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.+SD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.£SD (%)
400/0 7,27+0,94 12,99 6,73+0,31 4,67 7,31£0,07 1,02 7,17£0,95 8,27
300/100 7,29+0,46 6,30 7,31+0,28 3,87 7,70£0,32 4,13 7,91+0,21 2,69
200/200 6,24+1,73 27,74 6,71+0,35 5,19 7,23+0,32 4,42 6,84+0,09 1,31
100/300 6,79+1,05 15,41 7,05+0,46 6,54 7,38+0,97 13,16 6,84+0,42 6,15
0/400 5,70+0,63 11,11 6,20+0,76 12,25 6,25+0,33 5,35 6,66+0,20 2,99
Potek fermentacije (dan
35 38 42
Konc.glc/fru KV KV KV
(gll) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.+SD (%)
400/0 7,98+0,06 0,71 8,18+0,16 1,93 8,56+0,07 0,86
300/100 8,30+0,18 2,22 8,26+0,25 3,01 8,32+0,81 9,74
200/200 8,05+0,33 4,04 7,97+0,09 1,10 7,85+0,26 3,31
100/300 7,93+0,64 8,13 7,56+0,37 4,83 8,25+0,66 8,06
0/400 6,46+0,50 7,74 6,69+0,32 4,79 7,01+0,56 7,92
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Priloga F6: Tvorba ocetne kisline (g/l) med alkoholno fermentacijo s kvasovko Saccharomyces cerevisiae v

KV(%). Rezultati so povprecje treh neodvisnih gojitev.

Priloga F7: Spreminjanje vrednosti pH medija med alkoholno fermentacijo.
neodvisnih gojitev.

Potek fermentacije (dan)
6 9 13 16
Konc.gic/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.+SD (%) Povpr.+SD (%)
400/0 1,0440,03 2,44 1,21£0,14 11,96 1,4140,06 4,37 1,7940,42 23,66
300/100 1,0210,01 0,77 1,3110,04 3,26 1,5310,08 5,28 1,8410,61 33,42
200/200 0,97+0,04 4,28 1,10£0,18 16,66 1,3940,07 5,28 1,4840,18 12,05
100/300 1,07+0,07 5,48 1,30£0,17 12,74 1,5440,07 4,82 1,64+0,50 23,46
0/400 0,98+0,05 6,67 1,18+0,01 1,23 1,4340,03 1,89 1,3840,19 13,78
Potek fermentacije (dan)
20 24 28 31
Konc.glc/fru KV KV KV KV
(g/l) Povpr.+SD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.£SD (%)
400/0 1,6340,44 26,69 2,2740,22 9,80 2,33+0,03 1,48 2,32+0,47 20,10
300/100 2,36+0,09 3,93 2,42+0,18 7,53 2,50£0,23 9,01 2,45+0,23 9,22
200/200 2,4140,07 2,76 2,23+0,11 4,86 2,46+0,27 11,02 2,34+0,34 14,55
100/300 1,56+0,94 60,18 2,3740,24 10,34 2,42+0,25 10,23 2,67+0,25 9,42
0/400 1,3710,11 8,16 1,5340,19 12,55 1,94+0,52 27,94 1,9940,44 21,97
Potek fermentacije (dan
35 38 42
Konc.glc/fru KV KV KV
(gll) Povpr.xSD (%) Povpr.xSD (%) Povpr.+SD (%)
400/0 2,40+0,05 2,11 2,32+0,19 8,07 1,60+0,08 4,74
300/100 2,44+0,22 8,89 2,77+0,26 9,37 1,42+0,12 8,50
200/200 2,29+0,12 5,05 2,39+0,13 5,46 1,28+0,08 6,07
100/300 2,48+0,16 6,46 2,28+0,10 4,46 1,5140,17 11,33
0/400 2,31+0,15 6,46 2,43£0,24 9,97 1,27+0,06 4,90

Rezultati so povprecje treh

Potek fermentacije (dan)

Konc.
glc/fru (g/l) 0 2 6 9 13 20 24 28 31 35 38 42

400/0 3,53413,493| 3,514 3,550| 3,599 3,579 3,629| 3,680 3,710| 3,743 3,772| 3,706 | 3,728
300/100 3,47313,441|3,471| 3,507| 3,556 3,538 3,580( 3,634 3,662 3,695]| 3,716| 3,645( 3,671
200/200 3,508]3,474] 3,502] 3,535] 3,583 3,578 3,613] 3,652 3,695| 3,729] 3,752] 3,680] 3,706
100/300 3,500 3,486 3,503] 3,532|3,575]| 3,578 3,603| 3,657 | 3,689 3,714 3,741| 3,666 3,684
0/400 3,500]3,471] 3,501] 3,518 3,551 3,563 3,567]| 3,620 3,648| 3,670| 3,696| 3,618 3,642
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Priloga F8: Tvorba CO, (g) in dCO,/dt (g/l/dan) med alkoholno fermentacijo s kvasovko Saccharomyces

vrednosti treh neodvisnih gojitev.

CO, (9) Potek fermentacije (dan)

Konc.glclfru | g | 5 | g | o |13 | 16 | 20 | 24 | 28 | 31 | 35 | 38 | 42

v gojiscu (g/l)
400/0 00 | 1.0 | 300 457 | 590 | 66,7 | 75.7 | 82,3 | 90,0 | 95,7 | 101,7] 105,3| 109.3
3001100 | 00 | 2,7 |27.0| 42,7 | 51,3 | 59,0 | 68,0 | 75,0 | 830 | 89.3 | 97,0 [102,0| 1063
200/200 | 00 | 0,0 |23.3| 393 | 46,7 | 550 | 65,0 | 73.3 | 82,0 | 88,0 | 950 | 99,7 | 104.0
100300 | 00 | 0.7 |27.0| 42,7 | 50,0 | 57,7 | 66,7 | 74,0 | 82,0 | 88,0 | 94,7 | 99.3 | 103.7
0/400 00 | 07 [21.7| 343 | 42,7 | 493 | 57.3 | 64,0 | 720 | 780 | 857 | 917 | 97.7
é‘;}%ﬁ‘) o | 2 | 6| 9 | 13|16 | 20| 24 | 28 | 31| 35 | 38 | 42
400/0 00 | 05 |50 51 | 45 | 42 | 38 | 34 | 32 | 31 | 29 | 28 | 26
300100 | 00 | 13 | 45| 47 | 39 | 37 | 34 | 31 | 30 | 29 | 28 | 27 | 25
2001200 | 00 | 00 | 39| 44 | 36 | 34 | 33 | 31 |29 | 28 | 27 | 26 | 25
100300 | 00 | 03 | 45| 47 | 38 | 36 | 33 | 31 | 29 | 28 | 2.7 | 26 | 25
0/400 00 | 03 [ 36| 38 | 33 | 31 | 29 | 27 | 26 | 25 | 24 | 24 | 23

Priloga G: Poraba glukoze in fruktoze (g/l) po 7. dneh alkoholne fermentacije s kvasovko Saccharomyces

.....

in KV(%), glede na tri neodvisne gojitve v posameznem gojiscu.

Glukoza (g/l) to t7
K;g;s gl'f{g/‘l‘) v povpr. SD KV(%) povpr. SD KV(%)
400/0 391,17 7,78 1,99 250,90 19,74 7,87
200/200 188,98 11,38 6,02 136,36 2,08 1,52
0/400 / / / / /
Fruktoza (g/l) povpr. SD KV(%) povpr. SD KV(%)
400/0 / / / / /
200/200 201,11 1,41 0,70 152,24 2,60 1,70
0/400 347,55 8,88 2,55 277,42 12,72 4,59




