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AB Vinarji za učinkovit potek alkoholne fermentacije že leta uporabljajo starter kulture 

izbranih sevov Saccharomyces cerevisiae. S težnjo po izboljšanju kemijske sestave in 
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vina S. cerevisiae, sodelovale tudi kvasovke, ki jih navadno najdemo v začetnih fazah 

spontane fermentacije mošta npr. Candida zemplinina. Domnevali smo, da obstajajo 

interakcije med vrstami tudi na ravni medcelične komunikacije. Pri  S. cerevisiae 

imata vlogo prenosa signala aromatska alkohola feniletanol in triptofol, katerih sinteza 

je odvisna od celične gostote ter dostopnosti hranil v okolju. Namen magistrskega 

dela je bil ugotoviti glavne razlike med dinamiko čiste in združene alkoholne 

fermentacije s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 in vpliv 

dodatka signalnih molekul na potek fermentacije. Spremljali smo dinamiko rasti in 

tvorbe metabolitov dveh neodvisnih fermentacij mošta sorte Malvazija in Sauvignon. 

V mošt sorte Sauvignon smo dodali signalni molekuli feniletanol in triptofol v končni 

koncentraciji 1000 µM. Ugotovili smo, da aromatska alkohola ne vplivata na živost 

kvasovk, ter da je njuna sinteza med fermentacijo odvisna od celične gostote in 

dostopnosti vira dušika v moštu. S sledenjem porabe substrata in nastanka 

metabolitov z analizo HPLC smo ugotovili, da interakcije med kvasovkami v združeni 

kulturi vplivajo na končno aromo vina. To smo dokazali tudi z analizo GC-MS 

aromatskega profila, ki se med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija 

statistično razlikuje. Signalni molekuli nista imeli zaznavnega vpliva na dinamiko 

fermentacije ali aromo vina. 
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phenylethanol and tryptophol released by S. cerevisiae have main role transferring the 

signal in connection with cell density and nutrient availability in the environment. The 

purpose of the thesis was to determine the differences between the dynamics of pure 

and combined alcoholic fermentation with yeast C. zemplinina ZIM 842 and S. 

cerevisiae ZIM 1927 as well as the influence of added signalling molecules on 

fermentation dynamics. Growth kinetics and fermentation dynamics was followed 

during two independent fermentation trials of Vitis viniefera cv. Malvasia and cv. 

Sauvignon musts. In the latter must we added signal molecules phenylethanol and 

tryptophol at final concentration of 1000 µM. We found that aromatic alcohols did not 

affect the viability of yeast cells, and that their synthesis during fermentation 
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monitoring the consumption of substrate and the formation of metabolites by HPLC 

analysis, we found that the cell interactions in combined culture affected the final 
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must. Signal molecules did not have detectable effect on the dynamics of fermentation 

or wine flavour. 
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Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927.  

Priloga A5: Dinamika porabe fruktoze med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga A6: Dinamika tvorbe etanola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga A7: Dinamika tvorbe glicerola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga A8: Dinamika tvorbe citronske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927.  

Priloga A9: Dinamika tvorbe jabolčne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga A10: Dinamika tvorbe ocetne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga A11: Dinamika tvorbe vinske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija 

(T=22 °C) s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga B1: Povprečne vrednosti koncentracij feniletanola neposredno po dodatku in po 52 urni 

fermentaciji mošta sorte Malvazija s čistima kulturama C. zemplinina ZIM 842 in S. 

cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga B2: Povprečne vrednosti koncentracij triptofola neposredno po dodatku in po 52 urni 

fermentaciji mošta sorte Malvazija s čistima kulturama C. zemplinina ZIM 842 in S. 

cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga B3: Povprečne vrednosti števila celic S. cerevisiae ZIM 1927 med 66 urno čisto fermentacijo 

mošta sorte Malvazija po dodatku različnih koncentracij feniletanola in triptofola.  

Priloga B4: Povprečne vrednosti števila celic C. zemplinina ZIM 842, med 66 urno čisto fermentacijo 

mošta sorte Malvazija po dodatku različnih koncentracij feniletanola in triptofola. 

Priloga C1: Dinamika rasti kvasovk C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 med čisto in 

združeno fermentacijo mošta sorte Sauvignon. 

Priloga C2: Povprečno število kolonijskih enot (CFU/ml) med čisto fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927.  

Priloga C3: Povprečno število kolonijskih enot (CFU/ml) med združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927.  

Priloga C4: Dinamika pretvorbe glukoze in fruktoze ter tvorba etanola med čisto in združeno 

fermentacijo mošta sorte Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae 

ZIM 1927. 

Priloga C5: Dinamika tvorbe/porabe glicerola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga C6: Dinamika tvorbe/porabe citronske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga C7: Dinamika tvorbe/porabe jabolčne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga C8: Dinamika tvorbe/porabe ocetne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga C9: Dinamika tvorbe/porabe vinske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 
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Priloga C10: Dinamika tvorbe feniletanola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga C11: Dinamika tvorbe/porabe triptofola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga D1: Umeritvena krivulja za določanje dinamike glukoze [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga D2: Umeritvena krivulja za določanje dinamike fruktoze [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti.. 

Priloga D3: Umeritvena krivulja za določanje dinamike etanola [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti.. 

Priloga D4: Umeritvena krivulja za določanje dinamike glicerola [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga D5: Umeritvena krivulja za določanje dinamike jabolčne kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga D6: Umeritvena krivulja za določanje dinamike vinske kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga D7: Umeritvena krivulja za določanje dinamike ocetne kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 

Priloga D8: Umeritvena krivulja za določanje dinamike citronske kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga D9: Umeritvena krivulja za določanje dinamike feniletanola [µM] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga D10: Umeritvena krivulja za določanje dinamike triptofola [µM] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

Priloga E1: Kromatograf po 24 urni (A) in 7 dnevni (B) čisti fermentaciji s S. cerevisiae ZIM 1927. 

Priloga F1: Fermentorji na magnetnih mešalih med alkoholno fermentacijo. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 

 

 

CFU Število mikroorganizmov, ki tvorijo kolonije, kolonijska enota (ang. 

Colony Forming Units) 

CO2 Ogljikov dioksid 

GC-MS Plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (ang. Gas 

Chromatography-Mass Spectrometry) 

HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-Performance 

Liquid Chromatography) 

KV Koeficient variacije 

MAPK Z mitogenom aktivirana proteinska kinaza (ang. Mitogen-Activated 

Protein Kinase) 

QS Zaznavanje celične gostote (ang. Quorum Sensing) 

PheOH Feniletanol 

PKA Protein kinaza A (ang. Protein Kinase A) 

SD Standardni odklon (ang. Standard Deviation) 

TrpOH Triptofol 

VBNC Žive vendar ne-kultivabilne celice (ang. Viable But Non-Culturable) 

ZIM Zbirka industrijskih mikroorganizmov 

YAN Količina asimilirajočega dušika (ang. yeast assimilable nitrogen) 

YPD Kvasni ekstrakt-pepton-glukozno gojišče (ang. Yeast Extract Pepton 

Dextrose) 

WL Wallersteinov-o gojišče (ang. Wallerstein Laboratories Nutrient agar) 
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SLOVARČEK 

 

 

botritizirana 

vina 

naravna sladka vina pridelana iz grozdja okuženega z žlahtno plesnijo 

Botrytis cinerea (ang. noble rot) 

čista 

fermentacija 
fermentacija s čisto kulturo izbranega seva kvasovk 

dimorfizem sposobnost prehoda iz kvasne v nitasto obliko rasti 

grozdni sok brezalkoholna tekočina, pridobljena s stiskanjem grozdnih jagod 

koeficient 

variacije 
razmerje med standardnim odklonom  in aritmetično sredino 

mikrobna 

ekologija 

veda, ki proučuje razmerja med mikroorganizmi in njihovim živim ter 

neživim okoljem 

mošt delno fermentiran grozdni sok 

pseudohife 
skupki celic v obliki verižice, ki nastanejo pri brstenju in se ne ločijo 

od materinske celice 

starter kultura 
izbrani sev tehnološko koristnih mikroorganizmov, katerih dodatek 

omogoča nadzorovan potek bioprocesa 

vcepek skupek živih celic za nacepitev nove kulture na/v gojišče 

vinifikacija 
proizvodnja vina, ki obsega vse postopke od izbire grozdja do 

ustekleničenja vina 

vino končni produkt alkoholne fermentacije grozdnega soka 

združena 

alkoholna 

fermentacija 

fermentacija s sevi kvasovk, ki so bili pripravljeni kot čiste kulture in 

nato združeni (koktajlizacija) ob nacepitvi v mošt 
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1 UVOD 

Vino je kompleksna alkoholna pijača, pri kateri so za razvoj barve, okusa in arome 

ključnega pomena med fermentacijo grozdnega soka nastale komponente. Na senzorične 

lastnosti končnega proizvoda vplivajo številne spremenljivke, kot je sorta grozdja in 

njegova kakovost, vinarska praksa ter pogoji predelave in zorenja. Pomemben vpliv ima 

tudi prisotna mikrobna združba, njena sestava in številčnost ter presnovna in encimska 

aktivnost (Romano in sod., 2003; Sumby in sod., 2010). V grozdnem soku lahko najdemo 

raznoliko mikrobioto, znotraj katere vodilna vloga pri alkoholni fermentaciji pripada 

kvasovkam (Fleet, 2003). Za spontan začetek poteka fermentacij so odgovorne kvasovke, 

ki izvirajo s površine grozdih jagod in vinarske opreme (Mateo in sod., 2001). To so 

navadno pripadnice rodov Hanseniaspora, Candida, Pichia in Metschnikowia, vendar že 

po nekaj dnevih vodilno vlogo prevzame S. cerevisiae, ki fermentacijo vodi do konca 

(Fleet, 2003; Moreira in sod., 2005; Gognies in sod., 2006; Fleet, 2008). Čeprav je 

fermentacija samo z naravno prisotno bioto kvasovk mogoča, pa so vinarji dolgotrajen in 

nepredvidljiv proces raje izpopolnili in v uporabo uvedli starter kulturo (Pretorius, 2000; 

Ciani in sod., 2006; Ciani in sod., 2010). 

 

Delovne organizme so sprva izbirali glede na njihovo fermentacijsko moč, ustrezno 

kinetiko pri različnih temperaturah, nizko proizvodnjo ocetne kisline in odpornost na 

žveplov dioksid (Suárez-Lepe in Morata, 2012). Tako še vedno v največjem obsegu za 

nadzorovan potek sodobnega proizvodnega procesa, moštu dodajo vcepek izbranega seva 

vinske kvasovke S. cerevisiae (Heard in Fleet, 1985). Čeprav lahko čiste komercialne 

kulture rodu Saccharomyces prerastejo in zavirajo rast celic avtohtone populacije, 

popolnega zaviralnega učinka ne moremo zagotoviti (Heard in Fleet, 1985; Mora in sod., 

1990; Moreira in sod., 2005; Ciani in sod., 2010). Ravno na podlagi tega dognanja so 

spoznali, da vloga kvasovk na začetku spontane fermentacije mošta ni povsem 

zanemarljiva (Fleet, 2003; Domizio in sod., 2007; Comitini in sod., 2011). Zaradi 

doprinosa k izboljšani kemijski sestavi in senzoričnim lastnostim vina so predlagali potek 

fermentacije z mešano starter kulturo (Romano in sod., 2003; Ciani in sod., 2006, 2010) 

 

Kompleksne interakcije znotraj prisotne mikrobne združbe, ki se skozi posamezne stopnje 

proizvodnega procesa spreminja, vplivajo na specifičnost končnega izdelka (Fleet, 2003). 

Med potrošniki veljata aroma in okus vina za glavni značilnosti, ki določata njegovo 

kakovost in vrednost (Swiegers in Pretorius, 2005). Aroma vin je edinstvena mešanica 

hlapnih spojin, katerih vir je sorta grozdja, sekundarni produkti fermentacije in procesi 

med zorenjem vina. Narava in količina sintetiziranih snovi med fermentacijo je odvisna od 

vsebnosti dušika v mediju, temperature in sodelujočih kvasovk (Molina in sod., 2007; 

Swiegers in Pretorius, 2007). Našteti dejavniki vplivajo tudi na medcelično komuniciranje, 

odvisno od gostote celic in koncentracije v okolje sproščenih signalnih molekul (Gori in 

sod., 2011). Chen in Fink (2006) sta mehanizem zaznavanja celične gostote opredelila tudi 

pri vinski kvasovki S. cerevisiae. Ob prisotnosti feniletanola in triptofola v gojišču pride 

namreč do prenosa signala, ki sproži spremembo na nivoju izražanja genov za uravnavanje 

prehoda med kvasno in nitasto obliko rasti celic (Chen in Fink, 2006; Wuster in Babu, 

2010). Klub poznavanju mehanizma zaznavanja celične gostote pri vodilni kvasovki v 

vinski industriji, pa vpliv medcelične komunikacije na potek fermentacije ni znana (Fleet, 

2003). 
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1.1 CILJ RAZISKOVALNE NALOGE 

 

Cilj magistrskega dela je ugotoviti glavne razlike med dinamiko fermentacij z združeno 

starter kulturo v primerjavi s čisto kulturo, kar ima vpliv na končno aromo vina. Poleg tega 

želimo raziskati še nepoznan vpliv signalnih molekul (feniletanola in triptofola) na potek 

alkoholne fermentacije. 

 

1.2 DELOVNE HIPOTEZE 

 

Delovni hipotezi magistrske naloge sta bili: 

 

  aromatski profil pri združeni fermentaciji s kvasovkama S. cerevisiae in C. 

zemplinina se razlikuje od tistega pri fermentacijah s čisto kulturo S. cerevisiae ali 

C. zemplinina 

  signalni molekuli (feniletanol in triptofol) imata zaznaven vpliv na dinamiko 

fermentacije in aromo vina pri fermentaciji s čisto kulturo (S. cerevisiae ali C. 

zemplinina) in pri fermentaciji z združenima kulturama (S. cerevisiae in C. 

zemplinina) 
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2 PREGLED OBJAV 

 

2.1 PRIDELAVA VINA IZ GROZDNEGA SOKA 

 

2.1.1 Zgodovinski pregled 

 

Pivovarstvo in pridelava vina sta danes zelo obsežni in donosni živilski dejavnosti, ki sta se 

razvili iz starodavnega in empiričnega znanja vzhodnih narodov iz različnih delov sveta. 

Po arheoloških odkritjih ocenjujejo, da so radovedni kmetje že pred 7000 leti začeli uživati 

produkt spontane fermentacije grozdnega soka, saj jim je bil všeč učinek alkoholne pijače 

(McGovern, 2009; Alba-Lois in Segal-Kischinevzky, 2010). Tekom zgodovine človeštva 

se je proizvodnja na osnovi sistema preizkušanja, napak in skrbnega opazovanja le še 

izpopolnjevala. Iz opazovanja dogajanj med samim postopkom, so ga poimenovali z 

besedo fermentacija, ki izvira iz latinske besede fervere, kar pomeni »vreti« (Alba-Lois in 

Segal-Kischinevzky, 2010). 

 

Prvi pridelovalci vina niso niti pomislili, da imajo glavno vlogo v procesu mikroorganizmi, 

ki so jih med mečkanjem grozdov z nogami delno tudi sami prenesli v grozdni sok. Šele v 

sedemnajstem stoletju, ko je nizozemski trgovec Antoni van Leeuwenhoek razvil visoko 

kakovostne leče, so lahko opazovali celice kvasovk, ki so jih sprva imeli za delce škroba. 

Temelje našega sodobnega razumevanja procesa fermentacije je postavil francoski kemik 

Louis Pasteur. Ta je prvi eksperimentalno pokazal, da so fermentirane pijače rezultat 

delovanja kvasovk, ki v odsotnosti kisika pretvorijo glukozo v etanol (Barnett, 2000). 

Svoje ugotovitve je povzel in objavil v znanstvenem delu z naslovom »Mémoire sur la 

fermentation alcoolique« (Alba-Lois in Segal-Kischinevzky, 2010). 

 

2.1.2 Sestava substrata 

Na lastnosti končnega proizvoda fermentacije ima v veliki meri vpliv sestava izhodnega 

substrata, saj lahko prisotnost ali odsotnost določene komponente bistveno vpliva na 

dinamiko rasti prisotne mikrobne združbe. Mikroorganizmi s svojo prisotnostjo in 

presnovo namreč pomembno vplivajo na razvoj senzoričnih lastnosti vin, saj po 

fermentaciji mošta enake sestave z različnimi sevi kvasovk dobimo drugačen proizvod 

(Cabrera in sod., 1988). Velja pa tudi obratno, da se produkta fermentacije po sestavi 

različnega mošta z istim sevom kvasovk, razlikujeta (Romano in sod., 2003). 

 

2.1.2.1 Sladkorji 

Poleg vode največji delež grozdnega soka predstavljajo monosaharidi; glukoza in fruktoza 

v ekvimolarni koncentraciji (80-120 g/l), arabinoza (0,2-1,5 g/l) in ksiloza (0,03-0,1 g/l) ter 

disaharid saharoza (<10 g/l). Najdemo tudi polisaharide kot sta pektin in dekstrin v 

koncentraciji 3-5 g/l, ki pa ju kvasovke ne presnavljajo (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). 

Skupna koncentracija sladkorjev v moštu niha med 170 in 220 g/L (Ribereau-Gayon in 

sod., 2006), vendar lahko prevelike koncentracije (250-300 g/l) zaradi visokega 

osmotskega pritiska in zvišane ravni znotrajcelične koncentracije etanola zaustavijo rast 

kvasovk (Nishino in sod., 1985).  
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2.1.2.2 Dušik 

Sprememba količine in oblike prisotnih virov dušika lahko pomembno vpliva na sam potek 

fermentacije, saj predstavlja dušik enega omejujočih dejavnikov rasti določenih sevov 

vinskih kvasovk (Monteiro in Bisson, 1992). Osnovni viri dušika so amonijevi ioni in 

proste aminokisline, čeprav lahko v mediju najdemo tudi polipeptide, proteine in v manjših 

količinah nitrate, nukleotide, amine in vitamine. Vsebnost virov dušika niha glede na vrsto 

in zrelost grozdja, vinorodni okoliš, vinogradniško prakso (čas trgatve, uporaba gnojil), 

dodatke med postopki proizvodnje in stopnjo prečiščenosti mošta (Lagunas, 1986; Aranda 

in sod., 2011). Normalen potek fermentacije je mogoč, ko imajo kvasovke na razpolago 

vsaj 140 mg N/l (Bely in sod., 1990), vrednosti v moštu pa se navadno gibljejo vse od 60 

pa do 2400 mg N/l (Henschke in Jiranek, 1992). Postopki predelave grozdja in nihanja v 

temperaturi lahko znižajo vsebnost dušika, kar lahko zaradi vpliva na rast kvasovk in 

metabolizem sladkorjev vodi do upočasnjene in zaustavljene fermentacije (Henschke in 

Jiranek, 1992). Negativen učinek ima lahko tudi prevelika količina vira dušika, ki omogoči 

rast kvarljivcev in s tem vpliva na stabilnost prisotne biote ali pa preko procesa 

deaminacije poslabša aromo vina (Aranda in sod., 2011). 

 

2.1.2.3 Organske kisline 

Nizkomolekularne organske kisline so pomembna skupina spojin v grozdnem soku in vinu, 

saj imajo vlogo pri razvoju senzoričnih lastnosti ter pri stabilnost in mikrobiološki varnosti 

alkoholnih pijač. V grozdnem soku sta prevladujoči vinska in jabolčna kislina, katerih 

prisotnost nakazuje na stopnjo zorenja grozdja. Med zorenjem se razmerje med njima 

spreminja in vinske kisline je več kot jabolčne, saj slednjo lahko porabljajo tudi nekateri 

sevi iz rodu Saccharomyces (Mato in sod., 2005; Ribéreau-Gayon in sod., 2006). Vinske 

kisline sicer mikroorganizmi ne razgradnjo, vendar se v vinu počasi obarja v obliki 

kalijevih in kalcijevih soli, posledica česar je znižanje njene koncentracije (Torija in sod., 

2003). Ostale organske kisline so navadno prisotne že v grozdih jagodah (5-20 g/l) in jih 

med alkoholno fermentacijo nastane majhna količina (Hutkins, 2006). Koncentracija kislin 

je odvisna od dejavnikov, kot so narava grozdnega mošta, aktivnost kvasovk in enološka 

praksa v vinarstvu (Ramon-Portugal in sod., 1999). Kljub prispevku k senzoričnim 

lastnostim vina, prisotne kisline v ravnovesju z njihovimi solmi, delujejo kot pufri in 

vzdržujejo pH vin v razponu od 2,9 do 4. Aktivno rastoče kvasovke zakisajo medij s 

kombinacijo razlik v prevzemu ionov, sproščanja protonov med transportom hranil, 

neposrednega izločanja organskih kislin in sproščanjem CO2. Puferska kapaciteta 

grozdnega soka je pomembna za preprečevanje sprememb pH medija, ki bi lahko vplivale 

na pH v citosolu kvasovk in na njihov metabolizem med alkoholno fermentacijo (Torija in 

sod., 2003). 
 

2.1.2.4 Ostale komponente 

V grozdnem soku najdemo vse potrebne komponente za osnovno rast kvasovk. Za 

normalen potek metabolizma in vzdrževanje pH ter ravnovesja ionov potrebujejo celice 

tudi anorganske spojine. Posebno pomembni so fosfatni ioni, ki so ključni za fosforilacijo 

sladkorjev po prevzemu v celico (Aranda in sod., 2011). V anaerobnih razmerah povezanih 

z alkoholno fermentacijo, kvasovke brez dodatka kisika ne morejo tvoriti sterolov ali 

dolgoverižnih maščobnih kislin (Ribéreau-Gayon in sod., 2006).  
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Pomanjkanje sterolov lahko prizadene strukturo in nalogo plazemske membrane, kar vodi 

do večje občutljivosti na etanol in nižje sposobnosti prevzema glukoze (Ribéreau-Gayon in 

sod., 2006). V grozdnem soku najdemo tudi številne druge komponente, ki vplivajo na 

prisotno mikrobno združbo. Tako lahko nekatere vrste polifenolov (npr. resveratrol), 

insekticidi in fungicidi podaljšajo čas prilagajanja in generacijski čas kvasovk ali pa celo 

preprečujejo njihovo rast (Howitz in sod., 2003; Aranda in sod., 2011). Navadno je pH 

grozdnega soka med 2,75 in 4,2, kar nima neposrednega negativnega učinka na rast 

kvasovk. Pri padcu vrednosti pod 2,8 pa se kaže toksični učinek predvsem zaradi 

močnejšega učinka etanola in sulfita (Aranda in sod., 2011). 

 

2.1.3 Prisotna mikrobna združba 

 

Poleg sorte grozdja in pogojev obdelovanja vinske trte, ki prispevata k osnovnem okusu 

vina, njegovo nežnost in posebnost določajo predvsem kvasovke. Zato je pomembno 

prepoznati in razumeti ekološke interakcije, ki se pojavljajo med različnimi skupinami, 

vrstami in sevi mikroorganizmov (Fleet, 2003). Medsebojni vpliv na grozdnih jagodah 

prisotne mikrobne združbe pomembno prispeva h kasnejši raznolikosti med vrstami, saj 

grozdje predstavlja prvotni vir kvasovk. Med zorenjem pride do sproščanja sladkorjev na 

površino jagod, kar spodbudi rast kvasovk in se njihova koncentracija iz 10-10
3
 CFU/g 

povzpne na 10
4
-10

6
 CFU/g, ko grozdje dozori. Na nezrelem grozdju prevladujejo vrste 

Rhodotorula, Cryptococcus in Candida, na zrelem pa kvasovke Hanseniaspora in 

Metschnikowia. V moštu so prisotne tudi vrste iz rodov Debaryomyces, Hansenula, 

Issatchenkia, Kluyveromyces, Pichia in Rhodotorula. Najpogosteje izolirana naravno 

prisotna vrsta je Hanseniaspora uvarum, ki lahko predstavlja več kot 50 odstotkov skupne 

biote kvasovk (Holloway in sod., 1990; Sabate in sod., 2002). S poškodbo površine jagod 

se poveča dostopnost hranil in s tem populacije mikroorganizmov ter raznolikost kvasovk, 

ki soobstajajo z različnimi vrstami nitastih gliv, ocetnokislinskih in mlečnokislinskih 

bakterij (Fleet, 2003). 
 

Preglednica 1: Možni vplivi prisotne mikrobne združbe na okus in kakovost vina (Fleet, 2003). 

Kvasovke Bakterije Nitaste glive 

• vpliv na kakovost grozdja 

pred trgatvijo; biokontrola 

plesni 

• kvarjenje grozdja v 

vinogradu 

• kvarjenje grozdja v 

vinogradu 

• vodena alkoholna 

fermentacija grozdnega soka 

v vino 

• možen vzrok upočasnjene ali 

zaustavljene fermentacije 
• proizvodnja mikotoksinov 

• biokatalitično preoblikovanje 

nevtralnih v aktivne 

sestavine okusa 

• vodijo jabolčno-

mlečnokislinsko fermentacijo 

• sodelovanje »plemenitih 

plesni« pri pridelovanju 

botritiziranih vin 

• vpliv na senzorične lastnosti 

vina z avtolizo 

• povzročajo kvar med 

skladiščenjem vina 

• vpliv vmesnih produktov 

presnove na rast drugih vrst 

• bioadsorpcija sestavin 

grozdnega soka 
• proizvodnja biogenih aminov 

• povzročitelji neželenega 

okusa vina po zemlji ali pluti 

• povzročiteljice kvara 
• povzročitelji neželenega 

okusa vina po zemlji ali pluti 
 

• delovanje na rast 

mlečnokislinskih bakterij in 

kvarljivcev 

  



Bezek K. Vloga signalnih molekul pri alkoholni fermentaciji s čisto in združeno starter kulturo. 

   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2012 

6 

Zanimivo je, da S. cerevisiae ni prevladujoča vrsta na grozdju, saj je prisotnih le 10-100 

CFU/g, zaradi česar je nastal dvom o njenem izvoru pri proizvodnji vina (Martini in sod., 

1996; Fleet, 2003). Na prisotnost izbranih vrst kvasovk imajo lahko vpliv naslednji 

dejavniki: fiziološka in biokemijska sposobnost prilagoditve vrst na površino grozdne 

jagode (npr. oprijem, presnova razpoložljivih hranil), odpornost na stresne dejavnike 

okolja, kot so temperatura, sončna svetloba, sevanje, periodične izsušitve, odpornost na 

naravna in umetna kemična sredstva in medsebojni vpliv raznolikih vrst kvasovk, bakterij 

ter nitastih gliv (Preglednica 1) (Fleet, 2003). 

 

Razumevanje mikrobne ekologije med vinifikacijo se še bolj zaplete ob upoštevanju 

dejstva, da so lahko mikroorganizmi živi, vendar jih z gojitvenimi metodami ne moremo 

dokazati (VBNC; ang. Vaible But Not Culturable) (Oliver, 2005). Prehod v omenjeno 

stanje sprožijo neugodni okoljski pogoji in ko le-ti spet postanejo ugodni, se celice 

povrnejo v prvotno stanje. Acetobacter aceti, Brettanomyces bruxellensis, Candida 

zemplinina, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae in Zygosaccharomyces 

bailii so vrste mikrobov, ki jih najdemo v vinu in so sposobne vzpostaviti VBNC stanje, 

kar lahko pripelje do napačnih zaključkov o dejanski mikrobni dinamiki (Oliver, 2005; 

Fugelsang in Edwards, 2007). 

 

2.1.4 Alkoholna fermentacija 

 

Alkoholna fermentacija je pot razgradnje, ki zajema pretvorbo sladkorjev do etanola in 

ogljikovega dioksida. Vir ogljika so navadno sladkorji v grozdnem soku, iz katerih tekom 

zaporednih reakcij Embden-Mayerhof-Parnasove poti nastane piruvat. Ta se nato v 

anaerobnih pogojih, z encimom piruvat dehidrogenaza, dekarboksilira v acetaldehid in 

CO2. Nato encim alkohol dehidrogenaza, ob hkratni oksidaciji NADH, reducira 

acetaldehid v etanol. Glikoliza ne služi samo za nastanek energijsko bogatih molekul, 

ampak lahko vmesni produkti služijo kot substrat za biosintezo molekul. Tako služi vmesni 

produkt dihidroksiaceton fosfat za nastanek glicerola, ki ima močan vpliv na kakovost 

vina, sodeluje pri nastanku triacilglicerolov in je osnovni kompatibilen osmolit (Aranda in 

sod., 2011). Poleg etanola in ogljikovega dioksida med alkoholno fermentacijo nastajajo še 

ostale komponente z nizko molekulsko maso, ki vplivajo na kvaliteto proizvoda (alkoholi, 

aldehidi, organske kisline, estri, organski sulfidi, karbonili) (Hazelwood in sod., 2008). 
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2.2 SPONTANA IN VODENA ALKOHOLNA FERMENTACIJA 

 

Tradicionalen potek pridelave vina vključuje spontano fermentacijo grozdnega soka, 

vodeno s kvasovkami iz grozdja in vinarske opreme, ki po nekem sosledju porabljajo 

razpoložljiva hranila (Fleet, 2003). Večina vrst zaradi zaviralnega učinka etanola vztraja le 

prvih nekaj dni, nato pa glavno vlogo prevzame vrsta Saccharomyces cerevisiae (Pretorius, 

2000; Beltran in sod., 2002; Ciani in sod., 2006; Ciani in sod., 2010). Poglavitni razlogi za 

njeno prevlado in aktivnost do konca fermentacije so odpornost na visoke koncentracije 

etanola, sladkorja in prilagodljivost na vsebnost kisika (Heard in Fleet, 1985; Constantí in 

sod., 1997; Hansen in sod., 2001; Moreira in sod., 2005). Primarni fermentaciji lahko sledi 

jabolčno-mlečnokislinska fermentacija, ki jo vodijo mlečnokislinske bakterije (Slika 1). 

Med zorenjem vina je mogoča rast različnih kvasovk in bakterij, ki povzročajo kvar 

(Fugelsang in Edwards, 2007). S spontano fermentacijo lahko dobimo večji izkupiček 

komponent, ki pomembno vplivajo na senzorične lastnosti vina, pogosto pa tudi neželeno 

nižjo raven alkohola in nepopolno porabljene sladkorje (Fugelsang in Edwards, 2007).  

 

 

 

Slika 1: Shema rastnih krivulj kvasovk v moštu, med primarno in sekundarno fermentacijo ter med zorenjem 

vina: (A) ne-Saccharomyces vrste, (B) Saccharomyces, (C) Oenococcus oeni in (D) mikroorganizmi, ki 

povzročajo kvar (Fugelsang in Edwards, 2007). 

 

Uporaba starter kultur v vinarstvu predstavlja pomemben napredek v biotehnologiji vina in 

je usmerjena v standardizacijo njegovih analitičnih in senzoričnih lastnosti (Ciani in sod., 

2010). Glavna prednost je hitrejši začetek vrenja in hkratno zaviranje rasti morebitnih 

kvarljivcev (Henick-Kling in sod., 1998). Močno zaželeni sta tudi primerna hitrost in 

stopnja fermentacije, ker vplivata na sproščanje toplote in s tem na temperaturo poteka 

reakcije. Koristno je, če so značilnosti seva predvidljive, ter da je sev sposoben zaključiti 

fermentacijo ob zadovoljivem izkoristku sladkorjev. Rast kvasovk lahko upočasni in 

zaustavi previsoka koncentracija etanola ali neprimerna temperatura, zato moramo pogoje 

fermentacije prilagoditi lastnostim uporabljenega seva. Sev mora biti odporen tudi na 

žveplov dioksid, ki se uporablja med pridelovanjem kot antioksidant in ima protimikrobni 

učinek. Prednost imajo sevi z manjšo proizvodnjo ocetne kisline, ki so združljivi z ostalimi 

prisotnimi, pozitivno delujočimi mikrobi. Večina komercialnih vrst je odpornih tudi na 

zimocidne peptide (ang. killer factor) sorodnih vrst in jih niti ne proizvajajo (Bisson, 

2001). 
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Prevlada nacepljenih sevov je odvisna od mnogih dejavnikov med pridelavo vina: a) 

velikosti, sposobnosti preživetja in pravilne uporabe vcepka; b) fizioloških in presnovnih 

značilnosti izbrane kulture kvasovk in c) uporabljene tehnologije; temperatura procesa, 

koncentracija kisika, sestava grozdnega soka (Gao in Fleet, 1988; Heard in Fleet, 1988; 

Erten, 2002; Fleet, 2003; Ciani in sod., 2010). Zmanjšana občutljivost ne-Saccharomyces 

kvasovk na etanol naj bi bila povezana s potekom fermentacije pri nižjih temperaturah, kar 

je pomemben dejavnik njihovega daljšega preživetja (Fleet, 2003). Novejše študije so 

osvetlile tudi vpliv koncentracije kisika na preživetje nekaterih vrst, kot sta Torulaspora 

delbruckii in Klyveromyces thermotolerans (Hansen in sod., 2001). Pri teh dveh vrstah so 

opazili tudi fenomen interakcij med celicami, saj S. cerevisiae v visoki koncentraciji zavira 

njuno rast (Nissen in Arneborg, 2003; Nissen in sod., 2003). Možen zaviralni učinek na 

prisotno združbo imajo tudi spojine nastale med samo fermentacijo, kot so etanol, ocetna 

kislina, verižne maščobne kisline, acetaldehid in njihov kombiniran učinek (Edwards in 

sod., 1990; Ludovico in sod., 2001; Fleet, 2003; Ciani in sod., 2010). 

 

2.2.1 Uporaba čistih in združenih starter kultur pri proizvodnji vina 

 

Velika izbira starter kultur je omogočila bolj razširjeno uporabo vodenih fermentacij in 

posledično boljši nadzor nad potekom obstoječih ter uvajanje novih procesov v vinarstvu 

(Bisson, 2001). Zaradi lažje nadzorovanega, vodenega in bolje napovedljivega postopka 

pridelave vina, so desetletja uporabljali predvsem čiste starter kulture (Romano in sod., 

2003). Najbolj uporabljena vinska kvasovka je bila že od vsega začetka Saccharomyces 

cerevisiae, z dodatkom katere lahko preprečimo negativno delovanje divjih kvasovk, 

prevlado nacepljenega seva pa lahko še povečamo z dodatki kot je žveplov dioksid (Ciani 

in sod., 2010). Vendar pa z uporabo vcepka, izbrane starter kulture S. cerevisiae, ne 

moremo zagotoviti popolne prevlade slednje nad ostalimi sevi (Mora in sod., 1990). 

Čeprav se velikost populacije ostalih kvasovk skozi celoten potek fermentacije zmanjša, so 

s kvantitativnimi ekološkimi študijami dokazali, tako v spontani kakor tudi v vodeni 

fermentaciji, da njihove rasti ni mogoče popolnoma ustaviti (Heard in Fleet, 1985; Pardo in 

sod., 1989; Mora in sod., 1990; Hierro in sod., 2006; Andorrá in sod., 2008; Ciani in sod., 

2010). Kvasovke imajo potencial pri izboljšanju okusa vina (Fleet, 2003; Viana in sod., 

2008) in obetajočo biotehnološko naravo encimov (Charoenchai in sod., 1997; Fernandez 

in sod., 1999).  

 

Nekatere vrste vinskih kvasovk lahko proizvajajo večje količine glicerola (Romano in sod., 

1997) in izločajo encime, kot so esteraze, β-glukozidaze in proteaze, ki s svojim 

delovanjem vplivajo na sadno aromo vina (Domizio in sod., 2007). Ne-Saccharomyces 

vrste, kot sta Candida stelatta, danes uvrščena kot C. zemplinina (Sipiczki in sod., 2005) in 

Hanseniaspora uvarum, so imele dolgo zanemarljivo ali celo neželeno vlogo pri procesu 

fermentacije. Kljub temu skušajo zadnjih nekaj let ovrednotiti uporabo raznolikega spektra 

kvasovk (Candida, Pichia, Hanseniaspora, Kluyveromyces in Torulaspora) za izboljšanje 

kakovosti vina, pri nadzorovani mešani fermentaciji (Toro in Vazquez, 2002; Jolly in sod., 

2003; Jolly in sod., 2005; Mamede in sod., 2005). Pri mešanih alkoholnih fermentacijah s 

sevi iz rodov Candida in Saccharomyces so poročali o boljšem izkoristku sladkorjev, 

problem pa naj bi predstavljala nižja stopnja rasti celic in počasnejši potek fermentacije 

(Toro in Vazquez, 2002).  
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Kombinirana uporaba različnih vrst kvasovk lahko pripelje do nastanka nepredvidljive 

koncentracije ali vrste spojin, ki pomembno vplivajo na kemijsko sestavo in aromo vina 

(Ciani in sod., 2010). Zaradi večje porabe razpoložljivih aminokislin, je pri takšnih 

fermentacijah večja koncentracija hlapnih spojin (Andorrà in sod., 2010b). Andorrà in sod. 

(2010b) navajajo tudi upočasnitev fermentacije in večjo raven glicerola ter ocetne kisline v 

končnem proizvodu, ki presega dovoljeno mejo, kar je omejujoč dejavnik takojšnje uvedbe 

načina pridelave vina z mešano kulturo. Čeprav je splošno znano, da lahko prisotnost 

različnih ne-Saccharomyces kvasovk pozitivno vpliva na kompleksnost okusa vina, je 

njihova uporaba v vinarstvu omejena, predvsem zaradi oteženega nadzora poteka spontane 

ali fermentacije z mešano starter kulturo (Suárez-Lepe in Morata, 2012). 

 

2.2.2 Uporaba kvasovke Candida zemplinina v združeni kulturi s kvasovko 

Saccharomyces cerevisiae 

 

Zlasti pri fermentaciji botritiziranih vin ali vin iz prezrelega grozdja, pogosto najdemo 

vrsto Candida zemplinina (Sipiczki, 2004; Tofalo in sod., 2012). Nedavne taksonomske 

študije so pokazale, da je vrsto C. zemplinina enostavno zamenjati s tesno sorodno vrsto C. 

stelatta, zato je za njeno nedvoumno identifikacijo potrebna uporaba molekularnih tehnik, 

kot so polimorfizem dolžine restrikcijskih fragmentov regij ITS in 5,8 S ribosomske RNA, 

ali pa določitev nukleotidnega zaporedja domene D1/D2 gena 26S rRNA (Sipiczki, 2004; 

Sipiczki in sod., 2005). Za kar nekaj sevov iz različnih zbirk kultur, izoliranih iz grozdja ali 

vina in opredeljenih kot C. stellata, so po molekularni analizi ugotovili, da pripadajo vrsti 

C. zemplinina (Csoma in Sipiczki, 2008; Magyar in Toth, 2011). Domnevna vloga C. 

stellata pri določanju kakovosti vina je postala negotova, ob večjih razlikah v dinamiki 

fermentacije med uporabljenimi sevi (Csoma in Sipiczki, 2008). Menili so, da gre za zelo 

heterogeno vrsto ali pa so ene izmed uporabljenih kvasovk zamenjali z drugo vrsto, ki 

naseljuje isto podlago kot C. stellata. V večini nedavnih objav o mikrobioti vina, so 

poročali samo o prisotnosti kvasovke C. zemplinina (Nisiotou in sod., 2007; Urso in sod., 

2008; Andorrà in sod., 2010a; Tofalo in sod., 2012).  

 

Med fermentacijo nastalo razmerje med fruktozo in glukozo, ki je zadnja leta pritegnilo 

veliko pozornosti, najverjetneje nastane kot posledica razlik v presnovi prisotnih kvasovk. 

Znano je, da večina vrst, vključno s Saccharomyces cerevisiae, preferenčno kot vir ogljika 

uporablja glukozo (gluktofilne kvasovke). Ravno nasprotno pa je pri C. zemplinina, ki je 

močno fruktofilna vrsta in prej porabi razpoložljivo fruktozo (Ciani in Ferraro, 1998; 

Soden, 2000; Mills in sod., 2002; Magyar in Toth, 2011). Preferenčna poraba fruktoze bi 

bila lahko uporabna za uravnavanje gluktofilnega značaja Saccharomyces vrst pri mešani 

fermentaciji, saj bi s tem zagotovili ugodno razmerje med glukozo in fruktozo (Jolly in 

sod., 2006; Magyar in Toth, 2011). Sevi kvasovke C. zemplinina so različno odporni na 

prisotnost etanola v gojišču (Gao in Fleet, 1988; Sipiczki in sod., 2004; Tofalo in sod., 

2009). Pri fermentaciji s čisto kulturo C. zemplinina sta Magyar in Toth (2011) pokazala 

presenetljivo slab donos etanola, glede na porabo sladkorja, katero pa ni mogoče razložiti s 

prekomerno proizvodnjo drugih produktov presnove. Soden in sodelavci (2000) so pri čisti 

alkoholni fermentaciji s sevom C. zemplinina poročali o povečani proizvodnji glicerola in 

ocetne kisline v primerjavi s čisto kulturo S. cerevisiae. 
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Koncentracija večine končnih produktov mešane fermentacije, je bila bolj podobna tisti, 

pridobljeni s čisto kulturo S. cerevisiae (Comitini in sod., 2011). Količina glicerola pri 

mešani fermentaciji s starter kulturama C. zemplinina in S. cerevisiae je lahko višja, kot pri 

fermentaciji s čisto kulturo S. cerevisiae (Ciani and Ferraro, 1998; Soden in sod., 2000; 

Comitini in sod., 2011). Glicerol je nehlapna spojina, ki nima bistvenega pomena za aromo 

vina, ampak daje sladek okus in pomembno prispeva k telesu in polnosti vina (Noble in 

Bursick, 1984). Prisotnost C. zemplinina ima učinek tudi na samo aromo vina, ki je po čisti 

fermentaciji s kulturo S. cerevisiae podobna vonju po limeti, tropskem sadju in banani, po 

mešani fermentaciji s kvasovko C. zemplinina pa vonju po marelicah, medu in kislem 

zelju. Proizvodnjo želenega profila vin si lahko zagotovimo z izbiro ustreznih vrst ter 

postopkov nacepljanja (hkrati, zaporedno) mošta (Soden in sod., 2000). Comitini in sod. 

(2011) so pokazali, da lahko z izbiro ustreznih vrst kvasovk, v mešani fermentaciji s S. 

cerevisiae izboljšamo kakovost, kompleksnost in sestavo končnega proizvoda. Vsi 

dejavniki pa so v veliki meri odvisni od izbranih vrst in sevov ter njihovih razmerij 

(Comitini in sod., 2011). 
 

 

2.3 KOMUNIKACIJA MED CELICAMI 

 

Komunikacija je proces izmenjave podatkov in informacij za medsebojno sporazumevanje. 

Beseda latinskega izvora (lat. communicatio) pomeni: naznanilo, sporočilo, občevanje, 

povezanost ali povezava; izpeljanka komunicirati (lat. communicare), pa »napraviti nekaj 

skupno, deliti kaj s kom« (Štefanc, 2003). Vsaka oblika komunikacije zahteva obstoj vsaj 

treh členov: sporočevalca, sporočila in prejemnika. Slednji sporočilo sprejme, ga dekodira, 

interpretira ter se nanj odzove (Ucman, 2003). Gre za nujno potreben proces ne samo za 

obstoj človeške družbe, ampak se pomembnost komunikacije razprostira vse do nivoja 

posamezne celice. Čeprav je prenos signala med celicami osnova za usklajeno delovanje in 

razvoj večceličnih struktur, pa ima nezanemarljivo vlogo tudi pri enoceličnih organizmih, 

kot so bakterije in kvasovke (Wüster, 2009). 

 

Od odkritja zaznavanja celične gostote pri bakteriji Vibrio fischeri in Vibrio harveyi 

(Nealson in sod., 1970), so preteklih 40 let potekale obsežne raziskave v tej smeri. Med 

doseganjem določene gostote celice izločajo v zunajcelični prostor difuzne signalne 

molekule, ki vplivajo na izražanje genov širokega spektra fizioloških in morfoloških 

lastnosti. Do prenosa signala pride, ko signalne molekule v neposredni odvisnosti od 

gostote celic, dosežejo določen koncentracijski prag. Obliko uravnavanja na osnovi gostote 

celic pri mikroorganizmih so leta 1994 definirali s pojmom »quorum sensing«, saj gre za 

mehanizem, ki celicam preko zaznavanja kemijskih signalov omogoča ocenitev gostote 

celic (Fuqua in sod., 1994). Velika razširjenost raznolikih sistemov zaznavanja celične 

gostote kaže na njihovo pomembnost pri uspešni prilagoditvi mikroorganizmov na različna 

okolja (Hogan, 2006; Wüster, 2009).  
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2.3.1 Zaznavanje celične gostote (ang. quorum sensing)  

 

Zaznavanje celične gostote je mehanizem komunikacije, ki temelji na signalnih molekulah, 

ki se v odvisnosti od velikosti populacije celic kopičijo v mediju in na določeni stopnji 

rasti uravnavajo različne vedenjske vzorce (Waters in Bassler, 2005). Winzer in sod. 

(2002) so predlagali kriterije, katerim naj bi ustrezale nosilke medceličnega 

sporazumevanja, ali tako imenovane medcelične signalne molekule (CCSM; ang. cell-to-

cell signal molecule). Do njihovega sproščanja pride med specifično fazo rasti, pod 

določenimi fiziološkimi pogoji ali kot odziv na spremembe v okolju. Po kopičenju v 

zunajceličnem prostoru jih prepozna specifični receptor in ob doseženi kritični 

koncentraciji pride do sprožitve in prenosa signala. Pomembno je, da se postavljeni kriteriji 

dopolnjujejo, saj lahko posameznemu ustreza katerikoli drugi produkt celice (Winzer in 

sod., 2002). Na medcelično sporazumevanje pri glivah naletimo že pri pregledu osnovnih 

bioloških funkcij, kot so parjenje, rast, preklop morfologije rasti ali uravnavanje izražanja 

virulentnih dejavnikov. Signalne molekule za uravnavanje večine omenjenih mehanizmov 

so lahko majhni peptidi, alkoholi, lipidi ali hitro hlapljive spojine (Cottier in Muhlschlegel, 

2012). Gre za kemijsko različne signalne molekule, ki v odvisnosti od razmer v okolju 

pogosto sprožijo prehod iz enocelične oblike kvasovk v filamentozno (nitasto) obliko 

(Chen in Fink, 2006). Sprememba morfologije je nadzorovana preko avtoregulatornih 

molekul, vključenih v mehanizem zaznavanja celične gostote (Hornby in sod., 2001).  

 

Vlogo signalnih molekul pri po Gramu negativnih bakterijah imajo homoserinlaktoni 

(Miller in Bassler, 2001), pri po Gramu pozitivnih pa majhni peptidi, ki potrebujejo za 

prenos signala dvokomponentni mehanizem (Kleerebezem in sod., 1997). Prvotno je bil 

sistem odkrit pri bakterijah, na nivoju gliv pa prvič pri Candida albicans, v povezavi z 

izražanjem virulentnih dejavnikov (Hazen in Cutler, 1979). Pri planktonsko rastočih 

celicah C. albicans in v zgodnjih fazah nastajanja biofilma, aromatski alkohol tirozol 

sproži nastanek kalitvene cevi (ang. germ tube), po razredčitvi zelo koncentrirane kulture, 

pa skrajša fazo prilagajanja (lag faza) (Chen in Fink, 2006; Cottier in Muhlschlegel, 2012). 

Alifatski alkohol fernezol, deluje kot signalna molekula v smeri zaviranja nastanka 

psevdomicelija (Hazen in Cutler, 1979; Hornby in sod., 2001). Pri industrijsko najbolj 

pomembni kvasovki S. cerevisiae so nalogo prenosa signala pripisali triptofolu in 

feniletanolu, ki v odvisnosti od razmer v okolju posredno uravnavata prehod med kvasno 

in nitasto obliko rasti (Chen in Fink, 2006). Poleg tega so odkrili tudi, da je feniletanol 

odgovoren za invazivno rast, ki se po dodatku triptofola še stopnjuje (Gori in sod., 2011). 

 

2.3.2 Vpliv dejavnikov okolja na spremembo morfologije pri S. cerevisiae 

 

Tvorbo pseudomicelija pri glivah lahko sproži pomanjkanje ali nedostopnost vira dušika 

(Rua in sod., 2001; Dickinson 1994) in rast pri nizkih koncentracijah višjih alkoholov 

(Dickinson 1996; Lorenz in sod., 2000). V primeru pomanjkanja ali omejene dostopnosti 

dušika pojav lahko pojasnimo kot prilagoditev na negibljivost celic, ki si ne morejo 

poiskati hrane (Gimeno in sod., 1992).  
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Pri odzivu na pomanjkanje višjih alkoholov pa gre za situacijo, ko kvasovke porabijo 

preferenčne vire dušika (npr. amonij, glutamin, asparagin) in začnejo z razgradnjo 

aminokislin (npr. levcin, izolevcin, valin, fenilalanin, tirozin, triptofan), katere produkt so 

višji alkoholi (Dickinson in sod., 2000, 2003). Končni produkti presnove delujejo kot 

signalne molekule, ki sprožijo spremembo morfologije (Chen and Fink 2006; Dickinson 

2008). Morfogeneza je opisana tudi pri S. cerevisiae in sicer v odvisnosti od celične 

gostote. Kvasovke v okolje izločajo aromatska alkohola, ki posredno sprožijo izražanje 

FLO11 in s tem spremembo morfologije. Sinteza avtosignalnih molekul je uravnavana z 

dušikom tako, da visoke koncentracije amonija zavirajo potek biosintetske poti, medtem ko 

jo pomanjkanje dušika aktivira. Sinteza je odvisna od sistema zaznavanja celične gostote in 

uravnana s pozitivno povratno zanko, pri čemer je potreben Aro80p transkripcijski faktor. 

Vzpostavitev vezi omogoča S. cerevisiae možnost odziva na koncentracijo celic in hranil v 

okolju. Sklepamo lahko, da so omenjeni molekularni signali vrstno specifični, saj pri C. 

albicans ne dobimo enakega odziva na njihovo prisotnost (Wüster, 2009). Aromatska 

alkohola sprožita spremembo na nivoju izražanja genov, kako pa si slednje sledijo in ali so 

pri sorodnih vrstah kvasovk ohranjene, pa še vedno ni znano (Wüster in Babu, 2010). 

 

2.4 SIGNALNI MOLEKULI FENILETANOL IN TRIPTOFOL 

 

V rastlinskem in grozdnem soku predstavljajo aminokisline velik del razpoložljivega vira 

dušika (Hazelwood in sod., 2008). Med njihovo razgradnjo lahko nastanejo številni 

dolgoverižni in kompleksni alkoholi, kot so izoamil alkohol, izobutanol, aktivni amil 

alkohol, 2-feniletanol in triptofol. Slednji predstavljajo pomembne elemente okusa in 

arome fermentiranih izdelkov in imajo zanimive senzorične lastnosti (Dickinson in sod., 

2003). Pot sinteze je močno odvisna od pogojev rasti, ki vključujejo pH okolja, dostopnost 

aromatskih kislin, prisotnost kisika ali prisotnost amonijevih soli (Cottier in Muhlschlegel, 

2012). Presnova valina, levcina, izolevcina, metionina, triptofana in fenilalanina med 

fermentacijo poteka po Ehrlichovi poti (Ehrlich, 1907; Hazelwood in sod., 2008). 

Natančna kombinacija uporabljenih encimov ob določenem času je odvisna od vrste 

aminokisline, vira ogljika in stopnje rasti kulture (Dickinson in sod., 2003).  

 

Sinteza aromatskih alkoholov (feniletanola in triptofola) je poznana tudi pri modelnem 

organizmu Saccharomyces cerevisiae in sicer po poti, ki vključuje gene ARO (Hazelwood 

in sod., 2008). Učinek feniletanola in triptofola je viden pri pomanjkanju dušika v okolju 

(Chen in Fink, 2006; Hogan, 2006), saj obe molekuli v koncentraciji večji od 20 µM na 

gojišču z nizko vsebnostjo dušika (SLAD) pri diploidnih celicah spodbujata oblikovanje 

psevdohif (Chen in Fink, 2006). Dickinson in sodelavci (2003) so za potrditev poti 

razgradnje fenilalanina in triptofana po Ehrlichovi poti, uporabili različne mutante sevov S. 

cerevisiae in kot edini vir dušika označene aminokisline. Pridobljene vzorce so nato 

analizirali z jedrsko magnetno resonančno spektroskopijo (NMR; ang. nuclear magnetic 

resonance spectroscopy) in plinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo 

(GC-MS) (Dickinson in sod., 2003). Za potek metabolizma po Ehrlichovi poti so potrebne 

visoke koncentracije prekurzorskih molekul, nastanek alkoholov pa je značilen predvsem 

za eksponentno fazo rasti (Wittmann in sod., 2002; Etschmann in sod., 2003; Gori in sod., 

2011). Aminokisline so po tej poti najprej deaminirane v ustrezne alfa-ketokisline, ki so 

dekarboksilirane v aldehide, ti pa nato reducirani v primarne alkohole. 
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Iz triptofana nastane triptofol preko 3-indol piruvata in 3-indol aldehida (Iraqui in sod., 

1999). Aromatski alkohol, 2-fenilethanol ima vrtnici podoben vonj in je pomembna 

surovina v industriji dišav in hrane (Fabre in sod., 1998). Prvi korak je transaminacija L-

fenilalanina do 3-fenilpiruvata, ki je dekarboksiliran v 2-fenilacetaldehid, ta pa nato 

reduciran v 2-feniletanol (Ehrlich, 1907). Ko je aminokislina edini dostopen vir dušika, ta 

pot prevlada pred sintezo de novo, do katere pride pri nizkih koncentracijah aminokislin 

(Äyräpää, 1965). 

 

 

Slika 2: Nastanek 2-feniletanola z razgradnjo fenilalanina po Ehrlichovi poti; transaminacija L-fenilalanina 

do 3-fenilpiruvata, ki je dekarboksiliran v 2-fenilacetaldehid, ta pa nato reduciran v 2-feniletanol (Dickinson 

in sod., 2003). 

 

 

Slika 3: Nastanek triptofola (3-hidroksietil indol) z razgradnjo triptofana po Ehrlichovi poti; deaminacija 

triptofana do 3-indolpiruvata, ki je dekarboksiliran v 2-indolacetaldehid, ta pa nato reduciran v triptofol 

(Dickinson in sod., 2003). 

2.4.1 Uravnavanje sinteze 

 

Čeprav je molekularni mehanizem sinteze feniletanola in triptofola pri S. cerevisiae znan, 

ni še popolnoma jasno, kako pride do zaznave in prenosa signala. Aromatska alkohola 

sinergistično vplivata na regulacijo gena FLO11, preko od c-AMP odvisne podenote 

protein kinaze A in transkripcijskega faktorja Flo8p (Chen in Fink, 2006). Flo11p, produkt 

gena FLO11, je na celično površino zasidrana beljakovina, nujno potrebna za filamentozno 

rast (Fischer in sod., 2008). Pri od celične gostote odvisni sintezi sodelujeta gena ARO9 in 

ARO10, ki sta regulirana preko povratne pozitivne zanke. Triptofol namreč preko 

transkripcijskega faktorja Aro80p sproži omenjeni aminotransferazi, ki sta potrebni za 

njegovo lastno sintezo. Torej je produkcija aromatskih alkoholov večja pri višji celični 

gostoti, pot sinteze pa se prekriva še s potjo zaznavanja prisotnosti vira dušika. Amonij 

zavira tako nitasto rast, kakor tudi izražanje genov ARO9 in ARO10. Kljub temu pa se zdi, 

da aromatska alkohola nimata neposrednega vpliva na elemente MAPK-PKA (ang. 

Mitogen Activated Protein Kinase-Protein Kinase A) signalne poti, ki je potrebna za 

prenos signala ob pomanjkanju dušika (Chen in Fink, 2006; Wüster in Babu, 2009).  
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Slika 4: Shema sinteze aromatskih alkoholov triptofola (TrpOH) in fenilalanina (PheOH) ter sodelujoči 

encimi: aminotransferaze (Aro8, Aro9 in Aro10), piruvat dekarboksilaze (Pdc1, Pdc5 in Pdc6) in alkoholne 

dehidrogenaze (Adh). Gre za pozitivno povratno zanko, pri kateri sta Aro9 in Aro10 uravnani preko 

transkripcijskega faktorja Aro80, ki je aktiven v odvisnosti od triptofola. TrpOH in PheOH vplivata na 

spremembo izražanja približno 200 tarčnih genov, vendar sam mehanizem še vedno ni znan (Wüster in Babu, 

2010). 

 

2.4.2 Metode za določanje signalnih molekul 

 

Analitična kemija igra vedno bolj pomembno vlogo v svetovni industriji vina in je 

bistvenega pomena za zagotavljanje varnosti izdelkov in skladnosti z regulativnimi zakoni, 

ki urejajo mednarodni trg, kakor tudi razumevanje temeljnih vidikov pridelave grozdja in 

vina, za izboljšanje proizvodnih postopkov. Nenehen razvoj novih metod je olajšal 

razumevanje kemijske sestave in staranja vina, kar je ključnega pomena za nadzor 

kakovosti in pridobivanje še bolj podrobnejšega znanja (Villiers in sod., 2012). 

Spektroskopske metode, ki se uporabljajo za analize višjih alkoholov, vključujejo širok 

spekter tehnik, kot so spektrofotometrija v infrardečem in ultravijolično/vidnem spektru, 

jedrska magnetna resonančna (NMR) spektroskopija (Chen in sod., 2004) in masna 

spektrometrija (MS). Med najpogosteje uporabljenimi kromatografskimi metodami za 

analizo vina najdemo plinsko kromatografijo (GC) (Ciani in Ferraro; 1996; Toro in 

Vazyuez, 2002) in tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) (Andorrà in sod., 

2010b; Rossouw in sod., 2012). Izboljšano analizo omogočajo kombinirane metode, kot so 

plinsko tekočinska kromatografija (GLC) (Ciani in sod., 2006) plinska kromatografija z 

masno spektrometrijo (GCMS) (Mateo in sod., 2001; Barrajón in sod., 2011; Rossouw in 

sod., 2012). 

 

LEGENDA 
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2.4.2.1 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 

Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je kromatografska tehnika, ki se uporablja za 

ločevanje, čiščenje ter kvalitativno in kvantitativno določevanje posamezne komponente v 

vzorcu (Skoog in sod., 2004). Navadno gre za sistem stacionarne faze v koloni, črpalke za 

potiskanje mobilne faze skupaj z vzorcem skozi kolono in detektorja, ki zaznava različne 

retencijske čase in površine kromatografskih vrhov posameznih komponent. Črpalka 

ustvari visok pritisk, ki omogoča enakomeren pretok mobilne faze z vzorcem. Izbira tekoče 

mobilne faze je odvisna od sestave in lastnosti kolone ter komponent v vzorcu. Vrsto 

kromatografske metode izberemo glede na naravo posameznih komponent, ki jih želimo 

ločiti in določiti v vzorcu. Adsorpcijsko ali porazdelitveno metodo uporabljamo za 

ločevanje majhnih in manj polarnih molekul na osnovi topnosti, ionsko izmenjevalno za 

ločevanje večjih molekul na osnovi naboja, izključitveno kromatografijo za ločevanje po 

velikosti in afinitetno metodo za ločevanje snovi glede na njihovo težnjo po vezavi s 

snovjo na koloni (StandardBase; Skoog in sod., 2004). Prednosti metode pred klasično 

kromatografijo so kratek čas ločbe, ponovljivi rezultati, visoka občutljivost in boljša 

ločljivost (Skoog in sod., 2004). 

 

2.4.2.2 Jedrska magnetna resonančna spektroskopija (NMR) 

Jedrska magnetna resonanca je neselektivno analitično orodje, ki omogoča določitev 

molekulske strukture, vključno s konfiguracijo, koncentracijo in celo medmolekulskih 

interakcij, brez uničenja preiskovane snovi (Rogers, 2007). Gre za pojav, ki nastane ko so 

jedra atomov s spinom iz določenega statičnega magnetnega polja, izpostavljena drugemu 

nihajočemu magnetnemu polju (Hornak, 1999). Vzorec z magnetno aktivnimi atomskimi 

jedri v močnem magnetnem polju izpostavimo elektromagnetnem valovanju določene 

frekvence. Ko delec postavimo v zunanje magnetno polje z neko magnetno gostoto, se 

spremeni energija usmerjenosti v prostoru. Frekvenca elektromagnetnega valovanja, s 

katero sprožimo preskok med spinskima stanjema, je sorazmerna gostoti zunanjega 

magnetnega polja.  S pulznim valovanjem preidejo jedra v vzbujeno stanje, iz katerega se 

ob oddajanju signalov vračajo v osnovno stanje (iznihavanje). Signale po sprejemu v 

tuljavo zapiše računalnik, tako da lahko po obdelavi dobimo spekter valovanja (Keeler, 

2002). 

 

2.4.2.3 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS) 

GC-MS je eno najpomembnejših orodij analizne kemije, za kvalitativno in kvantitativno 

analizo hlapnih organskih spojin. Po principu plinske kromatografije (GC) se molekule na 

kromatografski koloni ločijo glede na njihove kemijske značilnosti, v okviru masne 

spektrometrije (MS) pa glede na maso (Hites, 1997). Obvezni sestavni deli so: injektor, 

plinski kromatogram z virom nosilnega plina, termostat, programska oprema za prevajanje 

signala, kolona s stacionarno fazo, vmesnik za prenos molekul do vira ionizacije, sistem 

masne spektrometrije z virom ionizacije, lečami, določevalcem mase, detektorjem ionov in 

večstopenjskim črpalcem (McMaster, 2008). Zaradi razlik v afiniteti do stacionarne faze, 

molekule različno hitro potujejo po kromatografski koloni. Molekule, ločene glede na 

njihov zadrževalni čas na koloni, so analizirane z masnim spektrometrom. Ta v vakuum 

zajete molekule razbije na ionizirane delce, določi njihovo maso in primerja posamezne 

vrednosti. Združeni metodi zmanjšata možnost napake analize in dobimo kvantitativno in 

kvalitativno ločbo molekul v vzorcu (McMaster, 2008). 
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VCEPEK PREKONOČNE 

KULTURE 

Sterilno filtriran mošt, vinske 

sorte Malvazija; Vinakoper 

2009 

3 MATERIALI IN METODE 

 

V tem poglavju so navedene metode in materiali, ki smo jih uporabili tekom 

eksperimentalnega dela poskusa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Slika 5: Hodogram pred-poskusa, alkoholna fermentacija mošta sorte Malvazija. 

 

 

 

 

 
 

ČISTA KULTURA 

C. zemplinina 

1,0×10
6
 celic/ml 

ZDRUŽENI KULTURI 

S. cerevisiae  in C. zemplinina 

1,0×10
6
 celic/ml 

 

FERMENTACIJA (T=22 °C) 

ČISTA KULTURA 

S. cerevisiae 

1,0×10
6
 celic/ml 

 

VZORČENJE 

Tehtanje-tvorba CO2 

Merjenje OD650 

Analiza HPLC; določanje 

koncentracije sladkorjev, etanola, 

glicerola, organskih kislin  

Določanje CFU/mL z 

nacepljanjem na 

hranljivi agar WL 
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VCEPEK PREKONOČNE 

KULTURE 

Sterilno filtriran mošt, vinske 

sorte Sauvignon; Vipava 2010 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6: Hodogram poskusa, alkoholna fermentacija mošta sorte Sauvignon. 

ČISTA KULTURA 

C. zemplinina 

5,5×10
5
 celic/ml 

ZDRUŽENI 

KULTURI 

S. cerevisiae  in 

C. zemplinina 

5,5×10
5
 celic/ml 

 

FERMENTACIJA (T=22 °C) 

ČISTA KULTURA 

S. cerevisiae 

5,5×10
5
 celic/ml 

 

VZORČENJE 

Tehtanje-tvorba CO2 

Merjenje OD650 

Analiza HPLC; določanje 

koncentracije sladkorjev, etanola, 

glicerola, organskih kislin  

Določanje CFU/mL z 

nacepljanjem na 

hranljivi agar WL 

ČISTA KULTURA 

C. zemplinina 

5,5×10
5
 celic/ml 

 

ZDRUŽENI 

KULTURI 

S. cerevisiae  in 

C. zemplinina 

5,5×10
5
 celic/ml 

 

ČISTA KULTURA 

S. cerevisiae 

5,5×10
5
 celic/ml 

 

KONTROLA; brez 

dodatka signalnih 

molekul 

Dodatek signalnih 

molekul v 

koncentraciji 1000 

µM 
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3.1 MATERIALI 

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili spodaj naštete in opisane materiale.  

 

3.1.1 Mikroorganizmi 

Uporabljeni sevi se nahajajo v Zbirki industrijskih mikroorganizmov (ZIM) Katedre za 

Biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil, Oddelka za živilstvo Biotehniške fakultete, 

Univerze v Ljubljani. Gre za vinski sev Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927, izoliran iz 

mošta sorte Malvazija in sev Candida zemplinina ZIM 842, izoliran iz mošta sorte Rebula 

Kvasovke smo po revitalizaciji hranili na agarskih ploščah gojišča YPD pri 28 °C. Da bi 

ohranili živost in čistost kulture, smo posamezno kolonijo vmesno precepljali na sveža 

gojišča. 

Preglednica 2: Uporabljeni sevi mikroorganizmov. 

Vrsta mikroorganizma Oznaka Vir 

Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927 mošt Malvazije, Slovenija 

Candida zemplinina ZIM 842 mošt Rebule, Slovenija 

 

3.1.2 Mikrobiološka gojišča 

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili tekočo in trdno obliko gojišča YPD (ang. Yeast 

Peptone Dextrose) ter trdno gojišče WL (ang. Wallerstein Laboratories Nutrient agar) z in 

brez cikloheksimida. 

 

3.1.2.1 Tekoče gojišče YPD (Atlas, 2010) 

Za pripravo gojišča po recepturi smo uporabili: 

 

Sestavina Proizvajalec Količina Končna koncentracija 

• kvasni ekstrakt Biolife, Italija 10 g 1 % 

• pepton Biolife, Italija 20 g 2 % 

• glukoza Merck, Nemčija 20 g 2 % 

• dH2O  1000 ml  

 

Maso sestavin smo preračunali na ustrezen volumen, jih natehtali v enolitrsko steklenico z 

navojem in jim dodali 750 mL destilirane vode. Gojišče smo toplotno sterilizirali v 

avtoklavu (20 min, 121 °C, 1,1 bar) in ga po postopku ohladili na sobno temperaturo ter 

aseptično razdelili v sterilne erlenmajerice. Tekoče gojišče smo uporabili za namnožitev 

vcepka delovnih organizmov, ki smo jih uporabili kot starter kulturo pri fermentacijah. 

 

3.1.2.2 Trdno gojišče YPD (Atlas, 2010) 

Za trdno gojišče YPD smo k sestavinam za tekoče gojišče YPD, dodali še 2 % agar in 

ustrezen volumen destilirane vode. V enolitrsko steklenico z navojem smo natehtali 

sestavine in dodali 750 mL destilirane vode ter sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 min, 

1,1 bar). Po postopku sterilizacije je sledilo hlajenje v vodni kopeli pri 55 °C in aseptično 

razlivanje v sterilne petrijeve plošče. Trdna oblika gojišča nam je služila za ohranjanje 

živosti kultur in določanje števila kolonijskih enot. 
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Sestavina Proizvajalec Količina Končna koncentracija 

• kvasni ekstrakt Biolife, Italija 10 g 1 % 

• pepton Biolife, Italija 20 g 2 % 

• glukoza Merck, Nemčija 20 g 2 % 

• agar Biolife, Italija 20 g 2 % 

• dH2O  1000 ml  

 

3.1.2.3 Pravi mošt 

V pred-poskusu smo za alkoholno fermentacijo uporabili mošt sorte Malvazija (Vinakoper, 

2009), v poskusu pa mošt sorte Sauvignon (Vipava, 2010), ki sta bila shranjena v 

zamrzovalniku pri -20 °C. Odtaljen mošt smo sterilizirali z metodo filtriranja, v nekaj 

korakih. Najprej smo mošt centrifugirali (10 minut pri 4000×g), supernatant odlili ter ga 

prefiltrirali skozi filter za grobo filtracijo mošta in nato še skozi filter z velikostjo por 0,45 

µm ter končno skozi filter z velikostjo por 0,2 µm. 

 

3.1.2.4 Trdno gojišče WL (Fluka, Švedska) 

Glede na specifikacijo proizvajalca smo v steklenico natehtali 60,2 g gojišča v prahu ter 

dodali 750 mL destilirane vode. Po sterilizaciji v avtoklavu (121 °C, 20 min, 1,1 bar) smo 

gojišče ohladili v vodni kopeli in ga aseptično razlili v petrijeve plošče. Gojišče je 

diferencialno in nam je omogočilo razlikovanje zraslih kolonij uporabljenih sevov, po 

barvi in morfologiji. Uporabili smo ga za določanje števila kolonijskih enot med potekom 

fermentacije. 

 

3.1.2.5 Trdno gojišče WL (Fluka, Švedska) s cikloheksimidom 

Z dodatkom cikloheksimida WL gojišču smo dobili selektivno gojišče, saj je dodana snov 

zaviralec rasti določenih skupin kvasovk. Iz založne raztopine v koncentraciji 80 mg/L 

smo pripravili raztopino začetne koncentracije 1000 mg/l. V mikrocentrifugirki smo 

zmešali 150 µl založne raztopine in 11,85 mL dH2O, premešali in sterilizirali s filtracijo 

skozi 0,2 µm filter in shranili do uporabe pri 4 °C. Pripravili smo z 7 steklenic z 250 mL 

WL gojišča, vsako za drugačno končno koncentracijo cikloheksimida in dve za kontrolo, 

brez dodatka. Po avtoklaviranju smo gojišče ohladili na 55 °C in dodali ustrezen volumen 

cikloheksimida v koncentraciji 1000 mg/l, da smo dobili sledeče končne koncentracije: 

0,5; 1; 2; 4; 6; 8 in 10 mg/l. 

 

3.1.3 Pufri in raztopine 

3.1.3.1 Pufer PBS (Merck, Nemčija) 

Za pripravo 10 X PBS pufra smo uporabili: 

• NaCl Merck, Nemčija 80 g 

• KCl Merck, Nemčija 2 g 

• Na2HPO4×H2O Merck, Nemčija 7,4 g 

• KH2PO4 Merck, Nemčija 2,4 g 

• dH2O  1000 ml 

 

 



Bezek K. Vloga signalnih molekul pri alkoholni fermentaciji s čisto in združeno starter kulturo. 

   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2012 

20 

Naštete sestavine v prahu smo natehtali v 1000 mL čašo, dodali vodo in mešali na 

magnetnem mešalu, dokler se sestavine niso vidno raztopile. Nato smo s pH metrom 

odčitali pH in ga z dodatkom 5 M NaOH, oziroma 0,5 M HCl, umerili na pH 7,4. Pufer 

smo sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 min, 1,1 bar). 

 

3.1.3.2 Metilensko modrilo (Kirsop in Painting, 1989) 

V 10 mL destilirane vode smo raztopili 0,01 g metilenskega modrila, dodali 2 g natrijevega 

citrat dihidrata in raztopili z mešanjem na magnetnem mešalu. Vsebino smo prelili v 100 

mL bučko in do oznake dolili sterilno destilirano vodo. Pripravljeno barvilo smo še 

filtrirali skozi 0,2 µm filter in ga do uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C. 

 

3.1.4 Priprava mobilne faze za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 

•  Acetonitril 

Za kromatografsko ločbo s kolono Waters (150 mm×4,6 mm; XBridge Phenyl 5,0 µm), 

smo kot mobilno fazo pripravili dvajset odstotni acetonitril. V valj smo odmerili 200 mL 

100 % acetonitrila in ga prelili v 1000 mL merilno bučo, v katero smo nato do oznake 

dolili dH2O. Vsebino smo prelili v enolitrsko steklenico z navojem, ki smo jo za 20 min 

potopili v ultrazvočno kopel. 

 

•  5 mM H2SO4 

Za kromatografsko ločbo s kolono Aminex HPX-87H (360 mm×7,8 mm; BioRad) smo kot 

mobilno fazo pripravili 5 mM H2SO4. V 2 l merilno bučo smo do vratu natočili dH2O in 

dodali 534 µl H2SO4 ter dH2O do oznake. Mobilno fazo smo prelili v steklenico z 

razplinjevalcem, ki je bila del sistema. 

 

3.1.5 Standardne raztopine za umeritvene krivulje 

Umeritvene krivulje smo izdelali za glukozo, fruktozo, etanol, glicerol, citronsko kislino, 

jabolčno kislino, ocetno kislino, vinsko kislino, feniletanol in triptofol. Pripravili smo 

različne koncentracije raztopin posamezne komponente in vzorec analizirali s tekočinsko 

kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC).  

 

3.1.5.1 Glukoza in fruktoza 

Za pripravo založne raztopine glukoze v koncentraciji 200 g/l, smo v 10 mL bučko 

natehtali 2 g sladkorja in do oznake dodali dH2O. Vsebino smo prefiltrirali skozi 0,2 µm 

filter in s kombinacijo ustreznih volumnov založne raztopine in dH2O pripravili ostale 

potrebne koncentracije; 30, 50, 70 in 100 g/l. Iz desetkratno redčene založne raztopine smo 

nato pripravili še redčitve v koncentracijah 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 in 10 g/l. Enak postopek smo 

uporabili tudi za pripravo fruktoze. 

 

3.1.5.2 Etanol 

Za pripravo založne raztopine etanola v koncentraciji 200 g/L smo v 10 mL merilno bučko 

odpipetirali 2,535 mL 100% etanola ter do oznake dolili dH2O. Ustrezen volumen smo po 

filtraciji skozi 0,2 µm filter, redčili do koncentracij 30, 50, 70 in 100 g/l. Iz desetkrat 

redčene založne raztopine pa smo pripravili še koncentracije 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 in 10 g/l. 
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3.1.5.3 Glicerol 

Pri pripravi založne raztopine glicerola v koncentraciji 50 g/L smo v 10 mL bučko 

odpipetirali 0,397 mL glicerola ter dodali dH2O do oznake. Ustrezen volumen smo 

prefiltrirali in redčili do koncentracij 2,5; 5; 10; 20; 30; 50 g/l. Iz 10x redčene založne 

raztopine smo pripravili še koncentracije 0,1; 0,25; 0,5; in 1 g/L. 

 

3.1.5.4 Organske kisline: citronska, jabolčna, ocetna in vinska  

Za pripravo jabolčne, ocetne in vinske kisline, smo v 10 mL bučko natehtali 0,1 g kisline v 

prahu in dodali dH2O do oznake. Založno raztopino citronske kisline smo pripravili iz 95,2 

µl neredčene raztopine in dH2O vode do oznake v 10 mL bučki.  

 

3.1.5.5 Signalni molekuli: feniletanol (PheOH) in triptofol (TrpOH) 

•  Feniletanol 

Feniletanol v založni koncentraciji 50 mM smo pripravili tako, da smo natehtali 0,05 g 

feniletanola v tekoči obliki in dodali 8185 µl sterilne dH2O. Raztopino smo dobro 

premešali, filtrirali skozi 0,2 µm filter in do uporabe shranili pri 4 °C. 

 

•  Triptofol 

V mikrocentrifugirki smo pripravili 0,1 M založno raztopino triptofola; natehtali smo 

0,032 g triptofola, dodali 200 µl absolutnega etanola in zmešali na vrtinčniku, dokler se 

vsebina ni vidno raztopila. Nato smo dodali še 1800 µl sterilne dH2O ter filtrirali skozi 0,2 

µm filter in do uporabe shranili pri sobni temperaturi. Iz dobljene založne raztopine smo 

pridobili nadaljnje redčitve za umeritveno krivuljo.  
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3.1.6 Laboratorijska oprema 

Preglednica 3: Uporabljena laboratorijska oprema. 

Naziv Oznaka modela Proizvajalec 

Avtoklav / Sutjeska, Jugoslavija 

Avtomatske pipete P10, P20, P100, P200, P1000 Gilson, Francija 

Brezprašna komora PIO LFVP 12 Iskra, Slovenija 

Centrifuga 3K30 Sigma, ZDA 

Čitalec mikrotitrskih plošč Safire 2 Tecan, Švica 

Digestorij / Iskra, Slovenija 

Hladilnik / LTH, SLovenija 

Hladilnik / Gorenje, Slovenija 

Inkubator grelno-hladilni BTES_frigomat Termo Iskra, Slovenija 

Inkubator Kambič  

Kamera za mikroskop CSF z 

dokumentacijskim sistemom 
Leica Leica, Nemčija 

Magnetno mešalo RTC basic IKA, ZDA 

Mikroskop DM4000 B Leica, Nemčija 

Omara za sušenje steklovine SO-250 Elektromedicina, Slovenija 

pH meter Seven multi Mettler Toledo, ZDA 

Sistem za kromatografijo visoke 

ločljivosti 
/ Knauer, Nemčija 

Tehtnici Sartorius-excellence Sartorius, Nemčija 

 Sartorius-analytic Sartorius, Nemčija 

Termostat s cirkulacijo hladilne 

tekočine 
2219 Multitemp II LKB-Pharmacia, ZDA 

Vakuumska črpalka VEB Reglerwerk VEB Reglerwerk, Nemčija 

Vrtinčnik IKA Lab Dencer IKA, ZDA 

Zamrzovalnik (-20°C) Economic Gorenje, Slovenija 
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Preglednica 4: Ostali uporabljeni laboratorijski pripomočki. 

Naziv Proizvajalec 

Filtri Phenex; velikost por 0,2 µm Phenomenex, Italija 

Filtri Millex; velikost por 0,22 µm Millipore, ZDA 

Filtri nitrocelulozni; 0,45 µm pore Sartorius, Nemčija 

Filtri za grobo filtracijo mošta Millipore, ZDA 

Erlenmajerice 200 ml Schott Duran, Nemčija 

Injekcijske brizge BD Plastipak / 

Merilni valji / 

Mikrocentrifugirke 2 mL  Eppendorf, Nemčija 

Mikrotitrske ploščice P96 TPP, Švica 

Nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija; Gilson, Francija 

Objektna stekelca Brand GMBH, Nemčija 

Parafilm »M« PM 992 American National Can, ZDA 

Plastične filtrirne naprave TPP, Švica 

Plastične mikrocentrifugirke (10 in 50 ml) TPP, Švica 

Steklene filtrirne naprave Sartorius, Nemčija 

Steklene kroglice  Sigma, Nemčija 

Sterilne petrijeve plošče Labortehnika Golias, Slovenija 

Sterilne plastične cepilne zanke  

Števec kolonij (ang. Colony Counter) Bio Kobe, Japan 

Števne komore Bürker-Türk Brand, Nemčija 

Viale Supelco, Sigma-Aldrich, Nemčija 

 

 

3.1.7 Reagenti 

  acetonitril Sigma-Aldrich, Nemčija   kvasni ekstrakt Biolife, Italija 

  agar Biolife, Italija   NaCl Merck, Nemčija 

  citronska kislina Sigma-Aldrich, Nemčija   NaOH Merck, Nemčija 

  etanol (96 %, 70 %) Merck, Nemčija   ocetna kislina Merck, Nemčija 

  feniletanol Sigma-Aldrich, Nemčija   pepton Biolife, Italija 

  formaldehid Sigma-Aldrich, Nemčija   triptofol Fluka, Švica 

  fruktoza Merck, Nemčija   vinska kislina Kemika, Hrvaška 

  glicerol Sigma-Aldrich, Nemčija   

  glukoza Merck, Nemčija   

  H2SO4 Carbo Erba   

  jabolčna kislina Merck, Nemčija   

  KCl Merck, Nemčija   

  KH2PO4 Merck, Nemčija   
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3.2 METODE 

3.2.1 Namnožitev biomase za vcepek 

Vcepek za fermentacijo smo pripravili v 250 mL erlenmajericah s 100 mL tekočega 

gojišča YPD. Vanj smo iz trdnega gojišča YPD, s cepilno zanko prenesli kolonijo 

posameznega seva S. cerevisiae ZIM 1927 in C. zemplinina ZIM 842. Nacepljena gojišča 

smo 24 ur inkubirali na stresalniku z 220 vrt./min pri temperaturi 28 °C. Pred nacepljanjem 

sterilnega mošta za fermentacijo, smo kulturo centrifugirali, supernatant zavrgli in pelet 

suspendirali v sterilnem moštu. Kvasovke smo obarvali z metilenskim modrilom in s 

pomočjo štetja celic pod mikroskopom, določili njihovo koncentracijo. Glede na slednjo 

smo izračunali pravšnji volumen, za dosego želene skupne začetne koncentracije. Ta naj bi 

bila pri pred-poskusu 6,0×10
6
 celic v 1800 mL mošta in 5,5×10

5
 celic v 1200 mL mošta pri 

glavnem poskusu. 

 

3.2.2 Določitev vpliva različnih koncentracij feniletanola in triptofola na živost celic 

Pred samim poskusom smo preverili vpliv dodatka feniletanola in triptofola na živost celic 

C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. Poskus smo izvedli v 

mikrocentrifugirkah, v katere smo razporedili pravi mošt nacepljen s čisto kulturo 

posameznega seva po dodatku različnih koncentracij (0 µM, 350 µM, 500 µM, 750 µM, 

1000 µM) feniletanola in triptofola. Alkoholna fermentacija je potekala v inkubatorju pri 

22 °C. V nekaj urnih časovnih razmikih smo vzorčili (20 µl) 4 neodvisne ponovitve 

posamezne kombinacije, vzorec redčili z metilenskim modrilom in prešteli žive celice pod 

mikroskopom ter izračunali njihovo koncentracijo.  

 

3.2.3 Alkoholna fermentacija 

Fermentacija je potekala v 250 mL erlenmajericah z zamaškom in vrelno veho, na 

magnetnih mešalih v inkubatorju, pri temperaturi 22 °C. Izhajanje nastalega CO2, je 

omogočala odprtina vrelne vehe, ki smo jo po razdelitvi delovnega volumna mošta v 

erlenmajerice, namestili skozi zamašek. Ker smo količino sproščenega CO2 izračunali iz 

razlik v masi, je bilo potrebno fermentorje pred in po vsakem vzorčenju stehtati. Pri 

vzorčenju smo iz vsakega fermentorja vzeli po 1,3 mL čim bolj reprezentativnega vzorca, 

ki smo ga uporabili za določanje koncentracije celic, merjenje optične gostote, redčitveno 

vrsto in nacepljanje ustreznih razredčitev na trdno gojišče WL. Ostanek vzorca smo 

centrifugirali (5 min pri 2000×g) in supernatant shranili na -20 °C, za kasnejšo analizo s 

tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). 

 

3.2.4 Merjenje optične gostote vzorcev  

Po vsakem vzorčenju smo 200 µl vzorca odpipetirali v mikrotitersko ploščico in z optičnim 

čitalcem Tecan pri valovni dolžini 650 nm, izmerili optično gostoto. Dobljenim vrednostim 

smo odšteli vrednost vzorca mošta, ki smo ga kot kontrolo inkubirali pod istimi pogoji kot 

fermentorje. Iz rezultatov vzorčenj med potekom fermentacije, smo izdelali rastno krivuljo. 
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3.2.5 Neposredno in posredno določanje koncentracije celic (Zupan in sod., poslano v 

objavo) 

Število celic v raztopini smo določali neposredno, s štetjem celic pod mikroskopom, na 

Bürker-Türkovo števni komori (Proscitech, 2003). Najprej smo vzorec dobro premešali in 

20 µl redčili z 20 µl metilenskega modrila. Dvakratno redčitev vzorca smo nato premešali 

na vrtinčniku in 20 µl enakomerno nanesli pod pričvrščeno krovno stekelce. Z 

mikroskopom smo pod 100- kratno povečavo, s pomočjo navodila za iskanje živih celic, 

posneli sliko vidnega polja. Le-to smo nato obdelali s programom ImageJ in dobili število 

celic na določeni površini, ki smo ga nato ob upoštevanju redčitve in površine, uporabili za 

izračun koncentracije celic na mililiter suspenzije po enačbi: 

 

                                                                                                                                         ... (1) 

        
     

  
 

                                 

                      
                   

 

 

   
 

Slika 7: Bürker-Türk števna komora (Proscitech, 2003). 

 

Posreden način je bilo določanje števila kolonijskih enot (CFU), ki smo ga izračunali iz 

števila zraslih kolonij ter volumna ustrezne redčitve, nacepljene na trdno gojišče WL. Ob 

vsakem vzorčenju smo določili koncentracijo celic posameznega seva v vzorcu in se 

odločili kolikokrat bomo vzorec redčili, da dobimo števne plošče s številom zraslih kolonij 

od 30-300 na plošči. Za redčitveno vrsto smo uporabili 1×PBS pufer in določen volumen 

dveh redčitev v treh paralelkah nacepili na trdno gojišče WL, razmazali s sterilnimi 

steklenimi kroglicami in plošče 48 ur ali dlje inkubirali pri 28 °C. Po inkubaciji je sledilo 

štetje kolonij in izračun kolonijskih enot na mililiter (CFU/ml) po enačbi. 

 

                                                                                                                                         ... (2) 
   

  
 

   

 
 

                                                                                                                                                                                                        

Y- število preštetih kolonijskih enot; R- faktor redčitve; V- volumen raztopine nacepljen na 

gojišče 

 

3.2.6 Merjenje med fermentacijo sproščenega ogljikovega dioksida (CO2)  

Količino nastalega CO2 smo izračunali posredno, iz razlik v masi med posameznimi 

vzorčenji. Fermentorje smo pred in po vsakem vzorčenju stehtali, da smo lahko pri 

računanju tvorbe CO2, odšteli spremembo mase odvzetega volumna vzorca. 
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3.2.7 Priprava umeritvene krivulje za HPLC s standardnimi raztopinami 

Pripravljene standardne raztopine znanih koncentracij smo analizirali s tekočinsko 

kromatografijo visoke ločljivosti, ki je potekala pod ustreznimi kromatografskimi pogoji. 

 

Vsebnost sladkorjev glukoze, fruktoze, etanola in glicerola, smo določali z RI detektorjem. 

Kromatografski pogoji so bili: 

• razplinjevalnik: Jour Research, VacCap, 

• črpalka: Knauer, Maxi star K-1000, 

• kolona: Bio-Rad, Aminex, HPX-87H, dimenzije 300 mm×7,8 mm, 

• mobilna faza: 0,005 M H2SO4, 

• pretok mobilne faze: 0,6 mL/min, 

• temperatura: 36 °C, 

• volumen injiciranja: 40 μL, 

• detektor: diferencialni refraktometer, Knauer, 

• vzorčevalnik: Spark Holland, Midas, 

• zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000. 

Za določanje vsebnosti organskih kislin smo uporabili UV-VIS detektor. 

Pogoji kromatografije so bili: 

• razplinjevalnik: Jour Research, VacCap, 

• črpalka: Knauer, Maxi star K-1000, 

• kolona: Bio-Rad, Aminex, HPX-87H, dimenzije 300 mm×7,8 mm, 

• mobilna faza: 0,005 M H2SO4, 

• pretok mobilne faze: 0,6 mL/min, 

• temperatura: 36 °C, 

• volumen injiciranja: 40 μL, 

• detektor: UV-VIS, Knauer, 

• vzorčevalnik: Spark Holland, Midas, 

• zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000. 

 

Za ločevanje in detekcijo signalnih molekul (triptofola in feniletanola) v vzorcih, smo 

uporabili 16 minutni program in kolono Waters (150 mm × 4,6 mm; XBridge Phenyl). 

Triptofol smo detektirali z UV-VIS detektorjem, feniletanol pa s fluorescenčnim (FLD; 

ang. fluorescence detector) detektorjem pri valovni dolžini vzbujevalne svetlobe λ=285 nm 

(Zupan in sod., poslano v objavo). 

 

Triptofol (IUPAC; 2-(1H-indol-3-il)etanol) v vzorcih smo določali z UV-VIS detektorjem, 

pri sledečih kromatografskih pogojih: 

• črpalka: Knauer, Maxi star K-1000, 

• kolona: Waters, XBridge Phenyl 5,0 µm, dimenzije 150 mm×4,6 mm, 

• mobilna faza: 20 % acetonitril, 

• pretok mobilne faze: 1,0 mL/min, 

• temperatura: sobna, 

• volumen injiciranja: 40 μL, 

• detektor: UV-VIS, Knauer, 

• avtomatski podajalec vzorcev: Spark Holland, Marathon-XT, 

• zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000. 



Bezek K. Vloga signalnih molekul pri alkoholni fermentaciji s čisto in združeno starter kulturo. 

   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2012 

27 

Za določanje feniletanola (IUPAC; 2-feniletanol) smo uporabili fluorescenčni (FLD) 

detertor. Kromatografski pogoji so bili: 

• črpalka: Knauer, Maxi star K-1000, 

• kolona: Waters, XBridge Phenyl 5,0 µm, dimenzije 150 mm×4,6 mm, 

• mobilna faza: 20 % acetonitril, 

• pretok mobilne faze: 1,0 mL/min, 

• temperatura: sobna, 

• volumen injiciranja: 40 μL, 

• detektor: spektrofluorometrični detektor RF-551, Shimadzu, 

• avtomatski podajalec vzorcev: Spark Holland, Marathon-XT, 

• zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000. 

Pridobljene podatke kromatografske ločbe smo obdelali s programom Origin (OriginLab®) 

in z metodo integriranja na bazni liniji, določili površine kromatografskih vrhov. 

Pripadnost posameznega vrha določeni spojini smo določili s pomočjo retencijskega časa, 

to je karakteristični čas, ki ga posamezna komponenta potrebuje za prehod skozi kolono. 

Grafi odvisnosti znanih koncentracij standardnih raztopin, od dobljenih površin 

kromatografskih vrhov, predstavljajo umeritvene krivulje. Koeficient k iz linearne enačbe 

premice, smo uporabili za izračun koncentracij določene komponente v kasneje 

pridobljenih vzorcih. 

                                                                                                                                         ... (3) 

           

 

y- koncentracija komponente v standardni raztopini; k- smerni koeficient; x- površina 

kromatografskega vrhu posamezne komponente v standardni raztopini; n- presečišče grafa 

z ordinatno osjo 

                                                                                                                                         ... (4) 

      

 

c- koncentracija komponente v vzorcu; x- površina kromatografskega vrha posamezne 

komponente v vzorcu; k- smerni koeficient enačbe umeritvene krivulje določene 

komponente 

 

3.2.8 Določanje koncentracije sladkorjev, etanola, glicerola in organskih kislin, s 

tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) 

 

Shranjene vzorce smo odmrznili in centrifugirali 5 min pri 6000 x g ter supernatant 

filtrirali skozi 0,2 µl filter v vijalo. Komponente vzorca so se z uporabo 25 minutnega 

programa, na koloni Aminex HPX-87H (360 mm×7,8 mm; BioRad), ločile na osnovi 

velikosti in naboja molekul. Glukozo, fruktozo, etanol in glicerol smo določili z 

refraktometričnim detektorjem (RI ang. refractive index detector), na osnovi razlik med 

lomnimi količniki mobilne faze (5 mM raztopina H2SO4) in raztopine vzorca. Za določanje 

organskih kislin (citronske, jabolčne, ocetne in vinske) smo uporabili UV-VIS detektor za 

ultravijolični in vidni del spektra. Dobljene kromatograme smo kvantitativno ovrednotili 

preko umeritvenih krivulj standardnih raztopin.  
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3.2.9 Določanje količine asimilirajočega dušika (Gump in sod., 2001) 

Metoda titracije formola je enostaven in hiter način za določitev količine asimilirajočega 

dušika, ki se lahko uporabi za grobo oceno njegove razpoložljivosti v mediju (YAN; ang. 

Yeast Assimilable Nitrogen). Formaldehid po dodatku k predhodno primerno 

razredčenemu vzorcu reagira z aminokislinami, ki so poglavitni vir v presnovi 

uporabljenega dušika. Pride do sprostitve protonov (H
+
), sorazmerno z razpoložljivim 

dušikom in posledično do padca pH vrednosti vzorca. Z volumnom NaOH, potrebnim za 

nevtralizacijo sproščenih protonov, dobimo oceno vsebnosti dušika v aminokislinah 

(Gump in sod., 2001). 

 

Vzorec mošta sorte Sauvignon (pH 3,7) smo prefiltrirali skozi gobi filter in mu z 

dodajanjem1 M NaOH umerili pH na 8. Ker smo sklepali, da žveplovega dioksida (SO2)ni 

bilo v moštu, smo korak dodajanja barijevega klorida izpustili. 100 mL vzorca smo nato 

prelili v 200 mL merilno bučo in dopolnili z destilirano vodo do oznake. Vsebino smo 

dobro premešali in 100 mL razredčine prelili v čašo in dodali 25 mL formaldehida (pH 8). 

Vzorec smo nato ponovno umerili na pH 8, z dodajanjem 0,1 M NaOH in volumen 

slednjega uporabili za izračun količine asimilirajočega dušika (YAN). 

 

                                                                                                                                         ... (5) 

 
                                                                           

               
 

                                                                                                                                         ... (6) 

 

    (
   

 
)             

 

 

3.2.10 Analiza aromatskega profila 

Vzorce za analizo aromatskega profila smo odvzeli v treh ključnih točkah fermentacije; na 

sredini eksponentne faze celic, v sredini stacionarne faze in ob koncu poskusa. V označeno 

plastično mikrocentrifugirnko smo odpipetirali 5 mL vzorca in dodali natrijev azid v 

končni koncentraciji 0,2 g/l. Po triurni inkubaciji smo mikrocentrifugirke centrifugirali 5 

min pri 2000×g, supernatant odlili v nove mikrocentrifugirke in shranili do analize na -20 

°C. Natrijev azid smo dodali za boljšo ločbo kvasne biomase iz vzorca, po protokolu 

Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS), ki je za nas izvedlo analizo. 

 

3.2.10.1 Natrijev azid 

Pripravili smo natrijev azid v založni koncentraciji 10 g/l; v čašo smo natehtali 1 g NaN3 

in ga raztopili v 80 mL d H2O, vsebino prelili v 100 mL bučko in dodali vodo do oznake. 

Vsebino smo premešali in filtrirali skozi 0,2 µl filter ter do uporabe shranili pri 4 °C. 
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3.2.10.2 Hierarhično grupiranje 

Pri metodi hierarhičnega grupiranja ali analizi grup moramo najprej določiti kako podobni 

so si obravnavani predmeti, ali spremenljivke, ki jih opisujejo. Iz podobnosti med pari 

naredimo matriko, čemur sledi korak povezovanja, pri katerem je najpogostejša metoda 

zgoščevanja, z postopnim povezovanjem predmetov v skupine. Osnovni namen je 

preračunati vrednost številčne podobnosti med novo nastalimi skupinami in ostalimi 

predmeti. Rezultate analize grup prikažemo z drevesnim diagramom (Košir, 2001). 

 

3.2.10.3 Regularizirana diskriminatna analiza  

Na osnovi izračuna, ki ga pridobimo z regularizirano diskriminantno analizo (RDA), 

poudarimo razlike med že na začetku določenimi skupinami vzorcev. Iz skupine znanih 

vzorcev izračunamo matriko, s pravili za umeščanje neznanih vzorcev. Prvi korak je 

optimizacija, ki je največkrat navzkrižna in iz vsake skupine vzorcev vzamemo po enega, 

ostalim pa izračunamo RDA (Košir, 2001). 
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4 REZULTATI 

 

Poglavje povzema rezultate laboratorijskega dela, ki smo jih pridobili od marca do julija 

2012 in so v obliki grafov in preglednic, nekateri podrobnejši podatki ter umeritvene 

krivulje pa so v poglavju Priloge. Predstavljeni so rezultati poteka fermentacije mošta sorte 

Malvazija s čisto in z združeno starter kulturo kvasovk Candida zemplinina ZIM 842 in 

Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927, brez dodatka signalnih molekul (feniletanola in 

triptofola) in rezultati poteka fermentacije mošta sorte Sauvignon s čisto in združeno starter 

kulturo, po in brez dodatka signalnih molekul (feniletanola in triptofola). Rasti kvasovk 

med fermentacijo smo sledili preko merjenja optične gostote (OD650) in določanja 

kolonijskih enot (CFU/ml). Spremljali smo še količino sproščenega CO2, porabo glukoze 

in fruktoze ter tvorbo etanola, glicerola, organskih kislin (citronske, jabolčne, ocetne, 

vinske) in dinamiko koncentracije feniletanola ter triptofola. Porabo sladkorjev, količino 

nastalih produktov presnove ter koncentracijo signalnih molekul smo določili z uporabo 

tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC). 

 

 

4.1 POTEK ČISTE IN ZDRUŽENE ALKOHOLNE FERMENTACIJE MOŠTA 

SORTE MALVAZIJA BREZ DODATKA SIGNALNIH MOLEKUL 

 

V pred-poskusu smo s spremljanjem naštetih parametrov želeli preveriti, kakšna je razlika 

med dinamiko fermentacije s čisto kulturo (C. zemplinina ali S. cerevisiae) v primerjavi s 

fermentacijo z združenima kulturama (C. zemplinina in S. cerevisiae) ter v kakšni 

koncentraciji nastajata feniletanol in triptofol. 

 

4.1.1 Spremljanje rasti kvasovk med čisto in združeno alkoholno fermentacijo 

mošta sorte Malvazija 

 

Dinamiko rasti kvasovk smo med potekom čiste in združene fermentacije mošta sorte 

Malvazija spremljali preko merjenja ogljikovega dioksida in optične gostote (OD650) (Priloga 

A3) ter z določanjem števila kolonijskih enot (CFU/ml) (Slika 8). 

  

Med fermentacijo s čistima kulturama doseže višje povprečno število CFU/mL čista 

kultura kvasovk C. zemplinina, z najvišjo točko po 48. urah fermentacije (3,2×10
8
 

CFU/ml) ter z nihajočimi vrednostmi do 14. dne (2,0×10
8
 CFU/ml), po katerem ni bilo več 

vidnih kolonij na gojišču WL (Slika 8A). Število kolonijskih enot S. cerevisiae v čisti 

kulturi, doseže vrh četrti dan (1,9×10
8
 CFU/ml) fermentacije in se postopoma zniža na 

približno 400 CFU/mL ob zaključku fermentacije (Slika 8A). 

 

Pri združeni fermentaciji kvasovka S. cerevisiae doseže višje število CFU/ml kot v sami 

čisti kulturi in sicer z najvišjo točko po 48. urah fermentacije (2,9×10
8
 CFU/mL), po kateri 

se število zniža na 170 CFU/mL ob zaključku fermentacije (Slika 8B). Število CFU/mL C. 

zemplinina v združeni kulturi doseže vrh že po 24. urah fermentacije (9,2×10
6
 CFU/mL), 

vendar je njeno število v primerjavi s čisto kulturo nižje in 19. dan fermentacije ni več 

vidnih kolonij na gojišču WL (Slika 8B). 
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                                         A)                                                                    B) 

 

 
Slika 8: Dinamika rasti kvasovk C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 med čisto (A) in 

združeno (B) fermentacijo mošta sorte Malvazija (T=22 °C). Legenda: C. zemplinina  v čisti kulturi; S. 

cerevisiae  v čisti kulturi; C. zemplinina  v združeni kulturi; S. cerevisiae  v združeni starter 

kulturi. 

 

4.1.2 Dinamika čiste in združene alkoholne fermentacije mošta sorte Malvazija 

Na slikah spodaj je prikazana dinamika porabe glukoze in fruktoze ter tvorba etanola med 

36 dnevno fermentacijo mošta sorte Malvazija s čisto in z združeno kulturo kvasovk 

Candida zemplinina ZIM 842 in Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927. Poraba glukoze je 

bila pri fermentaciji s čisto kulturo S. cerevisiae večja (88,1 %) in hitrejša kot poraba 

fruktoze (58,3 %). Na ravno nasprotno situacijo naletimo pri fermentaciji s čisto kulturo C. 

zemplinina, ki za presnovo porabi večji delež fruktoze (92,4 %) (Preglednica 5). Pri obeh 

skupinah fermentorjev se je poraba obeh sladkorjev po 19. dnevu fermentacije ustalila. Pri 

fermentaciji z združeno kulturo je bila dinamika porabe sladkorjev bolj podobna 

fermentaciji s čisto kulturo S. cerevisiae, z nekoliko manjšim izkoristkom (Slika 9). 

Količina nastalega etanola na koncu fermentacije je bila pri vseh treh skupinah 

fermentorjev zelo podobna, čeprav se je dinamika nastajanja med fermentacijo s čisto 

kulturo C. zemplinina nekoliko razlikovala od ostalih. Iz naklona krivulj lahko sklepamo, 

da je bila sinteza etanola med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae in z združeno 

starter kulturo hitrejša (Slika 9). Končna koncentracija po fermentaciji s čistima kulturama 

je bila približno 116 g/L, po fermentaciji z združeno kulturo pa 110,7 g/L (Slika 9). 
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Slika 9: Dinamika pretvorbe sladkorjev in tvorbe etanola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama S. cerevisiae ZIM 1927 in C. zemplinina ZIM 842 (T=22 °C). Legenda: glukoza 

; fruktoza ; etanol . 
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Preglednica 5: Poraba sladkorjev po čisti in združeni alkoholni fermentaciji mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. 

 

Sladkor 
S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 

Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Poraba [g/L] Delež [%] Poraba [g/L] Delež [%] Poraba [g/L] Delež [%] 

Glukoza 143,4 88,1 93,5 60,6 135,26 80,1 

Fruktoza 94,4 58,3 138,2 92,4 88,7 51,5 

 

Poraba glukoze je bila največja med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae (88,1 %), 

sledi fermentacija z združeno kulturo (80,1 %) in najmanjša poraba pri C. zemplinina v 

čisti kulturi (60,6 %). Do najhitrejše in največje porabe fruktoze je prišlo med fermentacijo 

s čisto kulturo C. zemplinina (92,4 %), sledi fermentacija s čisto kulturo S. cerevisiae (58,3 

%) in najmanjša poraba pri fermentaciji z združeno kulturo (51,5 %) (Preglednica 5).  

 

 

4.1.3 Kemijske spremembe med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija 

 

Med čisto in združeno alkoholno fermentacijo mošta sorte Malvazija s kvasovkama 

Candida zemplinina ZIM 842 in Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927 smo spremljali tudi 

količino nastalega glicerola in organskih kislin (citronska, jabolčna, ocetna, vinska). Iz 

rezultatov lahko sklepamo, da sta si dinamiki tvorbe in porabe glicerola ter organskih kislin 

med čisto fermentacijo s kvasovko S. cerevisiae in združeno fermentacijo bolj podobni kot 

v primerjavi z dinamiko med čisto fermentacijo kvasovko C. zemplinina (Slika 10, 11).  

 

Največ glicerola je nastalo med čisto fermentacijo s kvasovko C. zemplinina (8,25 g/L), 

medtem ko sta koncentraciji nastali med čisto fermentacijo s kvasovko S. cerevisiae (5,58 

g/L) in med združeno fermentacijo (5,78 g/L) bolj podobni (Slika 11). 

 

Citronska kislina je bila prisotna že v moštu in njena koncentracija se med 36 dnevno 

fermentacijo ni bistveno spreminjala. 

Ob spremljanju koncentracije jabolčne kisline naletimo na podobno dinamiko med čisto in 

združeno fermentacijo, z najnižjo končno koncentracijo po fermentaciji s čisto kulturo C. 

zemplinina (6,2 g/L). Količina kisline po 48. urah fermentacije naraste, z najvišjo točko 

med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae (13,33 g/L). Nato postopno upada in se ustali 

po 14. dnevu fermentacije, na kar se njena koncentracija ne spreminja več.  

Dinamika nastajanja ocetne kisline je med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae in med 

fermentacijo z združeno kulturo zelo podobna in ob koncu poskusa doseže 3,4 g/L. Vidno 

izstopa koncentracija ocetne kisline pri fermentaciji s čisto kulturo C. zemplinina, ki v 

najvišji točki znaša kar 15,17 g/L in ob koncu 10,1 g/L. 

Tudi vinska kislina se nahaja že v samem moštu (2,82-3,14 g/L) in je njena koncentracija 

ob začetku in koncu fermentacije skoraj enaka. Nihanje je največje pri čisti fermentaciji s 

kvasovko C. zemplinina, ki doseže vrh 5. dan fermentacije (4,04 g/L).  
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Slika 10: Dinamika tvorbe/porabe organskih kislin med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Legenda: C. 

zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v združeni starter kulturi . 
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Slika 11: Dinamika tvorbe glicerola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Legenda: C. zemplinina  v 

čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v združeni starter kulturi . 

 

4.1.4 Primerjava aromatskega profila čiste in združene fermentacije 

4.1.4.1 Hierarhično grupiranje 

Iz rezultatov prikazanih z drevesnim diagramom lahko vidimo, da so se vzorci vina, 

nastalega po čisti in združeni fermentaciji razvrstili v dve glavni skupini. V eni glavni 

skupini imamo podskupino z vzorci po čisti fermentaciji s kvasovko Candida zemplinina 

ZIM 842 (1, 2, 3) v drugi glavni skupini pa podskupino z vzorci po čisti fermentaciji s 

kvasovko S. cerevisiae ZIM 1927 (4, 5) in podskupino vzorcev po združeni fermentaciji (7, 

8, 9). Čeprav je vzorec številka 6 nastal po čisti fermentaciji s S. cerevisiae, se nahaja v 

podskupini z vzorci po združeni fermentaciji (Slika 12). Takšna razporeditev je verjetno 

posledica tehnične napake, do katere je prišlo zaradi izgube volumna mošta, v 24. urah po 

začetku fermentacije. Vzorci na dendrogramu so razporejeni glede na odstotek medsebojne 

podobnosti, katere merilo je na navpični osi. Iz analize aromatskega profila lahko 

sklepamo, da izbira seva za fermentacijo ključno vpliva na aromo končnega produkta 

fermentacije. 
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Slika 12:  Dendrogram podobnosti med aromatskimi profili končnih proizvodov po čisti in združeni 

fermentaciji mošta sorte Malvazija. Zaporednim številkam 1, 2, 3, pripada končni produkt fermentacije s 

čisto kulturo C. zemplinina ZIM 842, številkam 3, 4, 5, produkt fermentacije s čisto kulturo S. cerevisiae 

ZIM 1927 in številkam 6, 7, 8, produkt fermentacije z združenima kulturama. 

 

4.1.4.2 Regularizirana diskriminatna analiza  

Z regularizirano diskriminantno analizo (RDA) lahko poudarimo razlike med predhodno 

definiranimi skupinami vzorcev in postavimo šablono za umestitev neznanih vzorcev. Iz 

razporeditve devetih vzorcev, treh skupin fermentorjev je razvidno, da znotraj določene 

skupine ni odstopanj (Slika 13). 

 

                                             A)                                                      B) 

 
 
Slika 13: Razvrstitev devetih vzorcev končnega proizvoda po čisti in združeni fermentaciji mošta sorte 

Malvazija, na osnovi izračunane matrice RDA (A) in rezultati ocenjevanja matrice (B).  
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4.2 VPLIV RAZLIČNIH KONCENTRACIJ FENILETANOLA IN TRIPTOFOLA 

NA ŽIVOST CELIC 

 

S ciljem ugotoviti vpliv različnih koncentracij signalnih molekul na potek fermentacije s 

čistima in z združenima kulturama Candida zemplinina ZIM 842 in Saccharomyces. 

cerevisiae ZIM 1927, smo morali najprej določiti najbolj primerno končno koncentracijo 

feniletanola in triptofola. Preverili smo učinek različnih koncentracij na živost celic C. 

zemplinina in S. cerevisiae med mini-fermentacijo. 

 

Poskus je zaradi lažje izvedljivosti potekal v mikrocentrifugirkah in sicer v štirih 

ponovitvah za posamezno koncentracijo dodanih signalnih molekul. Ob vsakem vzorčenju 

smo določali število celic/ml s štetjem pod mikroskopom. Iz dobljenih rezultatov smo 

sklepali, da feniletanol in triptofol niti v 1000 µM koncentraciji, ne vplivata statistično 

značilno na živost celic. Kljub temu lahko opazimo, da je število celic kvasovke C. 

zemplinina večje (Slika 14B) kot število celic S. cerevisiae (Slika 14A), vendar med 

rastnima krivuljama dinamikami števila celic po dodatku različnih koncentracij signalnih 

molekul, ni bilo statistično značilnih razlik. Na podlagi ugotovitev smo se odločili, da 

bomo pri poskusu uporabili 1000 µM končno koncentracijo feniletanola in triptofola. 

 

                                                    A)                                                              B) 

 
Slika 14: Rastne krivulje celic S. cerevisiae ZIM 1927 (A) in C. zemplinina ZIM 842 (B) med 66 urno 

fermentacijo mošta sorte Mavazija, po dodatku feniletanola in triptofola v koncentracijah 0 µM ( ), 350 

µM ( ), 500 µM ( ), 750 µM ( ) in 1000 µM ( ). 
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4.3 POTEK ČISTE IN ZDRUŽENE ALKOHOLNE FERMENTACIJE MOŠTA 

SORTE SAUVIGNON 

 

Znano je, da sta feniletanol in triptofol signalni molekuli, ki posredujeta preklop 

morfologije celic S. cerevisiae iz kvasne v nitasto obliko rasti, mi pa smo želeli preveriti, 

ali imata vpliv tudi na dinamiko poteka čiste in združene alkoholne fermentacije. 

Aromatska alkohola smo pred začetkom čiste in združene fermentacije mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 dodali v 

končni koncentraciji 1000 µM. Prikazane so povprečne vrednosti treh neodvisnih 

ponovitev skupine fermentorjev po in brez dodatka feniletanola in triptofola. Dinamiko 

fermentacije smo spremljali preko enakih parametrov kot v pred-poskusu. 

 

4.3.1 Spremljanje rasti kvasovk med čisto in združeno alkoholno fermentacijo 

po/brez dodatka feniletanola in triptofola 

 

Dinamiko rasti starter kultur med čisto in združeno fermentacijo po (Slika 15B) in brez 

(Slika 15A) dodatka feniletanola in triptofola v končni koncentraciji 1000 µM, smo 

spremljali s primerjavo rastnih krivulj, ki smo jih pridobili preko določanja števila 

kolonijskih enot (CFU/ml) (Priloga C2, C3). 

                                            A)                                                              B) 

Slika 15: Rastne krivulje kvasovk C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 med alkoholno 

fermentacijo mošta sorte Sauvignon (T=22 °C). Prikazane so povprečne vrednosti brez (A) in po dodatku 

feniletanola in triptofola v koncentraciji 1000 µM. Legenda: C. zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae 

 v čisti kulturi; C. zemplinina  v združeni kulturi; S. cerevisiae  v združeni kulturi. 
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Pri čistih fermentacijah po dodatku feniletanola in triptofola je število kolonijskih enot C. 

zemplinina doseglo vrh osmi dan (5,0×10
7
 CFU/ml), čista kultura S. cerevisiae pa je 

najvišjo vrednost dosegla že po 48. urah fermentacije (4,4×10
6
 CFU/ml). Ob koncu čiste 

fermentacije je bilo kvasovk vrste C. zemplinina še 2,5×10
7
 CFU/ml, kvasovk S. cerevisiae 

pa 1,4×10
4
 CFU/mL (Slika 15B). Pri združeni fermentaciji po dodatku feniletanola in 

triptofola je število kolonijskih enot S. cerevisiae doseglo vrh po 48. urah (4,33×10
6
 

CFU/mL), kar je zelo podobno dinamiki števila kolonijskih enot kvasovke C. zemplinina v 

združeni kulturi (4,3×10
6
 CFU/mL) (Slika 15B). Pri vseh kombinacijah fermentorjev je 

vidna rast kolonij tudi ob koncu fermentacije, z izjemo seva C. zemplinina ZIM 842 v 

združeni fermentaciji, med katero po 14. dnevu na gojišču ni bilo več vidnih kolonij (Slika 

15). 

 

Dinamiki čiste in združene fermentacije po in brez dodatka feniletanola in triptofola sta si 

zelo podobni. Pri čisti fermentaciji kontrolne skupine doseže večje število kolonijskih enot 

prav tako kvasovka C. zemplinina (4,18×10
7
 CFU/ml) in sicer osmi dan fermentacije, nato 

pa začne število upadati do 2,42×10
7
 CFU/mL ob koncu poskusa. Število kolonijskih enot 

S. cerevisiae v čisti kulturi je bilo najvišje po 24. urah in sicer 5,19×10
6
 CFU/mL (Slika 

15A). V združeni kulturi se situacija obrne in večje število kolonijskih enot doseže S. 

cerevisiae 5,1×10
6
 CFU/mL, C. zemplinina pa največ 1,1×10

6
 CFU/mL, po prvem dnevu 

fermentacije. Število celic pri C. zemplinina v združeni kulturi po 48. urah strmo pade in 

po 14. dnevu na gojišču ni več vidnih kolonij (Slika 15A). 

 

4.3.2 Dinamika čiste in združene fermentacije po/brez dodatka feniletanola in 

triptofola  

 

Vzorce odvzete neposredno po nacepitvi mošta, v sredini eksponentne faze rasti, na 

začetku in sredini stacionarne faze ter ob zaključku fermentacije smo analizirali s 

tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. Pridobljeni rezultati nam ponazarjajo 

dinamiko poteka čiste in združene fermentacije s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. 

cerevisiae ZIM 1927 in morebitne razlike med fermentacijami po in brez dodatka 

feniletanola in triptofola. Prikazane so povprečne vrednosti treh neodvisnih ponovitev, po 

in brez dodatka feniletanola in triptofola v končni koncentraciji 1000 µM. 

 

Med dinamikami porabe sladkorjev in tvorbe etanola brez (Slika 16B, 17B, 18B) in po 

(Slika 16A, 17A, 18A) dodatku feniletanola in triptofola, ni statistično značilnih razlik. Pri 

obeh skupinah fermentorjev je bila poraba glukoze največja med fermentacijo s čisto 

kulturo S. cerevisiae ter z združeno kulturo S. cerevisiae in C. zemplinina (96 %) 

(Preglednica 6, 7). Iz naklona premice lahko sklepamo, da je bila pri obeh poraba 

najhitrejša v prvih dneh fermentacije, nato naklon nekoliko upade do osmega dne, ko so 

kvasovke že porabile ves razpoložljivi sladkor (Slika 16, 18).  

 

Dinamika porabe sladkorjev in tvorbe etanola med fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

čistima in združenima kulturama C. zemplinina in S. cerevisiae brez dodatka feniletanola 

in triptofola (Slika 16A, 17A, 18A) je primerljiva z dinamiko fermentacije mošta sorte 

Malvazija (Slika 9). 
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Slika 16: Dinamika pretvorbe sladkorjev in tvorbe etanola med čisto fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovko S cerevisiae ZIM 1927 brez (A) in po (B) dodatku feniletanola in triptofola (T=22 °C). Legenda: 

glukoza ; fruktoza ; etanol . 

 

 

Slika 17: Dinamika pretvorbe sladkorjev in tvorbe etanola med čisto fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovko C. zemplinina ZIM 842 brez (A) in po (B) dodatku feniletanola in triptofola (T=22 °C). Legenda: 

glukoza ; fruktoza ; etanol . 

 

A) 

B) 
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A) 

B)  

Slika 18: Dinamika pretvorbe sladkorjev in tvorbe etanola med združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 brez (A) in po (B) dodatku 

feniletanola in triptofola (T=22 °C). Legenda: glukoza ; fruktoza ; etanol . 

 
Preglednica 6: Poraba sladkorjev po čisti in združeni alkoholni fermentaciji mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 brez dodatka feniletanola in triptofola. 

 

Sladkor 
S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 

Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Poraba [g/L] Delež [%] Poraba [g/L] Delež [%] Poraba [g/L] Delež [%] 

Glukoza 107,82 96,3 21,03 18,9 106,19 96,3 

Fruktoza 91,0 97,6 89,6 97,3 89,8 97,5 

 
Preglednica 7: Poraba sladkorjev po čisti in združeni alkoholni fermentaciji mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 po dodatku feniletanola in triptofola v 

koncentraciji 1000 µM. 

 

Sladkor 
S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 

Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Poraba [g/L] Delež [%] Poraba [g/L] Delež [%] Poraba [g/L] Delež [%] 

Glukoza 107,94 96,4 19,95 17,9 106,31 96,4 

Fruktoza 90,6 97,2 89,8 97,5 89,6 97,2 
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Povprečne vrednosti nastalega etanola se pri skupini po dodatku feniletanola in triptofola, 

razlikujejo zgolj za 2 g/L več produkta kot pri skupini brez dodatka feniletanola in 

triptofola. Največ etanola nastane med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae in 

združeno kulturo S. cerevisiae in C. zemplinina (95-97 g/L), opazno manj pa med 

fermentacijo s čisto kulturo C. zemplinina (50-52 g/L). Nastajanje etanola se pri čisti 

kulturi S. cerevisiae (Slika 17) in združeni kulturi (Slika 19) po osmem dnevu fermentacije 

umiri, pri fermentaciji s čisto kulturo C. zemplinina pa do konca poskusa še raste (Slika 

18). 

 

4.3.3 Kemijske spremembe med čisto in združeno fermentacijo po/brez dodatka 

feniletanola in triptofola 

 

Da bi ugotovili, ali ima dodatek feniletanola in triptofola kakšen vpliv na dinamiko poteka 

fermentacije, smo s pomočjo analize HPLC spremljali tvorbo/porabo glicerola in organskih 

kislin (citronska, jabolčna, ocetna, vinska). 

 

Največ glicerola je nastalo med fermentacijo s čisto kulturo kvasovke C. zemplinina ZIM 

842 (7,50 g/L) brez dodatka signalnih molekul. Sledita ji koncentraciji, nastali med 

fermentacijo z združeno kulturo in s čisto kulturo S. cerevisiae ZIM 1927 (3,7 g/L) (Slika 

19A). Pri fermentaciji po dodatku signalnih molekul je količina nastalega glicerola prav 

tako največja pri čisti kulturi C. zemplinina (6,5 g/L), sledita ji čista kultura S. cerevisiae in 

združena kultura (3,3 g/L) (Slika 19B). 

 

                                            A)                                                            B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 19: Dinamika tvorbe glicerola med čisto in združeno alkoholno fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927. Podane so povprečne vrednosti treh 

neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. Legenda: C. zemplinina  v 

čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v združeni starter kulturi . 
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                                         A)                                                                    B) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Slika 20: Dinamika tvorbe/porabe organskih kislin med čisto in združeno alkoholno fermentacijo mošta 

sorte Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 brez (A) in po (B) dodatku 

feniletanola in triptofola. Legenda: C. zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; 

kvasovki v združeni starter kulturi . 
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Dinamika količine citronske kisline se med skupinama fermentorjev po in brez dodatka 

feniletanola in triptofola nekoliko razlikuje, vendar je pri obeh največji producent kisline 

kvasovka C. zemplinina v čisti kulturi. Med vrednostmi nastale citronske kisline med čisto 

fermentacijo s kvasovko C zemplinina po (3,7 g/L) in brez (3,9 g/L) dodatka feniletanola in 

triptofola ni statistično značilnih razlik. Gre le za nekoliko drugačno dinamiko, saj med 

fermentacijo po dodatku signalnih molekul pri C. zemplinina do osmega dne vidimo večji 

porast, kot pri kontrolni skupini. Najhitrejši vzpon vidimo v prvih osmih dneh fermentacije 

in le minimalen porast do zaključka fermentacije. (4,9 g/L), kateremu sledi padec (3,7 g/L). 

Krivulji S. cerevisiae in združene kulture potekata skoraj enako, brez večjih sprememb od 

začetnega stanja (Slika 20). 

 

Skupini fermentorjev po in brez dodatka signalnih molekul sta se razlikovali tudi v tvorbi 

ocetne kisline. Največ ocetne kisline je nastalo med čisto fermentacijo s kvasovko C. 

zemplinina ZIM 842 po dodatku feniletanola in triptofola (10,4 g/L). Čeprav sta dinamiki 

skupine po in brez dodatka feniletanola in triptofola podobni, je med čisto fermentacijo s 

kvasovko C. zemplinina brez dodatka signalnih molekul nastalo skoraj za polovico manj 

ocetne kisline (5,6 g/L). Pri obeh količina kisline do osmega dne strmo narašča, nato rahlo 

upade do 14 dne, čemur sledi nagel padec do 16 dne. Med čisto fermentacijo s kvasovko S. 

cerevisiae po dodatku feniletanola in triptofola nastane 0,9 g/L kisline, po združeni 

fermentaciji pa 1,3 g/L. Vrednosti in dinamika so zelo podobne poteku fermentacije brez 

dodatka signalnih molekul, pri kateri nastane med čisto fermentaciji s S. cerevisiae  1,7 g/L 

in med združeno fermentacijo 2,0 g/L kisline.  

 

Količina v mediju prisotne jabolčne kisline se pri vseh skupinah fermentorjev med 

fermentacijo zmanjša. Med čisto in združeno fermentacijo po dodatku feniletanola in 

triptofola, pride do naglega padca količine jabolčne kisline že po 48. urah fermentacije. Do 

konca fermentacije količina še rahlo upade, najhitreje pri združeni kulturi, najnižjo 

vrednost kisline ob koncu poskusa pa ima produkt čiste fermentacije s kvasovko C. 

zemplinina (2,0 g/L). Med fermentacijo brez dodatka feniletanola in triptofola imamo 

nekoliko drugačno dinamiko, vendar so končne vrednosti podobne kot po fermentaciji po 

dodatku signalnih molekul (2,2 g/L)  

 

Nekaj vinske kisline je prisotne že v moštu (1,3-2 g/L) in se po fermentaciji njena količina 

poveča (3,5-4,1 g/L). Kljub temu, da je njena količina ob koncu fermentacije pri vseh 

fermentorjih zelo podobna, je dinamika tvorbe/porabe med potekom fermentacije skupine 

po in brez dodatka signalnih molekul nekoliko drugačna. 

 

 

4.3.4 Dinamika tvorbe signalnih molekul med čisto in združeno fermentacijo 

po/brez dodatka feniletanola in triptofola 

 

Med potekom alkoholne fermentacije smo pri obeh skupinah fermentorjev spremljali tudi 

dinamiko tvorbe feniletanola in triptofola. Za skupino brez dodatka feniletanola in 

triptofola so rezultati prikazani samo za feniletanol, saj je bila koncentracija triptofola pod 

mejo zaznavnosti.  
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Slika 21: Dinamika tvorbe feniletanola med čisto in združeno alkoholno fermentacijo mošta sorte Sauvignon 

s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 brez dodatka feniletanola in triptofola. 

Legenda: C. zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v združeni starter 

kulturi . 

 

V kontrolni skupini, brez dodatka signalnih molekul, je bila količina nastalega feniletanola 

najnižja po fermentaciji s čisto kulturo C. zemplinina (185 µM ). Trend nastajanja 

feniletanola med čisto fermentacijo s kvasovko S. cerevisiae in med združeno fermentacijo 

je zelo podoben in koncentracija ob koncu poskusa znaša 446-458 µM. Tudi naklon 

premice je pri tema dvema skupinama fermentorjev največji, predvsem do drugega dne, 

nato pa nekoliko manjši do osmega dne fermentacije. Od 8. do 14. dne se količina 

feniletanola ne spremeni veliko, vendar je do zaključka poskusa sledil še en rahel dvig 

koncentracije (Slika 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 22: Dinamika koncentracije triptofola med čisto in združeno alkoholno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 po dodatku feniletanola in 

triptofola. Legenda: C. zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v 

združeni starter kulturi . 
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Dinamika spreminjanja koncentracije triptofola po dodatku feniletanola in triptofola je pri 

vseh fermentorjih enaka. Do drugega dne po začetku fermentacije s čisto kulturo S. 

cerevisiae in združeno kulturo, koncentracija dodanega triptofola pade za približno 75 µM. 

Po drugem dnevu koncentracija rahlo narašča in se po 14 dnevu zopet hitro povzpne. Pri 

fermentaciji s čisto kulturo C. zemplinina je padec nekoliko manjši (40 µM), vendar ne 

smemo spregledati, da je bila tudi začetna koncentracija precej nižja od predvidene. 

Ob koncu poskusa znaša koncentracija v mediju s čisto kulturo S. cerevisiae 1035 µM, s 

čisto kulturo C. zemplinina 920 µM, po fermentaciji z združeno kulturo pa 1014 µM (Slika 

22). 

 
Slika 23: Dinamika koncentracije feniletanola med čisto in združeno alkoholno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 po dodatku feniletanola in 

triptofola. Legenda: C. zemplinina ZIM 842  v čisti kulturi; S. cerevisiae ZIM 1927  v čisti kulturi; 

kvasovki v združeni starter kulturi . 

 

Tudi dinamika spreminjanja koncentracije feniletanola po dodatku feniletanola in triptofola 

je med fermentorji podobna. Po 24. urah koncentracija sicer nekoliko upade, vendar po 

drugem dnevu samo narašča. Viden je porast z večjim naklonom med 14. in 16. dnem 

fermentacije. Ob koncu poskusa znaša koncentracija feniletanola po fermentaciji s čisto 

kulturo S. cerevisiae 1332 µM, s čisto kulturo C. zemplinina 1067 µM, po fermentaciji z 

združeno kulturo pa 1360 µM (Slika 23). 

 

4.3.5 Določanje količine asimilirajočega dušika v moštu 

Količino asimilirajočega dušika v vzorcu mošta sorte Sauvignon smo določili s titracijsko 

metodo, pri kateri smo količino asimilirajočega dušika izračunali s pomočjo dobljenega 

volumna NaOH, ki smo ga potrebovali za nevtralizacijo vzorca po dodatku formaldehida. 

Dobljeni volumen NaOH je znašal 4,15 mL in smo po enačbi 6 izračunali, da je v moštu 

116 mg/L asimilirajočega dušika. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI  

 

Po ugotovitvi, da nekatere naravno prisotne kvasovke najdemo tudi v kasnejših fazah 

fermentacije mošta, se je ponudila možnost uporabe združenih starter kultur (Romano in 

sod., 2003; Ciani in Comitini, 2006; Andorrà in sod., 2010b). Prednost pred fermentacijo s 

čisto kulturo je predvsem vpliv ne-Saccharomyces kvasovk na izboljšanje kemijske sestave 

in s tem senzoričnih lastnosti vina ter uspešen zaključek fermentacije s kvasovkami rodu 

Saccharomyces (Romano in sod., 2003; Ciani in Comitini., 2006; Jolly in sod., 2006; 

Ciani, 2010). Kljub pozitivnemu vplivu med združeno fermentacijo nastalih metabolitov na 

senzorične lastnosti vina, obstajajo zadržki pri uvedbi takšnega načina pridelave v prakso. 

Glavna dejavnika sta predvsem hitrost fermentacije, ki se ob prisotnosti druge vrste lahko 

upočasni in stranski produkti, ki imajo lahko neželen vpliv na okus ter aromo vina (Erten, 

2002; Fleet, 2003; Jolly in sod., 2003; Ciani in sod., 2006; Domizio in sod., 2007; Viana in 

sod., 2008; Ciani in sod., 2010). Ciani in sod. (2010) ter Mendoza in sod. (2007) so 

poudarili pomembnost vzajemnega delovanja kvasovk pri združeni fermentaciji, saj naj bi 

interakcije med celicami vplivale tako na živost ne-Saccharomyces vrst, kakor tudi na 

dinamiko rasti sevov S. cerevisiae. Čeprav je zaznavanje celične gostote poznan 

mehanizem celičnega komuniciranja tudi pri kvasovkah, njegova povezava z 

mikrobiologijo vina še ni bila natančno opredeljena (Fleet, 2003). Chen in Fink (2006) sta 

pri S. cerevisiae opisala pot zaznavanja celične gostote, ki nastane kot odziv na 

pomanjkanje vira dušika v okolju in vodi do spremembe morfologije celic. Gre za signal 

posredovan s signalnima molekulama feniletanolom in triptofolom (Chen in Fink, 2006). Z 

raziskovalnim delom smo želeli preveriti vlogo feniletanola in triptofola pri dinamiki 

fermentacije z izbranima sevoma Candida zemplinina in Saccharomyces cerevisiae v čisti 

in v združeni kulturi. Preizkusili smo tudi njun vpliv na živost celic. Zanimalo nas je, ali 

obstajajo razlike med aromatskima profiloma končnih produktov čiste in združene 

fermentacije. 

 

5.1 VPLIV RAZLIČNIH KONCENTRACIJ FENILETANOLA IN TRIPTOFOLA 

NA ŽIVOST CELIC 

 

Osnovna aroma vina se razvije med alkoholno fermentacijo, pri kateri pride do nastanka 

aromatičnih spojin, med katere sodijo tudi višji alkoholi. Slednje delimo na alifatske in 

aromatske, ki v koncentraciji pod 300 g/L pozitivno vplivajo na kompleksnost in 

senzorične lastnosti vina (Mateo in sod., 2001). Pred poskusom smo izvedli manjši poskus, 

s katerim smo preverili vpliv različnih koncentracij feniletanola in triptofola na zaviranje 

rasti celic kvasovk C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927.  

 

Na Sliki 14A vidimo, da nobena izbrana koncentracija feniletanola in triptofola (350 µM, 

500 µM, 750 µM, 1000 µM), nima statistično značilnega vpliva na živost in rast celic S. 

cerevisiae. Enako lahko sklepamo tudi iz rezultatov pridobljenih med fermentacijo s C. 

zemplinina (Slika 14B). Na osnovi teh rezultatov, smo pred čisto in združeno fermentacijo 

mošta sorte Sauvignon dodali feniletanol in triptofol do končne koncentracije1000 µM. 
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5.2 DINAMIKA ČISTE IN ZDRUŽENE ALKOHOLNE FERMENTACIJE  

 

Glavni del poskusa je bil sestavljen iz dveh skupin fermentacij, ki sta se razlikovali po 

dodatku signalnih molekul feniletanola in triptofola. V kontrolni skupini je bilo 9 

fermentorjev (3 čista kultura C. zemplinina ZIM 842, 3 čista kultura S. cerevisiae ZIM 

1927 in 3 združena kultura) brez dodatka feniletanola in triptofola, v drugi skupini pa je 

fermentacija tekla po dodatku feniletanola in triptofola. Poleg fermentorjev smo pod istimi 

pogoji inkubirali tudi vzorec sterilnega mošta, za preverjanje aseptičnosti bioprocesa. 

Vzorčili smo takoj po nacepitvi sevov, na sredini eksponentne faze rasti, ob začetku in 

sredini stacionarne faze ter pred zaustavitvijo fermentacije. Volumen odvzetega vzorca 

(1,3 ml) smo uporabili za določanje števila celic pod mikroskopom, merjenje optične 

gostote, določanje števila kolonijskih enot in za analizo s tekočinsko kromatografijo visoke 

ločljivosti (HPLC). 

 

5.2.1 Spremljanje rasti kvasovk med potekom alkoholne fermentacije 

 

Čeprav metoda merjenja optične gostote ni najbolj zanesljiva, smo jo uporabili kot pomoč 

pri spremljanju rasti kvasovk med fermentacijo. Da bi se čim bolj približali dejanskemu 

številu celic, smo dobljenim vrednostim odšteli OD650 sterilnega mošta, ki smo ga 

uporabili za alkoholno fermentacijo. Iz krivulj (Priloga C1) lahko sklepamo, da so 

kvasovke imele zelo kratko fazo prilagajanja, le C. zemplinina nekoliko daljšo. Kvasovke 

med združeno fermentacijo in med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae dosežejo 

sredino eksponentne faze po 24. urah in po 48. urah začetek stacionarne faze rasti, v kateri 

so celice do osmega dne fermentacije. Zaradi spremembe razmer v mediju pride po 8. 

dnevu do odmiranja celic in po 14. dnevu do upada števila celic. Trend spreminjanja 

optične gostote je med kontrolno skupino in skupino po dodatku signalnih molekul enak, z 

malenkostno večjimi vrednostmi pri skupini po dodatku feniletanola in triptofola. 

 

Na živost in dinamiko rasti kvasovk med fermentacijo lahko vpliva mnogo dejavnikov, 

med katerimi so še posebej pomembne interakcije znotraj prisotne mikrobne združbe 

(Fleet, 2003; Nissen in Arneborg, 2003; Andorrà, 2010b). Za spremljanje živosti kvasovk 

smo izbrali metodo določanja števila kolonijskih enot, na diferencialnem gojišču WL 

(Domizio in sod., 2007; De Maio, 2010; Suzzi in sod., 2012). Gojišče WL je uporabno za 

razločevanje Saccharomyces vrst kvasovk od ne- Saccharomyces med združeno alkoholno 

fermentacijo, saj pride ob znižanju pH do spremembe barve indikatorja bromkrezol zeleno 

(Fugelsang, 1997). Na gojišču so zrasle kvasovke, ki so iz ene celice tvorile vidne kolonije 

(CFU), ki se med uporabljenima sevoma razlikujejo po morfologiji in videzu. Kvasovka S. 

cerevisiae je po 48. urah na gojišču WL tvorila velike, okrogle, bele kolonije z ravnim 

robom, ki so se očitno razlikovale od manjših, zelenkasto modrih, okroglih kolonij 

kvasovke C. zemplinina.  

 

Pri fermentaciji mošta sorte Sauvignon brez dodanih signalnih molekul je največje število 

kolonijskih enot dosegla čista kultura C. zemplinina 8. dan fermentacije (4,2×10
7
 CFU/ml). 

S. cerevisiae je med čisto fermentacijo dosegla vrh sicer že drugi dan, vendar le 5,2×10
6
 

CFU/mL (Slika 15A). Med združeno fermentacijo pa sta obe kvasovki, S. cerevisiae 

(5,1×10
6
 CFU/ml) in C. zemplinina (1,1×10

6
 CFU/ml), dosegli največje število CFU/mL 

že po 48. urah fermentacije (Slika 15A).  
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Celice obeh sevov v čisti fermentaciji so žive tudi ob koncu poskusa, medtem ko je pri 

združeni fermentaciji 14. dan na gojišču zrastla samo S. cerevisiae. Dinamiki rasti med 

fermentacijo po in brez dodatka feniletanola in triptofola sta si bili zelo podobni. Največje 

število kolonijskih enot med fermentacijo po dodatku signalnih molekul je dosegla C. 

zemplinina osmi dan čiste fermentacije (5,0×10
7
 CFU/ml), S. cerevisiae med čisto 

fermentacijo pa že po 48. urah (4,4×10
6
 CFU/ml) (Slika 15B). Med združeno fermentacijo 

po dodatku feniletanola in triptofola, da je dinamika rasti nekoliko drugačna kot med 

fermentacijo brez dodatka signalnih molekul. Največje število kolonijskih enot (4,3×10
7
 

CFU/ml) sta oba seva v združeni fermentaciji dosegla že po 48. urah fermentacije (Slika 

15B). Ob primerjavi števila kolonijskih enot kvasovke C. zemplinina med čisto 

fermentacijo po in brez dodatka feniletanola in triptofola lahko vidimo, da dodatek 

signalnih molekul statistično značilno spodbudi rast kvasovk C. zemplinina med 2. in 3. 

dnem fermentacije (Priloga C3). Iz števila CFU/mL med fermentacijo kontrolne skupine in 

skupine po dodatku feniletanola in triptofola lahko sklepamo, da dodatek signalnih 

molekul v končni koncentraciji 1000 µM ne vpliva na živost celic med potekom 

fermentacije. Število CFU/mL C. zemplinina je bilo med fermentacijo v združeni kulturi 

precej nižje od števila CFU/mL C. zemplinina med čisto fermentacijo. Gre verjetno za 

vlogo medsebojnih interakcij, ki negativno vplivajo na kvasovko C. zemplinina v združeni 

kulturi, saj živost celic C. zemplinina po drugem dnevu fermentacije pade in 14. dan ni bilo 

več vidnih kolonij na gojišču WL. Zdi se, da gre v združeni kulturi za antagonističen 

učinek kvasovke S. cerevisiae na živost C. zemplinina, kot so potrdili tudi Andorrà in sod. 

(2010b). 

 

5.2.2 Dinamika čiste in združene alkoholne fermentacije  

 

Spreminjanje kemijskih parametrov med potekom alkoholne fermentacije smo spremljali 

preko analize vzorcev s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (Cheraiti in sod., 

2005). Določili smo porabo sladkorjev (glukoze in fruktoze) in nastanek produktov 

presnove, kot so etanol, glicerol in organske kisline (citronska, jabolčna, ocetna, vinska). 

Tako lahko metabolno aktivnost kvasovk posredno prikažemo z dinamiko fermentacije, ki 

združuje porabo sladkorjev ter nastajanje etanola in sproščanje ogljikovega dioksida. 

 

Iz dinamike sproščanja CO2 lahko sklepamo (Priloga C1), da so kvasovke metabolno 

aktivne do 8. dne poteka fermentacije. Po osmem dnevu čiste fermentacije s kvasovko S. 

cerevisiae ali med združeno fermentacijo ni bilo večje metabolne aktivnosti, kljub temu, da 

so bile kvasovke žive do zaključka fermentacije (16 dni). To lahko potrdimo s količinami 

sproščenega ogljikovega dioksida in nastalega etanola. Na drugi strani je bila C. 

zemplinina po osmem dnevu še vedno metabolno aktivna (Priloga C1), kar je verjetno 

posledica počasnejše dinamike čiste fermentacije s kvasovko C. zemplinina. To dokazuje 

količina sproščenega CO2, ki ga je med  fermentacijo s čisto kulturo C. zemplinina nastalo 

46 g/l, medtem ko ga je med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae in fermentacijo z 

združeno kulturo, nastalo 88 g/L CO2. Dinamiki sproščanja CO2 med fermentacijama po in 

brez dodatka feniletanola in triptofola sta si zelo podobni (Priloga C1). 

 

Povprečna začetna vrednost koncentracije glukoze v grozdnem soku sorte Sauvignon je 

bila 111 g/L, fruktoze pa je bilo približno 92 g/L (Preglednica 6).  
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Čeprav naj bi kvasovka S. cerevisiae, kot vir ogljika prednostno izkoriščala glukozo, 

nekateri sevi pri nižjih temperaturah, v začetnih faza fermentacije, kažejo fruktofilen 

značaj (Tronchoni in sod., 2009). Med posameznimi sevi S. cerevisiae lahko prihaja do 

razlik v izkoristku glukoze in fruktoze zaradi različne aktivnosti heksokinaz (Berthels in 

sod., 2004; 2008). Pri fermentaciji mošta sorte »Malvazija« in »Sauvignon« s kulturo 

kvasovk S. cerevisiae in združenima kulturama, je prišlo v prvih dneh fermentacije do 

nagle porabe obeh sladkorjev, katerih koncentracija je že osmi dan fermentacije padla na 2 

g/L (Slika 16, 18). Zanimivo je, da je bila koncentracija glukoze ob zaključku fermentacije 

višja kot osmi dan, kar je verjetno posledica razgradnje rezervnih sladkorjev, ki se kopičijo 

v celicah in se nato sprostijo iz njih. Kljub temu, da S. cerevisiae istočasno izkorišča oba 

sladkorja, iz naklona premice vidimo, da je začetna koncentracija in posledično tudi poraba 

glukoze večja (Slika 16). Zaradi sprememb v izražanju transporterjev heksoz pride do 

razlik v izkoristku sladkorjev tudi pri nekaterih sevih kvasovke C. zemplinina (Berthels in 

sod., 2004; Tofalo in sod., 2012). Pri fermentaciji s čisto kulturo C. zemplinina pride po 16 

dneh do 19 % porabe glukoze in 97 % porabe fruktoze, kar potrjuje njeno fruktofilno 

naravo (Sipiczki, 2003, 2004; Sipiczki in sod., 2005). Poraba fruktoze je bila pri vseh 

fermentorjih in v obeh neodvisnih poskusih podobna (Preglednica 6,7).  

 

Dinamika porabe glukoze je pri skupini z dodanimi signalnih molekulami (Slika 16B, 17B, 

18B) zelo podobna kontrolni skupini (Slika 16A, 17A, 18A). Pri fermentaciji s čisto 

kulturo S. cerevisiae je koncentracija glukoze osmi dan padla celo pod 1 g/L, do 16. dne pa 

se je povečala na 4,0 g/L (Slika 16). Podobno se je zgodilo tudi pri fermentaciji z združeno 

kulturo, le da je bila koncentracija po 8. dnevu 2 g/L (Slika 18). Candida zemplinina je 

sposobna rasti na gojiščih s povišano koncentracijo glukoze in jo zato skupaj z vinskimi 

kvasovkami, kot sta Candida apicola in Zygosaccharomyces spp., umeščamo med 

osmotolerantne seve (Tofalo in sod., 2009, 2012). Izolati iz sladkih, botritiziranih vin, 

lahko rastejo celo ob prisotnosti 60 % glukoze v mediju (Sipiczki, 2003). Za kvasovko C. 

zemplinina v čisti kulturi glukoza ni predstavljala preferenčnega vira ogljika in jo je do 

konca poskusa izkoristila samo 18 % (Slika 17). Ugotavljajo, da obstajajo razlike v med 

sevi C. zemplinina povsem fruktofilnega značaja (Tofalo in sod., 2012), kot so sprva 

predvideli (Soden in sod., 2000; Magyar in Toth, 2011). Tofalo in sod. (2012) so pokazali, 

da lahko kvasovka C. zemplinina med alkoholno fermentacijo sočasno izrablja oba 

monosaharida, ali pa se loti glukoze šele, ko popolnoma izrabi fruktozo (Soden in sod., 

2000; Tofalo in sod., 2012).  

 

5.2.3 Dinamika nastalih produktov presnove med čisto in združeno alkoholno 

fermentacijo mošta 

 

Etanol nastaja sorazmerno s porabo sladkorjev in ga večji del nastane v prvih osmih dneh 

fermentacije. Čeprav je etanol osrednji končni produkt alkoholne fermentacije, predstavlja 

za celice enega izmed stresnih dejavnikov (Bisson, 1999). Gre predvsem za povečano 

prepustnost membrane in pasivnega toka protonov v celice, saj etanol prosto prehaja preko 

plazemske membrane in povzroči poškodbo proteinov membrane in fosfolipidnega 

dvosloja ter znotrajceličnih encimov (Hallsworth, 1998). Berthels in sod. (2004) so opazili, 

da visoka raven etanola na splošno zavira porabo sladkorjev, z večjim zaviralnim učinkom 

v primeru fruktoze. Lahko je tudi vzrok za upočasnjeno in zaustavljeno fermentacijo 

(Berthels in sod., 2004).  
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Med fermentacijo po dodatku signalnih molekul nastane največ etanola po čisti 

fermentaciji s S. cerevisiae 95,1 g/L ter podobno pri združeni fermentaciji 93,4 g/L in sicer 

v prvih osmih dneh. Med čisto fermentacijo s C. zemplinina je nastalo največ etanola med 

drugim in osmim dnevom fermentacije, po katerem se je koncentracija še vzpenjala do 

končne 52,5 g/L. Dinamika nastajanja etanola je med fermentacijama po in brez dodatka 

feniletanola in triptofola podobna, razlika je 2 g/L več nastalega etanola pri kontrolni 

skupini. Vinske kvasovke so odporne tudi na 12 % in več etanola na volumsko enoto 

(Carrasco in sod., 2001). Kvasovka C. zemplinina je sposobna rasti do 8 % etanola, ki v 

višjih količinah vidno učinkuje na podaljšanje začetne faze prilagajanja (Tofalo in sod., 

2012). Magyar in Toth (2011) sta pokazala, da je pri uporabljenih sevih C. zemplinina zelo 

nizek donos etanola, ki ga ni mogoče pojasniti s prekomernim nastankom ostalih 

produktov presnove. Poleg ogljikovega dioksida in etanola je glicerol večinski končni 

produkt alkoholne fermentacije. Navadno vrednost glicerola v vinu niha od 1 do 10 g/L, 

lahko pa je prisoten že v moštu (Ough in sod., 1972; Ciani in Ferraro, 1996). V kontrolni 

skupini je med čisto fermentacijo s kvasovko C. zemplinina ZIM 842 nastalo 7,50 g/L 

glicerola, največ med 2. in 8. dnem fermentacije. Po čisti fermentaciji s S. cerevisiae in po 

združeni fermentaciji je bila končna koncentracija glicerola 3,7 g/L (Slika 19A). Pri 

fermentaciji, po dodatku signalnih molekul, je količina nastalega glicerola prav tako 

največja pri čisti kulturi C. zemplinina (6,5 g/L), sledita čista kultura S. cerevisiae (3,3 g/L) 

in združena kultura (3,2 g/L) (Slika 19B). 

 

Kislost je ena izmed pomembnejših senzoričnih značilnosti vina, na katero vplivajo 

predvsem šibke organske kisline. Pri pogojih z visoko vsebnostjo sladkorjev in nizko 

vsebnostjo vira dušika, naj bi vplivale na metabolizem kvasovk S. cerevisiae. Zaradi 

puferske sposobnosti organskih kislin, preko katere je uravnan pH mošta med 

fermentacijo, bi lahko preprečili upočasnjene ali zaustavljene fermentacije (Torija in sod., 

2003). Pri pregledu rezultatov dinamike organskih kislin med alkoholno fermentacijo, 

pozornost hitro pritegnejo izstopajoče koncentracije citronske in ocetne kisline, nastale 

med čisto fermentacijo s kulturo kvasovk C. zemplinina ZIM 842 (Slika 20). Ta med 

fermentacijo brez dodatka signalnih molekul proizvede 3,9 g/L citronske kisline, v skupini 

po dodatku signalnih molekul pa 3,7 g/L. Med fermentacijo s čisto kulturo S. cerevisiae 

nastane 0,97 g/L in med fermentacijo z združeno kulturo 1,1 g/L. Med obravnavanimi 

organskimi kislinami je nastalo največ ocetne kisline, kot produkt fermentacije s čisto 

kulturo C. zemplinina (10,4 g/L), v skupini po dodatku signalnih molekul.  

 

Čeprav med dinamikama porabe substrata in tvorbe metabolitov med čisto in združeno 

fermentacijo po in brez dodatka feniletanola in triptofola v večini primerov ni statistično 

značilnih razlik, je v primeru citronske in ocetne kisline nekoliko drugače (Priloga C6, C8). 

Med čisto fermentacijo s kulturo C. zemplinina v kontrolni skupini nastane skoraj za 

polovico manj ocetne kisline (5,6 g/L), kot po dodatku feniletanola in triptofola (10,4 g/L). 

Dinamika nastajanja citronske in ocetne kisline je verjetno povezana s koncentracijo in 

aktivnostjo celic, saj pri obeh kislinah koncentracija po 14. dnevu fermentacije pade. 

Jabolčna kislina je bila v koncentraciji od 3,6 do 4,9 g/L prisotna že pred samim začetkom 

fermentacije in se pri vseh fermentorjih njena količina med potekom fermentacije zniža. 

Pri čisti fermentaciji s kulturo S. cerevisiae in združeni fermentaciji je prvih 48 ur viden 

nagel upad v moštu že prisotne vinske kisline (Slika 20). 
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Profila čiste fermentacije s kulturo S. cerevisiae in združene fermentacije se tudi pri 

organskih kislinah prekrivata (Slika 20) To si lahko razlagamo kot pozitivno lastnost 

uporabe dveh sevov v združeni fermentaciji, saj poleg izboljšanja aromatskih lastnosti, ki 

jih prinese ne-Saccharomyces vrsta, kvasovka S. cerevisiae preprečuje nastanek neželenih 

spojin in zagotavlja uspešen zaključek fermentacije. 

 

Rezultati aromatskega profila, ki jo je za nas izvedel Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo 

Slovenije kažejo, da obstajajo jasne razlike med vsemi tremi kombinacijami fermentorjev. 

Vzorci končnega produkta čiste fermentacije s kulturo C. zemplinina ZIM 842 tvorijo eno 

skupino, vzorci čiste fermentacije s S. cerevisiae ZIM 1927 drugo in vzorci združene 

fermentacije tretjo skupino. Iz razporeditve vzorcev na drevesnem diagramu vidimo večjo 

sorodnost med produkti čiste fermentacije s kulturo S. cerevisiae in združene fermentacije, 

saj se vzorci produktov čiste fermentacije s kulturo C. zemplinina, nahajajo v ločeni glavni 

skupini. Dendrogram tako res potrdi med fermentacijo pridobljene rezultate, kjer se profil 

poteka fermentacije z združeno kulturo, prekriva s profilom čiste fermentacije s kulturo S. 

cerevisiae (Slika 12). 

 

5.2.4 Dinamika nastalih signalnih molekul med čisto in združeno alkoholno 

fermentacijo mošta sorta Sauvignon 

 

Pri diploidnih celicah kvasovke S. cerevisiae lahko pomanjkanje vira dušika sproži 

nastanek psevdohif, pri haploidnih celicah pa invazivno rast. Nezadostne koncentracije 

tega omejujočega dejavnika sprožijo signal, ki se preko MAPK (ang. mitogen activated 

proteine kinase) ali PKA (protein kinase) poti prenese do transkripcijskih faktorjev, ki 

vplivajo na višji nivo izražanja za filamentozno rast potrebnih genov (Chen in Fink, 2006). 

Preklop morfologije celic je pri veliko glivah nadzorovan preko mehanizma zaznavanja 

celične gostote (Hornby in sod., 2001; Chen in Fink, 2006). Chen in Fink (2006) sta 

pokazala, da je sinteza obeh aromatskih alkoholov odvisna od celične gostote in uravnana s 

pozitivno povratno zanko, ki omogoča S. cerevisiae hkraten odziv na gostoto celic in 

razpoložljivost hranil v okolju. Na sintezo feniletanola in triptofola ima močan učinek tudi 

dodatek amonija, saj je zgornja meja koncentracije, ki še dovoljuje sintezo aromatskih 

alkoholov 500 µM (Chen in Fink, 2006).  

 

Med potekom alkoholne fermentacije smo spremljali dinamiko feniletanola in triptofola, ki 

ne vplivata le na aromo vina, ampak sta pomembni signalni molekuli pri kvasovki S. 

cerevisiae. Nastaneta po Ehrlichovi poti iz aromatskih aminokislin fenilalanina in 

triptofana (Dickinson in sod., 2003). Med alkoholno fermentacijo kontrolne skupine, brez 

dodatka signalnih molekul, je v zaznavnih koncentracijah nastajal samo feniletanol. 

Feniletanola je nastalo največ v prvih osmih dneh čiste fermentacije s kulturo S. cerevisiae, 

z največjim naklonom krivulje med prvim in drugim dnem. Do konca poskusa je količina 

narasla na 458,6 µM (Slika 21). Tudi pri združeni fermentaciji imamo podobno dinamiko, 

le da je končna koncentracija nekoliko nižja (446,5 µM). Najmanjšo končno koncentracijo 

pa smo dobili po čisti fermentaciji s kulturo C. zemplinina in sicer 184,8 µM (Priloga 

C10). Največ feniletanola nastane med stacionarno fazo rasti celic, do 14. dne 

fermentacije, ko se situacija obrne. Celice preidejo namreč že v fazo odmiranja, ko se 

koncentracija feniletanola naglo poveča iz česar lahko sklepamo, da je prišlo med lizo celic 

do sproščanja feniletanola.  
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Ker nastanka triptofola med potekom fermentacije nismo zaznali, smo s tekočinsko 

kromatografijo visoke ločljivosti, preverili prisotnost triptofana v grozdnem soku. Izkazalo 

se je, da do sinteze triptofola najverjetneje ne pride, zaradi pomanjkanja triptofana.  

 

Ker smo želeli preveriti učinek signalnih molekul na potek fermentacije, smo v drugo 

skupino na začetku poskusa dodali feniletanol in triptofol v želeni končni koncentraciji 

1000 µM. Kot je razvidno iz rezultatov, je bila dejanska koncentracija ob pričetku nekoliko 

nižja, kar je verjetno posledica asimilacije obeh aromatskih alkoholov v celice. Zanimivo 

je, da se dinamika med dodanima signalnima molekulama popolnoma razlikuje. Vzemimo 

za primer dogajanje med čisto fermentacijo s kulturo S. cerevisiae in spreminjanje 

koncentracije triptofola. Njegova koncentracija po dodatku v mošt je bila 986,1 µM in je 

prva dva dni fermentacije padla za 73,8 µM. Nato se je do 14. dne povečala zgolj za 41,1 

µM in do 16. dne presenetljivo povzpela na 1035,4 µM končne koncentracije. Podobna 

razmerja v spreminjanju koncentracije so tudi pri čisti fermentaciji s kulturo C. zemplinina 

in združeni fermentaciji (Slika 22). Glede na to, da v moštu ni bilo triptofana, kvasovke 

dodani triptofol mogoče izrabljajo tudi kot vir dušika. Nagel vzpon koncentracije po 14. 

dnevu fermentacije je verjetno posledica lize odmrlih celic in sproščenega triptofola. Za 

razliko od triptofola koncentracija feniletanola po 48. urah samo narašča, z večjim 

naklonom krivulje med 14. in 16. dnem fermentacije. Po čisti fermentaciji s kulturo S. 

cerevisiae je koncentracija PheOH za 425 µM večja od začetne, po združeni fermentaciji 

za 431,6 µM večja od začetne in po čisti fermentaciji s kulturo C. zemplinina za 288,3 µM 

večja končna koncentracija feniletanola od začetne. Takšen rezultat bi bil lahko posledica 

pozitivne povratne zanke, pri kateri prisotnost signalne molekule, še dodatno aktivira 

izražanje genov za lastno sintezo (Slika 23). 

 

Za učinkovit potek fermentacije je potreben zadosten vir asimilirajočega dušika, saj lahko 

pomanjkanje privede do neučinkovitega prenosa in nižje stopnje izkoristka sladkorjev 

(Salmon, 1989). Berthels in sod. (2004) so tako z dodajanjem vira dušika dokazali, da se 

posledično poveča izkoristek fruktoze (Berthels in sod., 2004). Za določanje količine 

asimilirajočega dušika smo uporabili metodo titracije formola (Gump in sod., 2001). Bely 

in sod. (1990) poročajo, da pri zadostni koncentraciji sladkorja, vrednost pod 140 mg/L 

asimilirajočega dušika, ni dovolj za želeni potek fermentacije (Bely in sod., 1992).Verjetno 

gre za vpliv več dejavnikov, saj so Carrasco in sod. (2003) pokazali, da je alkoholna 

fermentacija uspešna tudi pri 120 mg/L asimilirajočega dušika, nekateri sevi pa potrebujejo 

celo 267 mg/L, kot navajajo Mendes-Ferreira in sod. (2004). V moštu sorte Sauvignon 

(Vipava 2010) smo določili 116,2 mg/L asimilirajočega dušika. Glede na zahteve po 

zadostni koncentraciji za normalen potek fermentacije, je dobljena vrednost nekoliko 

nizka. Ravno pomanjkanje vira dušika pa je eden pomembnejših okoljskih dejavnikov pri 

preklopu morfologije celic iz kvasne v filamentozno. 
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5.3 SKLEPI 

 

Iz rezultatov našega raziskovalnega dela lahko sklepamo naslednje: 

 

 Aromatska alkohola (feniletanol in triptofol), ki smo ju dodali v končni 

koncentraciji 1000 µM, med potekom alkoholne fermentacije ne vplivata na živost 

kvasovk Candida zemplinina ZIM 842 in Saccharomyces cerevisiae ZIM 1927. 

 

 Sinteza signalnih molekul je odvisna od celične gostote in dostopnosti vira dušika v 

moštu. 

 

 Interakcije med kvasovkami v združeni kulturi tekom fermentacije mošta imajo 

pomemben vpliv na končno aromo vina. 

 

 Aromatski profil končnega produkta fermentacije z združenima kulturama kvasovk 

S. cerevisiae in C. zemplinina se razlikuje od tistega pri fermentacijah s čisto 

kulturo S. cerevisiae ali C. zemplinina. 

 

 Signalni molekuli (feniletanol in triptofol) nimata zaznavnega vpliva na dinamiko 

fermentacije in aromo vina pri fermentaciji s čisto kulturo (S. cerevisiae ali C. 

zemplinina) in pri fermentaciji z združenima kulturama (S. cerevisiae in C. 

zemplinina). 
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6 POVZETEK 

 

Obstaja nekaj značilnih razlik med alkoholno fermentacijo s čisto in fermentacijo z 

združeno starter kulturo. V primeru uporabe C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 

1927 v čisti oz. združeni kulturi se ta razlika kaže v živosti in gostoti celic med potekom 

alkoholne fermentacije, porabi sladkorjev, koncentraciji alkohola, glicerola, organskih 

kislin ter navsezadnje tudi aromatskega profila končnega produkta. Potencial uporabe 

združene kulture za alkoholno fermentacijo, je torej predvsem večji spekter vin z 

raznolikim okusom ter aromo. Iz spremljanja poteka čiste fermentacije mošta sort 

Malvazija in Sauvignon s kvasovko C. zemplinina lahko sevu pripišemo naslednje 

značilnosti: preferenčna poraba fruktoze (fruktofilni značaj), nižja proizvodnja etanola ter 

višja proizvodnja glicerola, ocetne in citronske kisline, sposobnost presnove jabolčne 

kisline in značilna počasnejša kinetika fermentacije v primerjavi s kvasovko S. cerevisiae. 

Sev vinske kvasovke S. cerevisiae kaže rahlo gluktofilen značaj, čeprav sladkorja porablja 

sočasno, višja je proizvodnja etanola, nižja pa proizvodnja glicerola, ocetne in citronske 

kisline, sposobnost presnove jabolčne in vinske kisline ter hitrejša kinetika fermentacije. 

Fermentacijski profil ter količina nastalih presnovnih produktov med združeno alkoholno 

fermentacijo kvasovk S. cerevisiae in C. zemplinina je zelo podoben, skoraj enak kvasovki 

S. cerevisiae v čisti starter kulturi.  

 

Med alkoholno fermentacijo z združeno starter kulturo, imajo interakcije med celicami 

zagotovo pomembno vlogo, saj posredno vplivajo na končno aromo vina. Lahko gre za 

antagonističeno delovanje kvasovke S. cerevisiae na kvasovko C. zemplinina, kar lahko 

vpliva na dinamiko poteka fermentacije in razlike v količini nastalih produktov v 

primerjavi s čisto kulturo. Zaradi nižjega števila kolonijskih enot kvasovke C. zemplinina v 

združeni kulturi, je tudi sam potek alkoholne fermentacije bolj nagnjen k lastnostim, 

značilnim za čisto fermentacijo s kulturo S. cerevisiae. Pri združeni fermentaciji je tako 

nižja količina nastalega etanola ter organskih kislin, ki bi lahko v prevelikih količinah 

negativno vplivale na senzorične lastnosti končnega produkta. Poleg doprinosa k izboljšani 

kakovosti vina, fermentacija z združeno kulturo omogoča boljši izkoristek sladkorjev in 

hitrejšo kinetiko procesa, manjša pa je tudi verjetnost za zaustavljeno ali upočasnjeno 

fermentacijo. Uporaba vodene  alkoholne fermentacije, z izbrano vrsto ne-Saccharomyces 

kvasovke in vrste iz rodu Saccharomyces, bi lahko tako zaradi prednosti pred fermentacijo 

s čisto kulturo S. cerevisiae, omogočila bolj predvidljivo pridelavo vin zaželenih lastnosti. 

 

Želeli smo preveriti ali ima tudi dodatek feniletanola in triptofola, v končni koncentraciji 

1000 µM zaznaven vpliv na sam potek čiste in združene fermentacije s kvasovkama C. 

zemplinina in S. cerevisiae. Izkaže se, da dodatek teh signalnih molekul ne vpliva na živost 

celic kvasovk, zaznavnega vpliva pa nima niti na sam potek fermentacije, saj sta dinamika 

in količina izmerjenih parametrov kontrolne skupine, zelo podobni skupini po dodatku 

feniletanola in triptofola. Ker oba uporabljena seva proizvajata feniletanol, tako brez 

dodatka, kakor tudi po dodatku feniletanola in triptofola v medij, bi bilo mogoče zanimivo 

zastavljen poskus preveriti pri združeni fermentaciji S. cerevisiae z vinskim sevom, ki ne 

proizvaja signalnih molekul v zaznavnih količinah.  
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PRILOGE 

 

 

V poglavju Priloge se nahajajo tabelični prikazi rezultatov, ki so v magistrskem delu 

prikazani slikovno. Pod oznako A so vrednosti pridobljene med čisto in združeno 

fermentacijo mošta sorte Malvazija, pod oznako C pa rezultati pridobljeni med čisto in 

združeno alkoholno fermentacijo mošta sorte Sauvignon. V mošt sorte Sauvignon, kjer je 

potekala fermentacija po dodatku signalnih molekul, smo dodali feniletanol in triptofol v 

končni koncentraciji 1000 µM. Rezultati ugotavljanja vpliva feniletanola in triptofola na 

živost celic so pod oznako B. Sledijo še standardne krivulje glukoze, fruktoze, etanola, 

glicerola, citronske, jabolčne, ocetne in vinske kisline ter standardni krivulji feniletanola in 

triptofola. 
 
Priloga A1: Povprečno število kolonijskih enot (CFU/ml) med čisto fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 

Povp. št. celic ± SD [CFU/ml] KV [%] Povp. št. celic ± SD [CFU/ml] KV [%] 

0 6,29×10
5 
± 1,61×10

5
 25,63 6,43×10

5
 ± 1,11×10

5
 17,34 

1 6,98×10
7
 ± 2,37×10

7
 33,98 4,68×10

7
 ± 1,32×10

6
 2,83 

2 3,17×10
7
 ± 1,53×10

7
 48,21 3,19×10

8
 ± 7,57×10

7
 23,71 

4 1,90×10
8
 ± 8,35×10

7
 43,84 1,71×10

8
 ± 4,48×10

7
 26,16 

6 9,71×10
6
 ± 4,22×10

6
 43,49 1,84×10

8
 ± 3,90×10

7
 21,27 

8 8,21×10
6
 ± 2,39×10

6
 29,14 7,47×10

7
 ± 3,91×10

7
 52,40 

11 1,56×10
6
 ± 4,94×10

5
 31,70 1,96×10

8
 ± 7,87×10

7
 40,21 

14 1,14×10
6
 ± 3,44×10

5
 30,14 4,00×10

5 
± 0,00 0,00 

19 2,30×10
5
 ± 1,05×10

5
 45,57   

36 4,26×10
2
 ± 1,76×10

2
 20,32   

 
 
Priloga A2: Povprečno število kolonijskih enot (CFU/ml) med združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija 

s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

Združeni kulturi S. cerevisiae in C. zemplinina 

CFU/mL ± SD 

ZIM 1927 
KV [%] 

CFU/mL ± SD 

ZIM 842 
KV [%] 

0 5,42×10
5
 ± 7,34×10

4
 13,54 7,21×10

5
 ± 6,34×10

4
 8,79 

1 3,69×10
7
 ± 1,25×10

7
 33,97 9,16×10

6
 ± 1,40×10

6
 15,29 

2 2,89×10
8
 ± 2,64×10

7
 9,13 8,89×10

6
 ± 2,36×10

6
 26,60 

4 6,23×10
7
 ± 1,60×10

7
 25,71 8,11×10

6
 ± 2,83×10

6
 34,95 

6 9,63×10
6
 ± 5,89×10

5
 6,12 7,73×10

6
 ± 2,55×10

6
 32,97 

8 4,78×10
6
 ± 2,37×10

6
 49,61 2,88×10

6
 ± 5,16×10

5
 17,89 

11 3,79×10
6
 ± 2,45×10

6
 64,68 5,83×10

5
 ± 2,89×10

4
 4,95 

14 5,83×10
4
 ± 1,18×10

4
 20,20 1,08×10

5
 ± 0 0,00 

19 5,88×10
3
 ± 1,96×10

3
 33,25   

36 1,70×10
2
 ± 0 0,00   
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Priloga A3: Dinamika rasti kvasovk C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 med čisto in združeno 

fermentacijo mošta sorte Malvazija (T=22 °C). Legenda: C. zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae 

 v čisti kulturi; C. zemplinina  v združeni kulturi; S. cerevisiae  v združeni kulturi. 
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Priloga A4: Dinamika porabe glukoze med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 162,79 ± 0,45 0,28 154,22 ± 0,28 0,18 168,84 ± 0,18 0,10 

1 151,02 ± 0,54 0,36 152,80 ± 0,14 0,09 160,22 ± 0,75 0,47 

2 115,70 ± 4,12 3,56 150,79 ± 0,63 0,42 131,12 ± 0,71 0,54 

3 95,79 ± 3,41 3,56 139,28 ± 1,12 0,81 111,94 ± 1,11 0,99 

4 79,52 ± 3,61 4,54 128,79 ± 1,33 1,04 94,89 ± 1,12 1,18 

5 67,94 ± 2,03 2,98 116,01 ± 1,73 1,49 83,13 ± 1,56 1,88 

6 53,01 ± 2,46 4,64 101,88 ± 2,37 2,32 68,76 ± 1,38 2,00 

7 47,79 ± 2,68 5,61 97,25 ± 2,59 2,67 63,72 ± 1,41 2,21 

8 43,33 ± 4,00 9,23 90,93 ± 1,82 2,01 57,82 ± 1,97 3,40 

11 30,11 ± 1,11 3,70 70,59 ± 3,23 4,58 43,51 ± 1,95 4,47 

14 24,92 ± 0,59 2,36 63,25 ± 2,05 3,24 37,48 ± 3,32 8,86 

19 22,11 ± 0,89 4,04 61,86 ± 1,67 2,71 35,22 ± 4,07 11,55 

36 19,40 ± 1,28 6,60 60,75 ± 1,96 3,23 33,58 ± 5,63 16,77 

 

 
Priloga A5: Dinamika porabe fruktoze med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C .zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 161,77 ± 0,54 0,33 149,49 ± 0,83 0,55 172,16 ± 0,20 0,12 

1 153,57 ± 0,11 0,07 142,77 ± 0,23 0,16 165,46 ± 0,23 0,14 

2 132,41 ± 2,11 1,59 119,21 ± 1,93 1,62 144,09 ± 0,68 0,47 

3 121,77 ± 1,71 1,40 98,26 ± 2,72 2,77 132,11 ± 0,73 0,55 

4 112,27 ± 2,05 1,82 80,30 ± 4,63 5,76 121,63 ± 0,75 0,62 

5 103,35 ± 1,59 1,54 67,28 ± 3,55 5,28 113,59 ± 1,12 0,99 

6 94,40 ± 1,60 1,69 51,06 ± 4,18 8,19 105,63 ± 1,48 1,40 

7 91,11 ± 1,74 1,90 45,91 ± 3,10 6,74 103,04 ± 1,61 1,57 

8 93,43 ± 6,67 7,14 36,82 ± 4,26 11,57 100,66 ± 2,36 2,35 

11 78,55 ± 1,18 1,50 17,88 ± 4,09 22,86 91,86 ± 3,59 3,91 

14 73,76 ± 1,28  1,73 12,60 ± 2,29 18,18 87,01 ± 4,74 5,45 

19 70,73 ± 1,36 1,92 11,57 ± 2,05 17,72 85,40 ± 5,82 6,82 

36 67,42 ± 2,36 3,51 11,31 ± 2,18 19,32 83,46 ± 6,88 8,24 
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Priloga A6: Dinamika tvorbe etanola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,91 ± 0,02 2,54 0,73 ± 0,05 6,66 0,95 ± 0,02 2,13 

1 9,22 ± 0,60 6,48 2,24 ± 0,11 5,05 7,28 ± 0,28 3,86 

2 35,93 ± 2,57 7,16 14,35 ± 1,05 7,33 32,36 ± 0,68 2,11 

3 52,28 ± 2,63 5,03 30,84 ± 1,62 5,26 49,26 ± 0,91 1,85 

4 64,87 ± 2,57 3,96 45,43 ± 2,14 4,71 62,10 ± 0,73 1,18 

5 75,30 ± 1,96 2,60 57,31 ± 2,88 5,02 71,77 ± 1,27 1,77 

6 86,91 ± 2,28 2,63 72,38 ± 3,46 4,78 82,84 ± 0,97 1,17 

7 91,51 ± 2,24 2,45 78,86 ± 2,87 3,63 88,37 ± 1,29 1,46 

8 98,67 ± 2,64 2,68 89,90 ± 5,64 6,28 98,73 ± 5,78 5,86 

11 108,71 ± 1,15 1,06 106,93 ± 3,27 3,06 106,11 ± 2,71 2,56 

14 112,53 ± 1,01 0,90 112,06 ± 2,34 2,08 109,33 ± 4,02 3,68 

19 117,53 ± 1,01 0,59 113,24 ± 1,13 1,18 112,10 ± 5,45 4,86 

36 116,71 ± 1,12 0,96 116,26 ± 5,70 4,91 110,67 ± 5,96 5,39 

 

 
Priloga A7: Dinamika tvorbe glicerola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Malvazija s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,36 ± 0,01 2,81 0,27 ± 0,02 7,97 0,48 ± 0,01 3,02 

1 1,38 ± 0,11 8,10 0,56 ± 0,01 2,53 1,31 ± 0,12 9,42 

2 3,49 ± 0,17 4,99 2,80 ± 0,27 9,80 3,52 ± 0,07 2,07 

3 4,22 ± 0,16 3,68 4,54 ± 0,20 4,37 4,32 ± 0,05 1,17 

4 4,68 ± 0,14 3,02 5,64 ± 0,16 2,89 4,79 ± 0,13 2,64 

5 4,90 ± 0,08 1,66 6,21 ± 0,16 2,51 5,02 ± 0,16 3,27 

6 5,18 ± 0,09 1,81 7,07 ± 0,23 3,25 5,31 ± 0,17 3,16 

7 5,15 ± 0,15 2,86 7,22 ± 0,14 1,94 5,38 ± 0,19 3,62 

8 5,28 ± 0,07 1,41 7,77 ± 0,22 2,78 5,47 ± 0,14 2,59 

11 5,50 ± 0,09 1,68 8,22 ± 0,17 2,04 5,74 ± 0,16 2,75 

14 5,50 ± 0,06 1,02 8,30 ± 0,10 1,25 5,73 ± 0,17 2,96 

19 5,43 ± 0,27 5,06 8,39 ± 0,07 0,78 5,80 ± 0,21 3,61 

36 5,58 ± 0,13 2,34 8,25 ± 0,07 0,79 5,78 ± 0,24 4,15 
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Priloga A8: Dinamika tvorbe/porabe citronske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 1,59 ± 0,02 1,20 1,39 ± 0,04 2,82 1,72 ± 0,03 1,71 

1 1,57 ± 0,04 2,50 1,41 ± 0,03 2,34 1,64 ± 0,02 0,99 

2 1,53 ± 0,02 1,40 1,38 ± 0,03 2,10 1,56 ± 0,04 2,62 

3 1,49 ± 0,04 2,47 1,34 ± 0,01 1,09 1,59 ± 0,03 2,05 

4 1,40 ± 0,06 3,94 1,35 ± 0,03 2,13 1,55 ± 0,02 1,05 

5 1,44 ± 0,09 6,37 1,39 ± 0,02 1,49 1,56 ± 0,04 2,30 

6 1,45 ± 0,07 4,98 1,41 ± 0,04 2,90 1,52 ± 0,04 2,51 

7 1,32 ± 0,07 4,92 1,41 ± 0,04 2,49 1,47 ± 0,04 2,62 

8 1,44 ± 0,11 7,93 1,41 ± 0,12 8,61 1,49 ± 0,12 7,98 

11 1,25 ± 0,04 2,97 1,32 ± 0,03 2,58 1,41 ± 0,03 2,32 

14 1,25 ± 0,02 1,62 1,22 ± 0,03 2,07 1,35 ± 0,01 1,05 

19 1,33 ± 0,05 3,93 1,15 ± 0,02 1,86 1,37 ± 0,08 5,57 

36 1,28 ± 0,05 4,22 1,08 ± 0,02 1,98 1,31 ± 0,07 5,14 

 

 
Priloga A9: Dinamika tvorbe/porabe jabolčne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 8,95 ± 0,02 0,20 8,04 ± 0,10 1,22 9,57 ± 0,12 1,29 

1 8,79 ± 0,11 1,24 7,60 ± 0,02 0,20 9,33 ± 0,08 0,89 

2 13,33 ± 0,25 1,90 10,24 ± 0,15 1,47 11,63 ± 0,66 5,68 

3 12,02 ± 0,31 2,61 9,50 ± 0,20 2,05 10,35 ± 0,81 7,84 

4 11,57 ± 0,31 2,65 9,90 ± 1,15 11,62 10,20 ± 0,66 6,43 

5 10,68 ± 0,46 4,28 9,23 ± 0,13 1,36 9,59 ± 0,27 2,79 

6 9,69 ± 0,33 3,42 8,90 ± 0,08 0,94 9,10 ± 0,50 5,48 

7 9,08 ± 0,28 3,10 8,74 ± 0,28 3,15 8,48 ± 0,50 5,88 

8 8,14 ± 0,15 1,81 7,54 ± 0,27 3,58 8,28 ± 0,22 2,61 

11 7,82 ± 0,15 1,92 7,40 ± 0,04 0,56 7,81 ± 0,28 3,55 

14 7,48 ± 0,05 0,66 6,59 ± 0,13 1,99 7,64 ± 0,24 3,09 

19 7,91 ± 0,17 2,18 6,45 ± 0,10 1,52 7,63 ± 0,20 2,68 

36 7,82 ± 0,12 1,54 6,19 ± 0,18 2,85 7,88 ± 0,08 1,03 
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Priloga A10: Dinamika tvorbe/porabe ocetne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 1,60 ± 0,02 1,10 1,45 ± 0,02 1,54 1,61 ± 0,06 3,57 

1 1,64 ± 0,10 6,21 1,50 ± 0,03 2,15 1,93 ± 0,04 2,17 

2 1,96 ± 0,02 1,01 6,24 ± 0,21 3,44 2,28 ± 0,03 1,30 

3 1,86 ± 0,02 1,32 8,65 ± 0,16 1,80 2,48 ± 0,02 0,92 

4 2,06 ± 0,02 1,17 9,50 ± 0,09 0,95 2,97 ± 0,03 0,90 

5 2,02 ± 0,01 0,52 11,59 ± 0,22 1,88 2,89 ± 0,02 0,68 

6 2,09 ± 0,10 4,59 14,07 ± 0,35 2,51 3,13 ± 0,15 4,90 

7 1,26 ± 0,12 9,91 15,05 ± 0,10 0,64 1,44 ± 0,04 2,69 

8 1,92 ± 0,05 2,57 15,17 ± 0,56 3,70 2,82 ± 0,01 0,39 

11 1,90 ± 0,20 10,25 14,62 ± 0,27 1,84 2,44 ± 0,16 6,55 

14 2,70 ± 0,13 4,83 11,44 ± 0,85 7,42 3,21 ± 0,19 5,87 

19 3,06 ± 0,16 5,08 10,13 ± 0,66 6,56 3,28 ± 0,39 11,98 

36 3,36 ± 0,09 2,57 10,13 ± 0,77 7,56 3,27 ± 0,04 1,37 

 

 
Priloga A11: Dinamika tvorbe/porabe vinske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Malvazija s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae sev 1927 C. zemplinina sev 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 2,98 ± 0,02 0,65 3,14 ± 0,03 1,05 2,82 ± 0,01 0,31 

1 3,14 ± 0,01 0,31 3,26 ± 0,02 0,62 2,93 ± 0,02 0,73 

2 2,97 ± 0,01 0,45 3,52 ± 0,04 1,22 2,82 ± 0,03 1,14 

3 2,89 ± 0,03 0,97 3,72 ± 0,06 1,51 2,71 ± 0,05 1,75 

4 2,90 ± 0,02 0,85 3,80 ± 0,05 1,43 2,75 ± 0,07 2,41 

5 3,10 ± 0,15 4,73 4,04 ± 0,05 1,30 2,81 ± 0,05 1,93 

6 3,04 ± 0,08 2,69 4,03 ± 0,02 0,52 2,79 ± 0,06 2,15 

7 2,92 ± 0,05 1,84 3,99 ± 0,15 3,66 2,73 ± 0,05 1,91 

8 3,41 ± 0,14 4,13 3,75 ± 0,14 3,80 2,61 ± 0,10 3,99 

11 2,87 ± 0,07 2,28 3,67 ± 0,03 0,88 2,71 ± 0,07 2,66 

14 2,84 ± 0,06 2,08 3,69 ± 0,07 2,01 2,64 ± 0,06 2,45 

19 2,96 ± 0,10 3,30 3,50 ± 0,06 1,67 2,62 ± 0,07 2,78 

36 2,80 ± 0,14 5,01 3,11 ± 0,10 3,28 2,71 ± 0,10 3,59 
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Priloga B1: Povprečne vrednosti koncentracij feniletanola neposredno po dodatku in po 52 urni fermentaciji 

mošta sorte Malvazija s čistima kulturama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). 

Podane so povprečne vrednosti štirih neodvisnih paralelk.  

 

Teoretična 

koncentracija 

[µM] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina sev 842 

Začetna 

koncentracija 

Povp. konc ± 

SD [µM] 

KV 

[%] 

Začetna 

koncentracija 

Povp. konc ± 

SD [µM] 

KV 

[%] 

0 0 12,79 ± 3,31 25,88 0 0,00 ± 0,00 0,00 

350 345,43 350,22 ± 2,28 0,65 337,73 357,34 ± 36,70 10,27 

500 497,38 503,22 ± 1,11 0,22 476,33 476,16 ± 3,81 0,80 

750 726,53 733,10 ± 3,50 0,48 708,78 714,81 ± 16,18 2,26 

1000 1086,40 966,09 ± 5,04 0,52 930,93 939,27 ± 0,83 0,09 

 
 
Priloga B2: Povprečne vrednosti koncentracij triptofola neposredno po dodatku in po 52 urni fermentaciji 

mošta sorte Malvazija s čistima kulturama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). 

Podane so povprečne vrednosti štirih neodvisnih paralelk. 

 

Teoretična 

koncentracija 

[µM] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina sev 842 

Začetna 

koncentracija 

Povp. konc ± 

SD [µM] 

KV 

[%] 

Začetna 

koncentracija 

Povp. konc ± 

SD [µM] 

KV 

[%] 

0 0 0,00 ± 0,00 0 0 0,00 ± 0,00 0 

350 393,84 380,96 ± 1,95 0,51 387,71 384,94 ± 3,89 1,01 

500 558,60 572,38 ± 17,55 3,07 557,07 555,64 ± 0,05 0,01 

750 831,15 840,42 ± 4,14 0,49 841,37 866,95 ± 37,27 4,30 

1000 1074,65 1077,67 ± 8,25 0,77 1044,62 1069,07 ± 9,39 0,88 

 

 
Priloga B3: Povprečne vrednosti števila celic S. cerevisiae ZIM 1927 med 66 urno čisto fermentacijo mošta 

sorte Malvazija po dodatku različnih koncentracij feniletanola in triptofola (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti štirih neodvisnih paralelk. 

 

 
Teoretične začetne koncentracije PheOH in TrpOH [µM] 

 
0 µM 350 µM 500 µM 750 µM 1000 µM 

t [h] 
Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml 

 SD  SD  SD  SD  SD 

0 
1,00×10

4
 ± 

1,00×10
1
 

1,00×10
4
 ± 

1,00×10
1
 

1,00×10
4
 ± 

1,00×10
1
 

1,00×10
4
 ± 

1,00×10
1
 

1,00×10
4
 ± 

1,00×10
1
 

28 
1,02×10

7
 ± 

1,13×10
6
 

9,25×10
6
 ± 

3,74×10
5
 

1,17×10
7
 ± 

8,13×10
5
 

1,15×10
7
 ± 

1,08×10
5
 

9,50×10
6
 ± 

1,05×10
6
 

40 
2,69×10

7
 ± 

9,87×10
4
 

1,53×10
7
 ± 

2,14×10
6
 

3,21×10
7
 ± 

2,08×10
6
 

2,54×10
7
 ± 

2,48×10
6
 

2,67×10
7
 ± 

1,11×10
6
 

44 
4,30×10

7
 ± 

3,48×10
6
 

3,58×10
7
 ± 

4,74×10
6
 

3,80×10
7
 ± 

8,19×10
6
 

2,86×10
7
 ± 

8,12×10
6
 

2,87×10
7
 ± 

5,81×10
6
 

48 
4,76×10

7
 ± 

9,87×10
6
 

3,78×10
7
 ± 

5,37×10
6
 

3,88×10
7
 ± 

5,49×10
6
 

3,79×10
7
 ± 

5,90×10
6
 

2,98×10
7
 ± 

1,03×10
7
 

52 
5,23×10

7
 ± 

3,65×10
6
 

4,88×10
7
 ± 

4,39×10
6
 

5,06×10
7
 ± 

1,24×10
6
 

4,15×10
7
 ± 

4,91×10
6
 

3,53×10
7
 ± 

4,51×10
6
 

66 
5,83×10

7
 ± 

1,21×10
7
 

7,11×10
7
 ± 

5,22×10
6
 

6,08×10
7
 ± 

7,30×10
6
 

5,15×10
7
 ± 

1,43×10
7
 

3,49×10
7
 ± 

5,26×10
6
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Priloga B4: Povprečne vrednosti števila celic C. zemplinina ZIM 842, med 66 urno čisto fermentacijo mošta 

sorte Malvazija po dodatku različnih koncentracij feniletanola in triptofola (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti štirih neodvisnih paralelk. 

 

 
Teoretične začetne koncentracije PheOH in TrpOH [µM] 

 
0 µM 350 µM 500 µM 750 µM 1000 µM 

t [h] 
Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml Povp. št. celic/ml 

 SD  SD  SD  SD  SD 

0 
1,00×104 ± 

1,00×101 

1,00×104 ± 

1,00×101 

1,00×104 ± 

1,00×101 

1,00×104 ± 

1,00×101 

1,00×104 ± 

1,00×101 

28 
3,38×106 ± 

8,51×105 

4,05×106 ± 

6,24×105 

3,56×106 ± 

1,29×106 

1,52×106 ± 

1,16×106 

1,07×106 ± 

1,97×105 

40 
2,21×107 ± 

5,73×106 

2,61×107 ± 

1,20×107 

1,56×107 ± 

1,20×107 

3,89×107 ± 

7,19×106 

1,75×107 ± 

7,40×105 

44 
5,10×107 ± 

8,64×106 

5,91×107 ± 

1,27×107 

6,72×107 ± 

3,27×106 

4,32×107 ± 

8,63×106 

4,12×107 ± 

1,32×106 

48 
7,75×107 ± 

9,25×106 

8,87×107 ± 

9,80×106 

1,18×108 ± 

1,15×107 

7,08×107 ± 

8,08×106 

6,62×107 ± 

7,30×106 

52 
8,23×107 ± 

3,11×106 

9,70×107 ± 

9,03×106 

1,07×108 ± 

9,78×106 

7,95×107 ± 

2,92×106 

6,81×107 ± 

8,17×106 

66 
1,69×108 ± 

4,14×106 

1,50×108 ± 

1,87×107 

1,55×108 ± 

1,52×107 

1,43×108 ± 

1,93×107 

1,37×108 ± 

1,45×107 
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Priloga C1: Dinamika rasti kvasovk C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 med čisto in združeno 

fermentacijo mošta sorte Sauvignon (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti treh neodvisnih paralelk, brez 

(A,C) in po dodatku (B,D) feniletanola in triptofola v koncentraciji 1000 µM. Legenda: C. zemplinina  

v čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v združeni starter kulturi . 
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Priloga C2: Povprečno število kolonijskih enot (CFU/ml) med čisto fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 

Povp. št. celic ± SD [CFU/ml] KV [%] Povp. št. celic ± SD [CFU/ml] KV [%] 

0 4,78×10
5 
± 3,22×10

5
 67,46 6,40×10

5
 ± 5,66×10

4
 8,84 

1 5,19×10
6
 ± 5,68×10

5
 10,95 6,68×10

6
 ± 2,76×10

6
 41,27 

2 4,29×10
6
 ± 1,30×10

6
 30,38 2,46×10

7
 ± 1,09×10

7
 44,22 

8 2,11×10
6
 ± 1,43×10

6
 67,69 4,18×10

7
 ± 5,59×10

6
 13,37 

14 2,36×10
4
 ± 1,11×10

4
 47,13 3,79×10

7
 ± 7,36×10

6
 19,42 

16 1,38×10
4
 ± 5,30×10

3
 38,30 2,42×10

7
 ± 3,59×10

6
 14,87 

 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 

Povp. št. celic ± SD [CFU/ml] KV [%] Povp. št. celic ± SD [CFU/ml] KV [%] 

0 4,78×10
5 
± 3,22×10

5
 67,46 5,70×10

5
 ± 4,24×10

4
 7,44 

1 2,61×10
6
 ± 7,17×10

5
 27,52 6,03×10

6
 ± 8,20×10

5
 13,60 

2 4,42×10
6
 ± 5,36×10

5
 12,11 4,69×10

7
 ± 6,84×10

6
 14,60 

8 9,63×10
5
 ± 2,97×10

5
 30,83 5,04×10

7
 ± 1,90×10

7
 37,80 

14 9,38×10
4
 ± 1,86×10

4
 19,84 3,13×10

7
 ± 1,11×10

7
 35,57 

16 1,41×10
4
 ± 1,66×10

3
 11,79 2,48×10

7
 ± 9,08×10

6
 36,68 

 
Priloga C3: Povprečno število kolonijskih enot (CFU/ml) med združeno fermentacijo mošta sorte Sauvignon 

s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacij

e [dan] 

Združeni kulturi S. cerevisiae in C. zemplinina 

CFU/mL ± SD 

ZIM 1927 
KV [%] 

CFU/ml ± SD 

ZIM 842 
KV [%] 

0 3,76×10
5
 ± 2,63×10

5
 69,96 4,61×10

5
 ± 1,15×10

5
 24,85 

1 3,09×10
6
 ± 1,35×10

6
 43,67 1,11×10

6
 ± 2,31×10

5
 20,93 

2 5,07×10
6
 ± 2,37×10

6
 46,76 1,08×10

6
 ± 8,39×10

4
 7,78 

8 6,49×10
5
 ± 1,34×10

5
 20,58 1,00×10

2
 ± 0,00 0,00 

14 3,50×10
4
 ± 4,02×10

3
 11,48   

16 2,32×10
4
 ± 1,19×10

3
 5,13   

 

B) 

Potek 

fermentacij

e [dan] 

Združeni kulturi S. cerevisiae in C. zemplinina 

CFU/mL ± SD 

ZIM 1927 
KV [%] 

CFU/mL ± SD 

ZIM 842 
KV [%] 

0 3,76×10
5
 ± 2,63×10

5
 69,96 4,61×10

5
 ± 1,15×10

5
 24,85 

1 1,63×10
6
 ± 2,79×10

6
 17,09 2,34×10

6
 ± 2,94×10

5
 12,55 

2 4,33×10
6
 ± 1,86×10

6
 42,88 4,27×10

6
 ± 1,87×10

4
 43,73 

8 3,83×10
6
 ± 1,31×10

6
 34,14 1,00×10

2
 ± 0,00 0,00 

14 2,63×10
4
 ± 9,34×10

3
 35,51   

16 2,32×10
4
 ± 2,63×10

5
 69,96   
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Priloga C4: Dinamika pretvorbe glukoze in fruktoze ter tvorba etanola med čisto in združeno fermentacijo 

mošta sorte Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Skupini 

brez (A,C,E) in po dodatku (B,D,F) feniletanola in triptofola v koncentraciji 1000 µM. Legenda: C. 

zemplinina  v čisti kulturi; S. cerevisiae  v čisti kulturi; kvasovki v združeni starter kulturi . 
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Priloga C5: Dinamika tvorbe/porabe glicerola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,00   0,00   0,00   

1 1,32 ± 0,05 3,52 0,44 ± 0,09 20,25 1,21 ± 0,04 3,17 

2 2,60 ± 0,04 1,56 1,46 ± 0,12 8,02 2,48 ± 0,01 0,40 

8 3,72 ± 0,02 0,49 6,87 ± 0,03 0,47 3,66 ± 0,06 1,72 

14 3,74 ± 0,03 0,79 7,35 ± 0,09 1,20 3,69 ± 0,04 0,99 

16 3,75 ± 0,01 0,39 7,50 ± 0,12 1,66 3,73 ± 0,02 0,63 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,00   0,00   0,00   

1 1,24 ± 0,01 0,55 0,42 ± 0,03 7,82 1,17 ± 0,01 0,54 

2 2,13 ± 0,01 0,61 1,52 ± 0,09 6,17 2,09 ± 0,02 0,84 

8 3,23 ± 0,03 1,02 6,06 ± 0,07 1,14 3,21 ± 0,02 0,71 

14 3,25 ± 0,02 0,67 6,40 ± 0,09 1,42 3,22 ± 0,02 0,78 

16 3,27 ± 0,03 1,07 6,49 ± 0,06 0,86 3,22 ± 0,01 0,44 

 

 
Priloga C6: Dinamika tvorbe/porabe citronske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,99   0,96   0,99   

1 0,45 ± 0,05 11,15 0,98 ± 0,00 0,44 0,43 ± 0,01 3,22 

2 0,85 ± 0,02 1,98 0,83 ± 0,11 12,74 0,43 ± 0,01 1,70 

8 1,02 ± 0,02 1,63 3,87 ± 0,11 2,84 1,77 ± 0,08 4,62 

14 1,01 ± 0,03 3,14 4,20 ± 0,03 0,78 1,01 ± 0,02 2,22 

16 0,97 ± 0,02 2,19 3,92 ± 0,06 1,61 1,09 ± 0,04 3,86 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,99   0,96   0,99   

1 0,89 ± 0,02 2,18 0,98 ± 0,05 5,37 0,86 ± 0,03 3,15 

2 0,83 ± 0,04 4,31 0,41 ± 0,04 9,03 0,71 ± 0,02 3,30 

8 0,67 ± 0,04 5,46 4,87 ± 0,21 4,34 0,65 ± 0,03 4,32 

14 0,64 ± 0,02 3,24 3,65 ± 0,10 2,81 0,72 ± 0,01 1,92 

16 0,76 ± 0,03 3,49 3,71 ± 0,20 5,34 0,69 ± 0,01 2,05 
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Priloga C7: Dinamika tvorbe/porabe jabolčne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 4,91   4,78   4,78   

1 3,61 ± 0,11 3,13 4,90 ± 0,02 0,37 3,59 ± 0,07 2,03 

2 3,62 ± 0,00 0,07 4,92 ± 0,11 2,32 2,87 ± 0,05 1,84 

8 2,39 ± 0,04 1,56 3,21 ± 0,13 4,08 2,98 ± 0,16 5,33 

14 2,43 ± 0,03 1,39 2,51 ± 0,11 4,39 2,39 ± 0,01 0,63 

16 2,19 ± 0,12 5,31 2,18 ± 0,11 5,06 2,24 ± 0,02 0,96 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 4,91   4,78   4,78   

1 4,70 ± 0,06 1,29 3,64 ± 0,03 0,84 4,61 ± 0,05 1,15 

2 3,20 ± 0,29 9,08 3,59 ± 0,07 1,99 3,53 ± 0,33 9,42 

8 2,71 ± 0,12 4,30 3,50 ± 0,19 5,50 2,29 ± 0,09 3,82 

14 2,35 ± 0,08 3,59 2,31 ± 0,10 4,49 2,35 ± 0,07 2,92 

16 2,40 ± 0,08 3,44 2,09 ± 0,16 7,61 2,32 ± 0,04 1,86 

 

 
Priloga C8: Dinamika tvorbe/porabe ocetne kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,70   0,65   0,68   

1 1,66 ± 0,23 13,79 1,01 ± 0,00 0,25 2,12 ± 0,06 2,99 

2 1,02 ± 0,03 3,09 2,83 ± 0,15 5,38 0,12 ± 0,04 37,33 

8 1,37 ± 0,03 2,05 10,84 ± 0,78 7,17 2,77 ± 0,11 3,86 

14 2,49 ± 0,13 5,25 10,08 ± 0,55 5,51 2,49 ± 0,14 5,60 

16 1,69 ± 0,06 3,36 5,59 ± 0,23 4,03 2,00 ± 0,16 7,93 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 0,83   0,65   0,68   

1 0,94 ± 0,07 7,13 2,19 ± 0,01 0,47 1,00 ± 0,02 1,92 

2 0,96 ± 0,00 0,35 3,16 ± 0,06 1,79 0,79 ± 0,08 9,63 

8 2,46 ± 0,06 2,43 13,24 ± 0,71 5,36 1,48 ± 0,04 2,44 

14 2,16 ± 0,22 10,16 12,99 ± 0,48 3,67 2,76 ± 0,07 2,66 

16 0,95 ± 0,07 7,12 10,38 ± 0,14 1,33  1,33 ± 0,03  2,25 



Bezek K. Vloga signalnih molekul pri alkoholni fermentaciji s čisto in združeno starter kulturo. 

   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2012 

Priloga C9: Dinamika tvorbe/porabe vinske kisline med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte 

Sauvignon s kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne 

vrednosti treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 3,05   3,27   2,89   

1 1,64 ± 0,07 3,97 3,09 ± 0,00 0,09 1,87 ± 0,04 2,36 

2 1,75 ± 0,07 3,95 2,94 ± 0,13 4,52 1,11 ± 0,11 9,79 

8 1,45 ± 0,16 11,20 2,79 ± 0,01 0,34 1,64 ± 0,11 6,95 

14 3,49 ± 0,10 2,73 3,66 ± 0,03 0,93 3,66 ± 0,03 0,93 

16 3,64 ± 0,07 1,91 4,10 ± 0,01 0,16 3,63 ± 0,02 0,65 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [g/L] 
KV [%] 

0 3,05   3,27   2,89   

1 1,76 ± 0,04 2,06 1,30 ± 0,10 7,63 1,98 ± 0,16 7,93 

2 1,21 ± 0,22 17,88 2,02 ± 0,14 6,95 1,39 ± 0,08 5,57 

8 1,21 ± 0,04 3,04 2,90 ± 0,15 5,23 1,60 ± 0,05 2,87 

14 3,52 ± 0,01 0,21 3,53 ± 0,06 1,71 3,53 ± 0,06 1,71 

16 3,62 ± 0,04 1,18 3,91 ± 0,06 1,43 3,52 ± 0,02 0,47 

 

 
Priloga C10: Dinamika tvorbe feniletanola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk, brez (A) in po dodatku (B) feniletanola in triptofola. 

A) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± 

SD [µM] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [µM] 
KV [%] 

Povp. konc ± 

SD [µM] 
KV [%] 

0 0,15   0,18   0,15   

1 18,30 ± 0,62 3,39 0,17 ± 0,03 20,60 15,31 ± 1,32 8,59 

2 175,24 ± 4,47 2,55 16,01 ± 1,72 10,74 152,85 ± 3,53 2,31 

8 401,85 ± 6,17 1,54 139,52 ± 15,37 11,02 395,82 ± 5,44 1,37 

14 416,69 ± 4,41 1,06 158,46 ± 11,72 7,40 414,28 ± 6,13 1,48 

16 458,62 ± 6,15 1,34 184,75 ± 15,62 8,46 446,48 ± 5,58 1,25 

B) 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± SD 

[µM] 

KV 

[%] 

Povp. konc ± SD 

[µM] 

KV 

[%] 

Povp. konc ± SD 

[µM] 

KV 

[%] 

0 907,11   778,78   929,16   

1 916,11 ± 3,76 0,41 814,38 ± 4,49 0,55 897,66 ± 3,31 0,37 

2 970,62 ± 3,84 0,40 807,60 ± 2,49 0,31 953,67 ± 7,03 0,74 

8 1132,94 ± 10,60 0,94 912,93 ± 1,79 0,20 1158,83 ± 9,48 0,82 

14 1217,28 ± 10,19 0,84 980,27 ± 5,78 0,59 1242,67 ± 5,96 0,48 

16 1332,12 ± 25,02 1,88 1067,05 ± 6,00 0,56 1360,76 ± 8,13 0,60 
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Priloga C11: Dinamika tvorbe/porabe triptofola med čisto in združeno fermentacijo mošta sorte Sauvignon s 

kvasovkama C. zemplinina ZIM 842 in S. cerevisiae ZIM 1927 (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti 

treh neodvisnih paralelk, po dodatku feniletanola in triptofola. 

 

Potek 

fermentacije 

[dan] 

S. cerevisiae ZIM 1927 C. zemplinina ZIM 842 
Združeni kulturi S. 

cerevisiae in C. zemplinina 

Povp. konc ± SD 

[µM] 

KV 

[%] 

Povp. konc ± SD 

[µM] 

KV 

[%] 

Povp. konc ± SD 

[µM] 

KV 

[%] 

0 986,12   884,80   974,71   

1 960,12 ± 10,10 1,05 869,95 ± 12,37 1,42 948,71 ± 7,67 0,81 

2 912,26 ± 7,27 0,80 844,23 ± 6,16 0,73 899,56 ± 5,02 0,56 

8 922,71 ± 2,19 0,24 826,60 ± 6,68 0,81 907,86 ± 8,62 0,95 

14 953,36 ± 0,05 0,53 846,16 ± 3,31 0,39 935,35 ± 5,52 0,59 

16 1035,43 ± 3,54 0,34 919,98 ± 2,41 0,26 1014,31 ± 9,14 0,90 

 

 
Priloga D1: Umeritvena krivulja za določanje dinamike glukoze [g/L] v vzorcih odvzetih med alkoholno 

fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Priloga D2: Umeritvena krivulja za določanje dinamike fruktoze [g/L] v vzorcih odvzetih med alkoholno 

fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 
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Priloga D3: Umeritvena krivulja za določanje dinamike etanola [g/L] v vzorcih odvzetih med alkoholno 

fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

 

Priloga D4: Umeritvena krivulja za določanje dinamike glicerola [g/L] v vzorcih odvzetih med alkoholno 

fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

 

Priloga D5: Umeritvena krivulja za določanje dinamike jabolčne kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 
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Priloga D6: Umeritvena krivulja za določanje dinamike vinske kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

 

 

Priloga D7: Umeritvena krivulja za določanje dinamike ocetne kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

 
Priloga D8: Umeritvena krivulja za določanje dinamike citronske kisline [g/L] v vzorcih odvzetih med 

alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 
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Priloga D9: Umeritvena krivulja za določanje dinamike feniletanola [µM] v vzorcih odvzetih med 

fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. 

 
Priloga D10: Umeritvena krivulja za določanje dinamike triptofola [µM] v vzorcih odvzetih med alkoholno 

fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
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Priloga E1: Kromatograf po 24 urni (A) in 7 dnevni (B) čisti fermentaciji s S. cerevisiae ZIM 1927. 

Prikazani so površine v odvisnosti od retencijskega časa za glukozo (Glu), fruktozo (Fru), glicerol (Glic) in 

etanol (EtOH).  

                                        A)                                                                   B) 

 

 
Priloga F1: Fermentorji na magnetnih mešalih med alkoholno fermentacijo (T=22 °C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


