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Cilj magistrske naloge je bil prouciti 31 zaporednih ponovnih inokulacij na
laboratorijskem nivoju pri fermentaciji lager piva. Skozi ponovne inokulacije smo
dolocali razli¢ne fizioloske parametre kvasnim celicam s petimi razli¢nimi
metodami, ki se za ta namen uporabljajo v pivovarstvu. Metode niso nadomestljive
in ne dolocajo istih lastnosti celice. S prvo metodo smo dolocili kultivabilnost na
trdnem gojiscu (CFU). Z drugo metodo smo merili integriteto celicne membrane
(komercialni set »LIVE/DEAD« (Invitrogen)) in dolocali vitalnost celic. S tretjo
metodo smo spektrofotometriéno merili opticno gostoto (OD) fermentacijske
brozge. Kot ¢etrto metodo smo uporabili barvanje z metilenskim modrilom in Stetje
celic pod mikroskopom za dolo€anje Zivosti. S peto metodo smo dolocili stopnjo
flokulacije na koncu fermentacije. Rezultate metod smo ovrednotili s statisti¢no
analizo in analizirali primernost metod za uporabo v pivovarstvu. Primerjava
statisticnih analiz metod je pokazala, da so statisticno znalilne razlike med
ponovnimi inokulacijami pri vseh metodah. Najman;j statisticno znacilnih razlik
med ponovnimi inokulacijami glede na izbrane toCke se je pokazalo pri metodi
barvanja z metilenskim modrilom in Stetjem pod mikroskopom. Metodo dolocanja
OD priporocamo kot najbolj robustno in enostavno za rutinsko spremljanje
fermentacij ob ustrezni implementaciji in dobrim sistemom za Stetje pod
mikroskopom. Najbolj zanesljive rezultate pa dobimo, Ce parametre zivosti in
vitalnosti preverimo z vec¢ razli¢nimi metodami, saj tako dobimo najbolj objektivno
sliko.
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In this study we investigated 31 successive runs of laboratory scale lager beer fermentation.
Through serial repitching various physiological parameters of yeasts using five different
methods that are used for this purpose in the brewing industry were determined. The
methods do not determine the same cell properties, therefore they are not interchangeable.
The first method determined cultivability on a solid medium (CFU), the second method
measured integrity of the cell membrane (commercial kit "Live/Dead" (Invitrogen)) and
determined cell vitality, the third method spectrophotometrically measured optical density
(OD) of the fermentation broth; the fourth method was based on methylene blue staining
and counting cells under a microscope to determine cell viability, and finally, the fifth
method determined the level of flocculation at the end of fermentation. The results of the
methods were evaluated by statistical analysis to determine the suitability of methods for
use in brewing industry. Statistical analysis between repitching showed significant
differences for all methods. The least statistically significant differences were observed in
the method based on methylene blue staining and counting cells under the microscope. The
method for determining OD is recommended as the most robust and easy for routine
monitoring fermentations with appropriate implementation and suitable system for
counting under a microscope. The most reliable results are obtained when the viability and
vitality parameters verified by several methods, to give us the most objective picture.
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FUN-1

GER2
GLRI1

GRS

H+

HOG

Hogl

HXK1
MAL
MALA4
MAP kinaza
MET?2

OD
polimorfizem
Ptplp

Ptp2

Ptp3

RNA

SFA1
Skoplp
Sin1

SSC

Tukey HDS
YEPD

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Acil-CoA-vezavni protein

akil hidroperoksid reduktaza (ang. Alkyl HydroPeroxide reductase)
medvrstni hibrid, ki ima vsaj en celoten diploidni set kromosomov od
vsake izvorne vrste

adenozin trifosfataza, fosfohidrolaza

metoda Stetja kolonij na trdem gojiscu

cilindriéne intravakuolne strukture

sinteza kompleksnih molekul iz enostavnih, kot so aminokisline in
sladkorji

interakcija dveh deoksiribonukleinskih kislin

etilendiaminotetraocetna kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
direktni kot razprSene svetlobe

protein, podoben lektinu, vkljucen v flokulacijo celic
akvagliceroporinski kanal¢ek v plazmalemi
barvilo [2-kloro-4-(2,3-dihidro-3-metil(benzo-1,3-tiazol-2-il)-metiliden)-
I-fenilkinolinijev jodid]

hidrofinil, pomemben pri rehidraciji oz. susenju

citosolna in mitohondrijska glutation oksidoreduktaza

mitohondrijska glicil tRNA sintaza

vodikov proton

signalni sistem imenovan (ang. High Osmolarity Glycerol)

mitogeno aktiviran protein kinaza, vklju¢ena v osmoregulacijo
heksokinaza izoencim 1

multigenski kompleks, polimerni lokus za fermentacijo maltoze
multigenski kompleks, polimerni lokus za fermentacijo maltoze
mitogeno aktiviran protein kinaza

gen, ki kodira L-homoserin-O-acetiltransferazo

opti¢na gostota

prisotnost dveh ali vec razli¢nih alelov enega gena v populaciji
specifi¢na proteinska fosfotirozin fosfataza v mitohondriju in citoplazmi
jedrno specifi¢na fosfotirozin fosfataza, vklju¢ena v osmoregulacijo
specifi¢na fosfotirozin fosfataza, vkljucena v inaktivacijo MAP kinaze
ribonukleinska kislina

bifunkcionalna alkohol dehidrogenaza in formaldehid dehidrogenaza
represor, ki nadzira HOG signalni sistem

transmembranska histidin fosfotransferkinaza in osmosensor

stranski kot razprSene svetlobe

Tukey »honest significant difference« test

gojis¢e s kvasnim izvleCkom, peptonom in glukozo
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YMLI131w protein z neznano funkcijo, izrazi se v primeru osmotskega Soka
YPD gojisce (po sestavi enako kot YEPD)
op stopinje platojev je enota za merjenje koli¢ine sladkorja v pivini
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1 UvOD

V danasnjem casu industrijski trend proizvodnje stremi k ¢im vecji proizvodnji in ¢im
manjSim proizvodnim stroskom, ob pogoju zagotavljanja dolocene konstantne kakovosti
produkta (Kobayashi in sod., 2007).

S tak$nimi izzivi se sreCujejo tudi podjetja v pivovarski dejavnosti, kjer je eden od vecjih
stroskov vezan na kvasno biomaso in procese, povezane z njo, kot so: nakup substrata,
priprava bioreaktorja, namnoZevanje inokuluma, njegovo shranjevanje do inokulacije ter
odstranjevanje in ekoloSko unicenje biomase po fermentaciji. Vsak od procesov, povezanih
s kvasno biomaso, predstavlja znatno povecanje proizvodnih stroSkov in posledi¢no
zmanjSanje dobicka podjetja (Biihligen in sod., 2014).

Glavni cilj ponovne uporabe kvasne biomase je znizati stroske pri proizvodnji piva. Pri tem
je pomembno, da kakovost proizvoda ostane enaka in Cas fermentacije nespremenjen.
Pivovarne se zaradi zgoraj omenjenega problema posluzujejo veckratne zaporedne uporabe
kvasne biomase, da se izognejo v prejSnjem odstavku omenjenim procesom pri proizvodnji
piva. Poleg tega se kvasovke po prvem reciklu adaptirajo na procesne razmere in
fermentacija v nadaljnjih ciklih poteka bolj u¢inkovito (Powell in Diacetis, 2007).

V tuji strokovni literaturi za ta proces najdemo izraz wrepitching«, v slovensCini izraz
prevedemo kot ponovna inokulacija oz. reinokulacija. Razlog za omejeno ponovno
uporabo kvasne biomase je vpliv staranja kvasne biomase na kakovost piva. Med
industrijskim procesom se na kvasnih celicah dogajajo stalne spremembe zaradi stresnih
dejavnikov, kot so omejitev hranil, spremembe temperature in pH, visok hidrostatski tlak,
narasc¢ajoce koncentracije etanola in osmotskega tlaka. Posledice stresa vplivajo na zivost
celic, fiziologijo, morfologijo in izrazanje genov. Posledice osmotskega Soka se kazejo
predvsem v slabsem privzemu sladkorjev, etanol deluje toksi¢no in zavira celi¢no rast, s
¢imer posledi¢no vpliva na velikost celic in zivost. Zaradi stresnih dejavnikov, kot so
osmotski Sok, oksidativni stres, anaerobni prehod, pomanjkanje hranil, toksi¢nost etanola
in hladni Sok, lahko pride do izgube flokulacije in zmanjSanja hitrosti fermentacije (Gasch,
2003).

Pivovarne danes kvasno biomaso ob doslednem pobiranju, shranjevanju in ponovni
inokulaciji lahko uporabijo od sedem do dvanajstkrat zaporedoma. Ali je kvasna biomasa
primerna za ponovno uporabo, je odvisno od nekaterih dejavnikov: ustreznega asepti¢nega
dela, Zivosti oziroma viabilnosti, ter kondicije oziroma vitalnosti kvasovk. Prvi dejavnik je
pomemben za prepreéevanje okuZbe inokuluma. Zivost oz. viabilnost nam pove, koliksen
delez celic je zivih. Kondicija oz. vitalnost kvasovk nam kaze hitrost metabolizma kvasovk
in pretvorbo sladkorja v alkohol (Smart in Whisker, 1996).
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Za spremljanje zivosti, kondicije in Stevila celic smo uporabili naslednje metode: metodo
dolocanja kultivabilnosti na trdnem gojis¢u (dolocanje CFU); merjenje integritete celicne
stene (komercialni kit »LIVE/DEAD« (Invitrogen)); dolo¢anje opticne gostote; doloCanje
zivosti z barvanjem z metilenskim modrilom in Stetjem pod mikroskopom. Metode niso
nadomestljive in ne dolocajo istih lastnosti celice.

1.1  CILJIIRAZISKOVALNE NALOGE

Magistrska naloga je potekala v okviru projekta sodelovanja s pivovarno Lasko, kjer smo
Studirali repitching na nivoju genoma, proteoma, fenoma oz. metaboloma in procesnih
parametrov. Cilj magistrskega dela znotraj projekta je bil ugotoviti, katera metoda merjenja
zivosti celic je najbolj primerna v pivovarstvu. Za ta namen smo skonstruirali sistem, s
katerim smo posnemali industrijske razmere, kot je le to mogoce, in sicer: temperaturo
fermentacije, Cas fermentacije, sestavo plinov nad tekoCo fazo v fermentorju (razmerje
kisika in ogljikovega dioksida) in hidrostatski tlak, ki nastane zaradi viSine industrijskih
fermentorjev. Po vsaki kon€ani fermentaciji smo v okviru te magistrske naloge izvedli
analize, s katerimi smo spremljali zivost (viabilnost) in kondicijo (vitalnost) kvasovk.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e 20 reinokulacij ne vpliva na zivost kvasnega inokuluma.

e Tradicionalna metoda dolocanja zivosti kvasovk z metilenskim modrilom je
ustrezna za pivovarstvo.

e Med posameznimi metodami dolocanja Zivosti in vitalnosti obstaja korelacija.

2 PREGLED OBJAV
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2.1  ZGODOVINA PIVOVARSTVA

Arheoloske najdbe pricajo o pridelavi vina in piva 2000 (Madigan in sod., 1997) in celo
6000 (Homan, 2004) ter 7000 (Demain in sod., 1998) let pr. n. $t. in verjetno predstavlja
najstarejSo obliko biotehnoloske dejavnosti v zgodovini Clovestva. Ali odkritje prijetne
pijace lahko pripiSemo naklju¢ni kontaminaciji zrn ali radovednosti ljudi, ostaja skrivnost.
Antonie van Leeuwenhoek je leta 1680 prvi opisal kvasovko, medtem ko je 1. 1837 Charles
Cagniard de Latour prvi porocal in Louis Pasteur 20 let kasneje tudi dokazal, da so
kvasovke odgovorne za alkoholno fermentacijo (Barnett, 2000). Do konca 19 st. so s
pomocjo tehnike redCenja izolirali Ciste seve. Emil Hansen je 1. 1883 na podlagi
morfologije razdelil razlicne Ciste seve, ki so dajali edinstvene in ponovljive industrijske
fermentacije (Rank in sod., 1988). Kasneje so jih glede na flokulacijske lastnosti razdelili
na dva tipa: kvasovke zgornjega vrenja (ale in weiss kvasovke) in kvasovke spodnjega
vretja (lager kvasovke). Saccharomyces sensu stricto zajema nekaj zelo pomembnih vrst za
zivilsko industrijo, med njimi tudi Saccharomyces pastorianus, ki je v danasnjem Casu
pomembna za fermentacijo v proizvodnji lager piva. Kljub njeni komercialni pomembnosti
tej kvasovki Se vedno niso dodelili nedvoumne in natancne taksonomske opredelitve
(Rainieri in sod., 2006).

2.2 TAKSONOMSKA RAZVRSTITEV KVASOVKE S. pastorianus

Sodobno poimenovanje vrste S. pastorianus vkljuCuje stara poimenovanja vrst, izoliranih
iz piva, kot so S. carlbergensis in S. monacensis in ostale vrste spodnjega vrenja, ki so jih
sprva obravnavali kot loCene vrste. V kasnejsi Studiji so na podlagi homologije DNA-DNA
ugotovili, da je S. pastorianus sev CBS 1513 hibrid med vrstama S. cerevisiae in takrat Se
neznano vrsto, ki je bila najbolj sorodna S. bayanus, in ima za 1,5-krat ve¢ji genom od
omenjenih vrst, kar kaze, da je delni amfiploid, ki bi lahko nastal z naravno hibridizacijo
med S. cerevisiae in sorodno vrsto S. bayanus (Vaughan-Martini in Kurtzman, 1985).

Kasnejsa raziskava, ki so jo opravili na podlagi nukleotidnega zaporedja genov MET2 in
ACBI, je pripeljala do rezultatov in predloga, da je S. pastorianus hibrid in da se je
dogodek hibridizacije zgodil nedavno (Hansen in Kielland-Brandt, 1994). Vecina se je
strinjala s predlaganim modelom, da je S. pastorianus nastal s hibridizacijo ale seva S.
cerevisiae in S. bayanus, vendar DNA Sacchamoyces pastorianus ni skupen obema
predlaganima starSema (Rainieri in sod., 2006). Sledilo je odkritje S. eubayanus, ki je bil
prvi¢ opisan kot neodvisna samostojna vrsta leta 2011 v Patagoniji. Primerjava identitete
med S. pastorianus in S. eubayanus je 99,5 % in kaze doloCene razlike v spremembi
metabolizma sladkorjev in sulfatov, kar je bilo klju¢no za udomacitev lager seva. Verjetno
je ravno hibridna narava S. pastorianus (S. cerevisiae x S. eubayanus) odgovorna za
uspesnost omenjenega organizma pri fermentacijah piva, zlasti njegova psihrotrofna
narava, ki je oc¢itno podedovana od kvasovke vrste S. eubayanus, ki so odporne na nizke
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temperature in posledicno odgovorne za vrhunsko ucinkovitost pri nizkih temperaturah
fermentacije (Libkind in sod., 2011).

Dogodek hibridizacije, ki je vodil k oblikovanju S. pastorianus, se je predvidoma zgodil
veckrat v zgodovini, kar je na zacetku privedlo do visoke stopnje raznolikosti v pivovarski
industriji. Raziskovalci, kot sta Louis Pasteur in Emil Hansen, so s svojim delom prisli do
spoznanja, da sta uvedbi dobre higiene in uporaba Cistih kultur bistvenega pomena za
preprecevanje kvarjenja piva (Barnett in Lichtenthaler, 2001). To je privedlo do osamitve
dveh posameznih sevov, Saaz in Frohberg, ki so ju poimenovali po lokaciji izvora, kjer so
bili prvotno uporabljeni, to sta Ceka in Neméija. S ¢asom sta se omenjena seva razsirila
po drugih evropskih drzavah, na koncu osvojila cel svet in se danes uporabljata v vseh
modernih pivovarnah (Gibson in sod., 2013).

2.3  SESTAVA PIVINE

Pivina je kompleksen medij. Vecinoma jo sestavljajo ogljikovi hidrati, ki sestavljajo 90 %
suhe snovi, od tega duSikove snovi sestavljajo 5 % suhe snovi. Ostalo so snovi, prisotne v
manjSih koli¢inah, kot so fosfati, anorganske soli, lipidi, organske kisline, polifenoli in
derivati nukleinskih kislin (Briggs in sod., 2004). Glavni del ogljikovih hidratov v pivini
predstavljajo fermentabilni ogljikovi hidrati: trisaharid maltotrioza, disaharida maltoza in
saharoza in monosaharida glukoza in fruktoza. Nefermentabilni del ogljikovih hidratov v
vecini predstavlja dekstrin, skupaj z nekaterimi saharidi, kot so arabinoza, ksiloza, riboza,
isomaltoza, panoza in izopanoza (Bulton in Quain, 2001). Kvasovke obic¢ajno prvo
privzamejo saharozo, nato sledita glukoza in fruktoza. Maltozo in maltotriozo kvasovke
izkoristijo kot zadnja fermentabilna sladkorja in ob koncu fermentacije lahko del teh
sladkorjev ostane v pivu (Patel in Ingledew, 1973).

24  ZAPOREDNA UPORABA KVASNE BIOMASE

»Serial repitching« je angleski izraz za ponovno uporabo kvasne biomase, katere namen je
zmanjSati stroSke v proizvodnji piva, zato je postala splosna praksa v pivovarnah. Ob
zakljuCku fermentacije piva se del biomase shrani za kratek Cas in se kasneje z njo
inokulira novo Sarzo sveze pivine. Pri tem je posebna pozornost namenjena ucinkovitemu
pobiranju in shranjevanju kvasne biomase za kasnejSe fermentacije, saj proces vpliva na to,
kolikokrat zaporedoma bo lahko biomasa uporabljena (Powell in sod., 2003). Navadno v
pivovarnah uporabijo kvasno biomaso v 8 do 15 zaporednih fermentacijah (Boulton,
1991). Zelje pivovarjev in stroke so, da bi bilo mogo&e kvasno biomaso uporabiti v
neomejenem Stevilu zaporednih fermentacij. Vendar je praksa pokazala, da po dolocenem
¢asu nastanejo tezave s starostnimi spremembami kvasa, kar neposredno vpliva na
zmanjSano sposobnost fermentacije in spremembo senzoricnega profila piva (Gibson in
sod., 2008).
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Na fermentacijsko sposobnost kvasa med drugim vplivajo zunanji dejavniki, kot so
relativna gostota pivine, vsebnost kisika v pivini, Stevilo celic na ml pivine in temperatura,
poleg tega imajo velik vpliv na fermentacijsko sposobnost tudi hidrostati¢ni in osmotski
tlak, pH, parcialni tlak CO,, bilanca hranil in stopnja alkohola (Kordialik-Bogacka in
Diowksz, 2013). Degeneracija kvasa se kaze predvsem v sposobnosti flokulacije, stopnji
rasti in fermentacijski moci (Lense, 1996). Pri zaporednih fermentacijah lahko pride do
sprememb v DNA skozi ¢as (Sato in sod., 2001). TakSne spremembe v genomu populacije
morda niso vedno takoj opazne in morda ne vplivajo na kakovost produkta, vendar se skozi
daljsi Cas zaporedne uporabe biomase poveca moznost kopi¢enja doloCene populacije s
spremembami v genomu. Te populacije lahko tekmujejo z originalno kulturo, jo presezejo
in s tem vplivajo na ko¢ni produkt.

Akumulacija variant in moznost izbora celic pri pobiranju lahko povzroci, da se dolocene
znacilnosti prenesejo na naslednjo generacijo, kar lahko privede do genetskega zdrsa oz.
spremembe frekvence alela v kulturi zaradi nakljuénega vzorCenja. Za Stevilne
komercialne lager seve so znacilni polimorfizmi v dolzini kromosomov, predvsem na
tistih, ki vsebujejo gene, direktno povezane z uspeSnostjo fermentacije, kot so FLOI,
HXKI1 in MAL4 (Powell in Diacetis, 2007). Nekatere pivovarne se preventivno izogibajo
ponovni uporabi kvasne biomase, saj je to dolgotrajen biotehnoloski proces in obstaja
velika verjetnost okuzbe z neZelenimi mikroorganizmi (Kordialik-Bogacka in Diowksz,
2013).

Proti koncu fermentacije kvas zacne tvoriti velike skupke ali flokule, ki se pri lager sevih
za¢nejo posedati na dno fermentorja. Hitrost posedanja posameznih celic je odvisna od
njihove replikativne starosti. Po koncanem posedanju se tvorijo cone, v katerih so celice
razli¢ne starosti. Najprej se posedejo najstarejSe celice, ki jih obicajno najdemo ¢isto na
dnu fermentorja in niso uporabljene v kasnejSih fermentacijah, zato v naslednji
fermentaciji ponovno uporabimo samo srednjo frakcijo celic. Zgornjo frakcijo celic
predstavljajo mlade celice, ki jih lahko poberemo skupaj s srednjo frakcijo, vendar
optimalno biomaso predstavlja srednja frakcija (Powell in Diacetis, 2007).

2.5 GLAVNI STRESNI DEJAVNIKI MED VARJENJEM PIVA

Med varjenjem piva so kvasovke izpostavljene mnogim stresnim dejavnikom, ki
potencialno lahko poskodujejo celice in vplivajo na uspesSnost fermentacije. Le-ta je
odvisna od njihove sposobnosti prilagajanja spremembam, zlasti pri zaporednih
fermentacijah, ki vklju¢ujejo ponovno uporabo kvasne biomase. Sodobne prakse, ki
vkljucujejo uporabo suhega kvasa kot inokuluma in pivine z visoko relativno gostoto,
povecujejo Se dodatne stresne dejavnike, katerim so izpostavljene kvasovke. Pri tem je
bistveno, da se kvasovke ucinkovito odzovejo na te razmere, ne le za sam proces
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fermentacije piva, temveC tudi za ohranjanje fermentacijske sposobnosti kvasa pri
nadaljnjih zaporednih fermentacijah (Gibson in sod., 2007).

2.5.1 Oksidativni stres

Veliko vlogo pri staranju in smrti celic imajo prosti radikali, predvsem kisikove reaktivne
zvrsti, ki nastajajo med aerobnim dihanjem in povzrocajo oksidativne poskodbe celic
(Harman, 1956). Oksidativni stres nastane, ko pride do neravnovesja med nastajanjem in
odstranjevanjem reaktivnih kisikovih in duSikovih zvrsti (Evans in Halliwell, 1999).
Celice, ki rastejo v aerobnem okolju, se morajo spopadati s prooksidativnimi razmerami
kot so: radikali superoksidnih anionov (O, ), vodikovega peroksida (H,0O,) in hidroksilni
ostanki (-OH), ki so obicajni stranski produkti pri aerobnem dihanju (Commoner in sod.,
1954). Kisikove reaktivne zvrsti izhajajo tudi iz zunanjih okoljskih dejavnikov, kot so
redoks aktivne snovi, sevanje in tezke kovine (Cabiscol in sod., 2000). Posledice, do
katerih pride zaradi direktnega oziroma indirektnega oksidativnega stresa, so peroksidacije
lipidov, in posledi¢no celi¢nih membran, lipoproteinov in drugih lipidnih struktur (Girotti,
1998), inaktivacije proteinov (Cabiscol in sod., 2000) in poSkodbe nukleinskih kislin
(Ribeiro in sod., 2006). Celice imajo encimski in neencimski obrambni sistem za zas¢ito in
vzdrzevanje redoks stanja. Neencimski del obrambnega sistema v vecini sestavljajo
majhne molekule, ki so topne v vodni fazi in lipidnih okoljih, med katere sodijo: glutation,
poliamini, askorbinska kislina, vitamin E, trehaloza, metalotioneini, homeostaza kovinskih
ionov, flavohemoglobin, tioredoksin in glutaredoksin. Encimski del obrambnega sistema
sestavljajo encimi, ki odstranjujejo kisikove radikale in njihove produkte ter popravljajo
Skodo, ki jo je povzrocil oksidativni stres. Mednje sodijo: katalaza, superoksid dismutaza,
encimi pentoza fosfatne poti, glutation reduktaza, glutation peroksidaza, metionin
reduktaza in endonukleaza Apnl (Jamieson, 1998).

Kisik ima pomembno vlogo v pivovarskem procesu. Oskrba kvasovk s kisikom je nujna
med namnoZevanjem kvasne biomase in na zacetku fermentacije, da lahko kvasovke
dosezejo optimalno koncentracijo za u€inkovit proces fermentacije (Hulse, 2010). Kisik je
pomemben pri biosintezi lipidov, predvsem nenasi¢enih mas¢obnih kislin in sterolov, saj
so kvasovke za njih avksotrofne, zato morajo biti te spojine sintetizirane v aerobni fazi
fermentacije. Nekatere od njih jih lahko privzamejo direktno iz pivine. Te spojine se
vklju¢ijo v celicne strukture in so vir metabolnih intermediatov v anabolni in katabolni
poti. Odgovorne so za vzdrzevanje integritete celicne membrane in posledi¢no za celi¢no
delitev. Kvasovke lahko asimilirajo eksogene sterole le v anaerobnih pogojih, ko je de
novo sinteza izkljucena. Ta pojav se imenuje aerobna izkljucenost sterolov. Vendar lahko
zaradi prekomerne izpostavljenosti kisiku na zacetku fermentacije pride do prekomerne
rasti kvasa na raCun nizje produkcije etanola (Briggs, 2004). Torej je za uspesno
fermentacijo potrebna optimalna koncentracija kisika. Izpostavljenost kisiku pri ponovnih



Ogrinec A. Analiza primernosti metod dolocanja Zivosti kvasovk med zaporednimi fermentacijami piva. 7
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

inokulacijah povzroc¢a pocasno, vendar kontinuirno poslabsanje celicnih komponent, ki jih
povzrocajo reaktivne kisikove zvrsti (Harman, 1980; Cabiscol in sod., 2000).

Oksidativoi stres Anacrobni prehod Hladni Sok Hiadni $ok
I | i [ | 1
; S : Pomanjkanje hranil i ’
Osmotski stres Oksidativni in osmotski stres % | Toksitnost etanola '
NamnoZevanje Fermentacija Shranjevanje
b s \
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¥ % - i
. \ e
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Celi¢na gostota — - — Kisik " Etanol
----- Gravitacija pivine Temperatura

Slika 1: Shematski prikaz stresnih dejavnikov, ki se pojavljajo pri kvasovkah med namnozevanjem,
fermentacijo in shranjevanjem biomase (Gibson in sod., 2007)

2.5.2 Osmotski stres

Kvasovke se odzovejo na spremembe v okolju tako, da usklajujejo znotrajcelicne
aktivnosti za potrebe prezivetja in rasti. Neravnovesje med znotrajceli¢no in zunajceli¢no
osmolarnostjo povzroca osmotski stres, zaradi Cesar pride do Skodljivih sprememb v
fiziologiji celice (Csonka in Hanson, 1991). Celice, kot tudi mikroorganizmi, so razvili
mehanizme za prilagajanje na nenadne spremembe v okolju (Piper, 1993), saj so v
naravnem okolju nenehno podvrzene zunanjim osmolarnim spremembam (Tamds in
Hohmann, 2003). Osmoregulacija zajema aktivne procese, s katerimi celica spremlja in
usklajuje osmotski tlak, nadzoruje obliko in turgor (Klipp in sod., 2005).

Izpostavljenost kvasovk nizkemu okoljskemu osmotskemu potencialu privede do vdiranja
vode v celico in povzro¢i hipotoni¢ni stres, pri ¢emer celica inducira specifi¢ni odziv, ki se
kaze v aktivnosti transporterjev topljenca, spremembi delovanja encimov, vklju€enih v
akumulacijo topljenca in izrazanju genov, odgovornih za sintezo topljenca, rezistenco
stresa in spremembe v strukturi celicne stene (Dihazi in sod., 2001). Pri izpostavljenosti
kvasovk okolju, ki vsebuje veliko topljenca, pride do hipertoni¢nega stresa, pri cemer voda
izhaja iz celice. Odziv na stres poteka kot osmoregulacija, ki je homeostati¢ni proces.
Osrednjega pomena osmotske prilagoditve kvasovk na homeostazo je signalni sistem HOG
(-»high osmolarity glycerol«) (Dihazi in sod., 2004). Kvasovke vrste S. cerevisiae
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nadzorujejo osmotske spremembe prek osmoreceptorja histidin kinaza SInl, lokaliziranega
v celicni membrani. V normalnih razmerah je SInl aktiviran in zavira signalizacijo, ob
izgubi turgorja se deaktivira (Reiser in sod., 2003). Nato se preko mitogena aktivira protein
MAP kinaza Hogl. Aktiviran Hogl se akumulira v jedru, kjer sprozi izrazanje dveh tar¢nih
genov, ki kodirata encime odgovorne za tvorbo glicerola, ki sluzi kot osmolit za povecanje
znotrajcelicnega osmotskega tlaka (Hohmann, 2002). Akumulacija glicerola je tudi
nadzorovana preko akvaglikoproteina Fpsl, ki je osmoregulatorni glicerolni kanalcek (Toh
in sod., 2001).

Aktivacija Hogl in od Hogl odvisnih transkripcijskih stimulatorjev je negativno povratno
regulirana s proteinskimi fosfatazami: Ptp2, Ptp3 in Ptplp, ki so odgovorne za
defosforilacijo razli¢nih spojin v metabolni poti (Lam in sod., 2015). Transkripcijski odziv
kvasovk na osmotski stres, ki je reguliran v poti HOG preko Skolp mediatorja, deluje tudi
neposredno na pet genov: GRE2, AHPI, SFAl, GLRI, YMLI131w, ki kodirajo
oksidoreduktaze in sodelujejo pri popravilu oksidativnih poSkodb (Rep in sod., 2001).

Med fermentacijo piva vecji del stresa predstavljata dva glavna vira. Prvi¢ pride do stresa
pri spiranju kvasne biomase s kislino z namenom preprecevanja morebitne kontaminacije z
bakterijami pri ponovni inokulaciji in nato Se pri inokulaciji pivine s kvasno biomaso, kjer
stres povzro¢i velika sprememba v osmotskem tlaku zaradi visoke vsebnosti sladkorja v
pivini. Spiranje kvasne biomase poteka v kislini, namenjeni za zivilsko uporabo. Pri tem
pH pade v obmod¢je med 2.2 — 2.4 in posledi¢no zaradi visoke koncentracije H' ionov pride
do osmotskega stresa (Briggs, 2004). Drugi in najpomembnej$i vir osmotskega stresa
vkljucuje proces inokulacije kvasne biomase v pivino z visoko relativno gostoto.

Visok zunanji osmotski tlak vpliva na zmanjSanje Zivosti kvasovk, na rast in
fermentacijsko sposobnost (Pratt in sod., 2003). Kvasovke se odzovejo na spremembo
koncentracije topljenca v okolju na razlicne nacine; v primeru, da gre za hipotonicni stres,
celica poveca svoj volumen, pri izpostavljenosti hipertonicnemu stresu pa se volumen
celice zmanjSa (Morris in sod., 1986).

2.5.3 Nizanje pH

Znotrajcelicni pH je vazna spremenljivka za vzdrzevanje celiCnega ravnotezja in
membranskega transportnega sistema (Rowe in sod., 1994), saj imata skupaj s érpalko H"
pomembno vlogo pri aktivnosti encimov, ki sodelujejo v glikolizi in glukoneogenezi.
ATPaza v plazemski membrani ustvarja transmembranski potencial H' in regulira
znotrajcelicni pH, poleg tega je tudi gonilna sila, ki je pomembna pri privzemu hranil in s
tem izrednega pomena za rast kvasovk (Serrano in sod., 1986). S pomocjo znotrajceli¢ne
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vrednosti pH je mozno napovedati zZivost kvasnih celic in dejavnosti v rasti (Imai in Ohno,
1995).

Pri obicajni fermentaciji lager piva se zacetni pH, ki je okoli 5,5, zniza na pH okoli 4. K
znizanju vrednosti pH prispeva nastajanje CO,, ki je eden od kon¢nih produktov
metabolizma kvasovk in se ob povecani koncentraciji v raztopini pretvarja v ogljikovo
kislino, izlo¢anje organskih kislin in privzem pufernih spojin, kot so aminokisline in
primarni fosfati, prisotni v pivini. Nadalje je bilo ugotovljeno, da razlika v pufrni kapaciteti
ne zadostuje razliki v vrednosti pH, vendar k razliki prispevajo kvasovke, ki tekom
fermentacije izloCajo protone (Coote in Kirsop, 1976). Kon¢ni pH je torej odvisen od
pufrne kapacitete pivine, zaCetne vrednosti pH in obsega rasti kvasovk.

2.5.4 Anaerobni prehod

Ceprav je fermentacija piva anaerobni proces, je zaletna koncentracija kisika zelo
pomembna, saj ga kvasovke potrebujejo za sintezo sterolov, ki so sestavni del celicne
membrane (Aries in Kirsop, 1977). Zacetna koncentracija kisika, potrebna v pivini, je
odvisna predvsem od seva kvasovk in relativne gostote pivine (Lima in sod., 2011).
NajmanjSa koncentracija kisika je vsaj 10 mg/L, ki se porabi v nekaj urah po inokulaciji,
kar privede do akumulacije CO; in s tem do anaerobnih pogojev in zaletka fermentacije
(Waites in sod., 2001).

V obmocju od 0,5- 4,0 bara absolutnega tlaka CO, pride do zmanjSane rasti in Zivosti celic,
vendar nima vpliva na glikolizo, posledi¢no zaradi zaviralnega uinka na rast kvasovk
vpliva na rahlo zmanj$ano hitrost fermentacije (Knatchbull in Slaughter, 1987). Povecanje
parcialnega tlaka CO, v fermentorju upocasni hitrost fermentacije, vpliva na koncno
koncentracijo amilnega alkohola in obsega rasti kvasovk, medtem ko se kon¢ni pH zniza.

Ogljikov dioksid ima razli¢en ucinek na produkcijo in odstranjevanje diketonov in njihovih
prekurzorjev, ki jih tvorijo kvasovke. Izjema so zelo nizke temperature in tlak, pri katerih
nima uc¢inka na odstranjevanje omenjenih spojin v zakljucni fazi fermentacije (Arcay-
Ledezma in Slaughter, 1984). Posledica poveCanega tlaka ogljikovega dioksida se kaze v
zmanjSani koncentraciji aromati¢nih spojin in estrov (Drost, 1977). Vpliv anaerobnih
pogojev na kvasovke se kaze tudi v veC celi¢nih funkcijah, vklju¢no s spremembami v
delitvi in velikosti celic, izraZzanju genov, spremenjeni presnovi, privzemu aminokislin in
celicni steni. Prehod iz aerobnega okolja v anaerobnega ne predstavlja direktne groznje v
primerjavi z drugimi stresi. Na spremembo metabolizma zaradi porabe kisika vplivajo
spremembe v izrazanju 938 genov (Lai in sod., 2005).
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2.5.5 Toksi¢nost etanola

Primarni namen kvasne biomase pri fermentaciji piva je sinteza etanola iz fermentabilnih
sladkorjev in tvorba drugih aromati¢no aktivnih spojin (Casey in Ingledew, 1986).
Pomemben produkt fermentacije je tudi primerno ziva in vitalna kvasna biomasa, ki jo je
mogoce uporabiti v nadaljnjih fermentacijah, zato tvorba primarnega produkta ne sme biti
na racun kakovosti kvasne biomase (Stewart, 2001). Med fermentacijo vsebnost alkohola
naraste in posledicno so kvasne celice izpostavljene toksi¢nosti etanola, ki zmanjSuje
vitalnost in zZivost. Pri obicajnih fermentacijah piva je alkoholna stopnja v obmocju med 3
in 6 vol. %, pri fermentacijah z visoko gostoto pivine pa lahko stopnja alkohola presega
tudi 10 % (Briggs, 2004). Znano je, da ima etanol velik vpliv na fiziologijo kvasovk, saj
zavira celino rast, zmanjSuje Zivost, velikost celic, dihanje in privzem glukoze (Pascual in
sod., 1988). Poleg tega povzroCa spremembe v prepustnosti membrane, v procesu
modifikacije lipidov, celi¢ni strukturi in funkciji (Mizoguchi in Hara, 1997). Vpliva tudi na
inaktivacijo encimov in spremeni aktivnost razlicnih metabolnih poti, niza pH citoplazme
in posledi¢no vpliva na aktivnost plazmske ATPaze, ki pri nizki stopnji etanola celo
izboljsa svoje delovanje (Petrov in Okorokov, 1990).

Odziv na etanolni stres se pri kvasovkah kaze v ve¢jih fizioloskih spremembah, kot so:
povisana vsebnost enkrat nenasi¢enih mascobnih kislin v celicni membrani, Se posebej
oleinske kisline in s soCasnim zmanjSevanje nasi¢enih mascobni kislin, kot je palmitinska
kislina; povisana vsebnost trehaloze (Kim in sod., 1996) stimulacija sinteze stresnih
proteinov in pridobitev termotolerance (Odumeru in sod., 1992) ter povisana aktivnost
mitohondrijske superoksid dismutaze (Costa in sod., 1993). Stopnja etanolne tolerance
kvasovk dolofa njihovo primernost za fermentacijo in moznost uporabe za kasnejSe
fermentacije (Lentini in sod., 2008). Ostali okoljski dejavniki, ki vplivajo na etanolno
toleranco kvasovk, so Se osmotski stres, stranski metaboliti fermentacije, nacin hranjenja s
substratom in sestava medija (Casey in sod., 1984; D'Amore in sod., 1989). Predhodna
izpostavitev nizjim vsebnostim etanola lahko zviSa stopnjo tolerance na nadaljnjo
izpostavljenost toksicnim vsebnostim etanola (Odumeru in sod., 1992). Pomembno vlogo
pri zas¢iti kvasovk pred etanolnim stresom imajo Mg>" ioni, ki zviSajo toleranco na
etanolni stres. Ugotovljeno je bilo, da je bila ob dodatku Mg*" ionov povetana tvorba
etanola pri fermentaciji pivine z visoko gostoto (D'Amore in sod., 1988).

Uporaba pivine z visoko gostoto je v mnogih pivovarnah postala ustaljena praksa, saj
enostavno poveca proizvodno kapaciteto in zmanjsa stroske, vendar je omejena s toleranco
kvasovk na stres in njihovo fermentacijsko zmogljivostjo (Blieck in sod., 2007).
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2.5.6 Stres zaradi pomanjkanja hranil

2.5.6.1 Privzem in omejitve vira ogljika

Pivske kvasovke Saccharomyces spp. pridobivajo vir ogljika in energije veCinoma iz
preprostih fermentabilnih sladkorjev; od monosaharidov lahko izkoris¢ajo glukozo,
manozo, fruktozo, galaktozo, pentozo in ksilulozo. Od disaharidov lahko izkoristijo
saharozo in maltozo. Trisaharide, kot sta maltotrioza in rafinoza, lahko hidrolizirajo le
nekateri sevi. Ostale nefermentabilne spojine, kot sta etanol in glicerol, lahko kvasovke
izkoristijo kot vir ogljika v aerobnih razmerah za rast. Lager sev Saccharomyces
carlsbergensis lahko izkoristi Se melibiozo in dekstrin, kar pa na sploSno ne velja za ale
seve Saccharomyce cerevisiae. Kvasovke v zgodnji fazi fermentacije hitro porabijo
glukozo, fruktozo in saharozo. Najprej hidrolizirajo saharozo s pomocjo periplazemskega
encima [B-D-fruktofuranozidazo, ki se nahaja na celi¢ni ovojnici. Produkta hidrolize,
glukoza in fruktoza, nato vstopita v celico z olajSano difuzijo (Heggart in sod., 1999).
Privzem maltoze je reguliran z geni MAL, ki so regulirani z indukcijo maltoze in represijo
glukoze. Gen MAL je utiSan, kadar je koncentracija glukoze vis§ja od 0,4 ut.% (Walker,
1998).

Po fermentaciji je v pivini majhna koncentracija sladkorjev, kar neposredno vpliva na
nizko relativno gostoto piva. Meja atenuacije je dolocena z znacilnostmi kvasovk in doloc¢a
najnizjo relativno gostoto piva, ki jo kvasovke lahko dosezejo. VeCinoma je relativna
gostota med 2-3°P. Nezmoznost doseganja meje atenuacije kvasne kulture je pogosto
pokazatelj slabe vitalnosti in zivosti (Heggart in sod., 1999).

2.5.6.2 Privzem in omejitve vira duSika

Pivina vsebuje bistvene vire dusSika, ki ima pogosto anabolno vlogo in ga kvasovke zlahka
uporabijo za sintezo celi¢nih proteinov in encimov (Tenge, 2009). Ustrezna koli¢ina dusika
je klju¢na za visoko celicno Zzivost (Patel in Ingledew, 1973). S. cerevisiae je ne-
diazotrofi¢na, kar pomeni, da kot vir dusika ne more asimilirati atmosferskega dusika, in
ne-proteoliticna, kar pomeni, da ne more uporabljati proteinov kot vir duSika (Walker,
2004).

V pivovarski dejavnosti vire duSika razdelimo na izkoristljive in neizkoristljive.
Izkoristljivi viri duSika v pivini so razlicne spojine, ki vsebujejo dusik, vklju¢no z
amonijevimi solmi, aminokislinami in peptidi. Pivske kvasovke imajo omejeno
zunajcelicno proteoliticno zmogljivost (Jones, 1991), zato proteini in polipeptidi, ki so
prisotni v pivini po fermentaciji, ostanejo v pivu (Briggs, 2004). Neodvisno od pivovarskih



Ogrinec A. Analiza primernosti metod dolocanja Zivosti kvasovk med zaporednimi fermentacijami piva. ]2
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

pogojev poteka med fermentacijo privzem aminokislin vedno v striktnem vrstnem redu;
najprej kvasovke porabijo skupino A aminokislin (glutamin, glutamat, aspargin, aspartat,
serin, treonin in lizin), nato sledi privzem iz skupine B aminokislin (valin, metionin, levcin,
izolevcin, histidin), ki poteka mnogo pocasneje, sledi skupina C aminokislin (glicin,
fenilalanin, tirosin, triptofan, alanin), ki se porabljajo samo, kadar ni ve¢ aminokislin iz
skupine A. Za uporabo prolina, ki predstavlja skupino D, in ga je v pivini v izobilju,
kvasovke potrebujejo anaerobne pogoje (Tenge, 2009). Aminokisline iz skupin A in B se
transportirajo v celico s specificnimi permeazami, skupina C pa je privzeta s splosno
permeazo. Ko gre aminokislina skozi transaminazni sistem, ki ji odstrani amino skupino,
se lahko slednja uporabi za sintezo nove aminokisline in tako zagotovi nujno oskrbo,
neodvisno od privzema (Hammond, 1993). Med fermentacijo ima vrstni red vnosa
aminokislin takoj$ne posledice. Valin je nujno potreben za rast kvasovk, ampak je lahko
uporabljen Sele, ko se porabijo vse aminokisline iz skupine A, zato ga celica sintetizira.
Med sintezo nastajajo stranski produkti, kot je acetolaktat, ki se zunajcelicno pretvori v
diacetil. Nastaja toliko Casa, dokler se ne porabijo aminokisline iz skupine A in celica
zaCne privzemati valin. Tako metabolizem aminokislin neposredno vpliva na kakovost
piva (Tenge, 2009).

2.5.7 Hladni Sok

Lager fermentacije potekajo pri temperaturah med 6 in 15 °C. Ko se fermentacija zakljudi,
je potrebno ohraniti kvasovke v ¢im boljSem fizioloSkem stanju, da preprecimo okuzbe in
ohranimo enako Zivo in vitalno stanje kvasovk (Bulton in Quain, 2001; O’Connor-Cox,
1998). To se doseze z nizko temperaturo, saj nizke temperature omejujejo rast in dobro
ohranijo zivost kvasne biomase skozi daljSe Casovno obdobje (Aguilera in sod., 2007).
Temperature pri pobiranju, shranjevanju in spiranju s kislino so pod 4 °C in med temi
postopki so kvasovke izpostavljene hladnemu Soku (Phadtare in sod., 1999). Vse te
znaCilnosti kazejo, da imajo kvasovke S. cerevisiae mehanizme, ki jim omogocajo
prezivetje in prilagoditev na nizke temperature; odziv ni zanimiv samo z bioloskega
stali§¢a, pomemben je tudi za tehnoloske aplikacije (Aguilera in sod., 2007).

Fizioloske posledice zaradi nizke temperature se kazejo predvsem v preto¢nosti membrane,
ki je sestavljena v ve¢ji meri iz oleinske in palmitooleinske kisline, v sledovih pa sta
prisotni palmitinska in stearinska kislina (Shinitzky, 1984). Nizanje temperature vodi v
bolj urejeno strukturo membrane, kar poslabsa njeno pretocnost in prehod snovi.
Membrana z nizanjem temperature preide iz tekoCe kristalne oblike v stanje gela
(Thieringer in sod., 1998). Ta transformacija poslabsa delovanje membranskih proteinov,
ki skrbijo za prenos presnovnih produktov in beljakovin skozi membrano. Prilagoditev na
nizke temperature se kaze v povecanju nenasi¢enih ma$cobnih kislin, cis in dvojnih vezi,
krajSanju verig in razvejanosti metilnih skupin (Russell, 1989). Druga fizioloSka posledica
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zaradi nizanja temperature je zmanjSanje hidrofobnih interakcij med skeletnim ogljikom
polipetidov in stranskimi verigami aminokislin. To povzroc¢i izpostavljenost nepolarnih
regij vodnemu okolju in tveganje za denaturacijo proteinov (Gounot in Russell, 1999).

Odgovor na nizke temperature se kaze tudi v spremenjenem izrazanju nekaterih genov in s
tem je spremenjeno fizioloSko stanje. Zanj je znacilen zmanjSan membranski transport,
kopic¢enje nepravilno zvitih proteinov in zmanjSana aktivnost encimov. Zgodnja faza
odziva na znizanje temperature vkljucuje prilagoditev celicne membrane in preprecuje
destabilizacijo sekundarnih struktur RNA, da lahko poteka ucinkovita translacija
beljakovin. Poznejsa faza vkljucuje zviSanje ravni regulacije genov GRS, vklju¢no s »heat
shock« proteini in encimi, vkljuenimi v presnovo glicerola in trehaloze (Schade in sod.,
2004).

2.6  METODE DOLOCANJA ZIVOSTI IN VITALNOSTI

2.6.1 Metode dolo¢anja Zivosti

Kvasovka vrste Saccharomyces cerevisiae je zelo uporaben modelni organizem za
proucevanje celicnega odziva na razlicne vrste stresa. DoloCanje zivosti celic je ena od
najbolj pogosto uporabljenih metod pri krio- in genotoksi¢nih analizah pri razli¢nih vrstah
kemicnih, fizikalnih in okoljskih dejavnikov. Analiza parametrov zivosti je zelo
pomembna v industrijskih procesih, kjer se uporabljajo mikroorganizmi (Nikolova in sod.,
2002). Na splosno je zivost celic definirana kot delez zivih celic v celotni populaciji.
Omenjeni parameter lahko dolo¢imo z razlicnimi metodami, ki so opisane v Stevilnih
raziskovalnih ¢lankih. Za boljSe razumevanje Zivosti so metode v nadaljevanju razvr§éene
glede na njihovo uspesnost in vrsto doseZenih rezultatov.

Prva kategorija vkljuuje metode, ki temeljijo na sposobnosti kvasovk, da rastejo na
trdnem ali tekoCem mediju. Ena izmed najpogosteje uporabljenih metod v tej kategoriji je
Stetje enot CFU, ki smo jo uporabili tudi v naSem eksperimentu. Obstajajo Se druge
metode, kot so "spotting" test, merjenje inhibicijske cone rasti in dolo¢anje rasti v tekocem
mediju. Prednosti teh metod so predvsem v enostavnosti uporabe in nizkih stroskih
izvedbe, medtem ko so njihove slabosti dolg ¢as &akanja na rezultate. Ceprav prej
omenjeni preskusi omogocajo oceno stopnje zaviranja rasti, ne zagotavljajo ocene zivih
kvasnih celic ali celic, ki se ne morejo razmnoZevati (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza,
2014).

Druga kategorija metod doloCanja zivosti celic temelji na barvanju z barvilom. V tem
primeru se lahko uporabljajo tako barvila za kolorimetricne metode kot tudi fluorescentna
barvila. Mehanizem delovanja omenjenih barvil je odvisen od lastnosti celicne membrane,
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ki locuje notranjost celice od zunanjega okolja. PoSkodbe celicne membrane obicajno
vodijo v celi¢no smrt. Barvila, ki se uporabljajo za doloCanje zivosti celic, lahko razdelimo
v dve podkategoriji (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014). Prva so barvila, ki so odvisna
od sprememb v celovitosti in funkcionalnosti celicne membrane. Ta barvila so pri
fizioloSkem pH v anionski obliki in ne morejo prodreti v zZive celice zaradi negativnega
naboja celicne membrane, kar pomeni, da jih neposkodovana membrana zivih celic blokira
in tako prepreci njihov vstop v notranjost, lahko pa prodrejo v mrtve ali poskodovane
celice in obarvajo jedro ali citoplazmo. Prisotnost barvil v celicah kaze na poskodbe
membrane in celicno smrt. Obicajno uporabljena barvila iz te skupine vkljucujejo
fluorescentna barvila, ki se vezejo na DNA, kot so propidijev jodid (Lopez-Amords in
sod., 1995), etidijev bromid (Aeschbacher in sod., 1986) ali kolorimetri¢na barvila, kot so
tripan modro (McGahon in sod., 1995) in eritrozin B (Bochner in sod., 1989).

Druga podskupina barvil prodre tako v zive kot v mrtve celice, pri Cemer zive celice lahko
1zCrpajo barvilo, kot na primer floksin B (Minois in sod., 2005), ali ga reducirajo, kot na
primer metilensko modrilo (Painting in Kirsop, 1990) in ostanejo brezbarvne. Mrtve celice
tega ne morejo narediti, zato ostanejo obarvane modro v primeru, ko uporabljamo
metilensko modrilo, ali rdece, kadar uporabljamo barvilo floksin B.

Omenjene metode zagotavljajo hitre in ponovljive rezultate. Poleg tega omogocajo
opazovanje posamezne celice in tako razlikujejo zive celice od mrtvih celic in merijo delez
obeh kategorij celic v celotni populaciji, torej omenjene metode za dolocanje zivosti celic
predstavljajo podatke o zivih in mrtvih celicah v celotni populaciji. Vendar v mnogih
primerih toksi¢ni ucinki kemicnih ali fizikalnih dejavnikov ne vodijo neposredno v celi¢no
smrt. TakSni dejavniki lahko povzrocajo vrsto morfoloskih, znotrajceli¢nih ali
metaboli¢nih sprememb, ki imajo za posledico nezmoznost delitve celic, kljub temu da
celica Se zivi (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014). Ta vidik predstavlja vitalnost celic,
ki je opredeljen kot fizioloska sposobnost celice.
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Metode dolo¢anja Zivosti

Stevilo kolonijskih enot To¢kowvni test Inhibicijska cona rasti Kulture na tekoc¢em mediju
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/ Aﬂi)skopua s floksinom B
l | |
Propidijev jodid/ —

flurescein diacetat Metilensko modrilo

Ostala barvila:
etidijev bromid
tripan modro
eritrozin B

Slika 2: Metode, ki se uporabljajo za dolo¢anje zivosti kvasnih celic (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza, 2014)

2.6.2 Metoda doloc¢anja kultivabilnosti CFU

Rast in vzdrZevanje mikrobov v petrijevih plos¢ah na medijih, ki vsebujejo agar, je ze
dolgo c¢asa splosno uporabljena praksa v mikrobiologiji. Tradicionalno je prednostna
metoda za kvantitativno dolocanje Cistih ali meSanih kultur, saj je zelo fleksibilna in
relativno hitra. Temelji na razmazu serijskih red¢itev in kasnejSem Stetju enot, ki tvorijo
kolonije (CFU) (Sieuwerts in sod., 2008).

2.6.3 Dolocanje Zivosti z uporabo metilenskega modrila, slikanjem pod
mikroskopom in Stetjem z ra¢unalni§kim programom

Z omenjeno metodo dobimo hitro oceno odstotka zivih celic v primerjavi s tradicionalno
metodo Stetja celic (dolocanje CFU), katere rezultati so nam na voljo Sele po 3 ali 4 dneh
po cepljenju. Metoda barvanja z metilenskim modrilom hitro obarva celice in rezultate o
zivosti celic lahko dobimo v nekaj minutah. Ko kvasnim celicam dodamo metilensko
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modrilo, to prodre v notranjost celic in jih obarva. Zive kvasne celice, ki vsebujejo encime,
lahko razbarvajo metilensko modrilo in ostanejo brezbarvne, pri ¢emer jih mrtve celice ne
morejo, zato ostanejo obarvane. Metoda na zelo preprost in enostaven nacin razlikuje
mrtve celice od Zivih, katere prestejemo pod mikroskopom (Painting in Kirsop, 1990). To
naredimo tako, da celice nanesemo na Biirker-Tiirkovo Stevno plos¢ico, jim dodamo
metilensko modrilo, nato pa jih slikamo pod mikroskopom, Stetje celic na Stevnih komorah
si olajSamo s pomocjo ra¢unalniskega programa ImagelJ (Zupan in sod., 2013).

2.6.4 Dolocanje Stevila kvasnih celic s pomocjo opti¢ne gostote

Spektrofotometricno doloCanje opti¢ne gostote (OD) je najpogosteje uporabljena tehnika
za ocenjevanje koncentracije celic v tekoci kulturi. Pomembno je, da izberemo primerno
valovno dolzino, da dobimo kakovostne meritve. Metoda temelji na Beer-Lambertovem
zakonu, ki opisuje absorpcijo svetlobe pri prehodu skozi ne povsem prozorno snov, saj je
oslabitev vpadnega zarka v tanki plasti premosorazmerna debelini te plasti in jakosti
vpadnega zarka, sorazmerni koeficient pa se imenuje absorpcijski koeficient. To omogoca
racionalen pristop za izboljSanje natanc¢nosti meritev opti¢ne gostote, ki se uporablja kot
priblizek koncentraciji celic. Slabost te tehnike namre€ je, da se opti¢na gostota spreminja
z velikostjo celic pri enaki koncentraciji celic (Myers in sod., 2013).

2.6.5 Metode dolocanja vitalnosti

Metode za doloCanje celicne vitalnosti kvasa temeljijo na raziskavah razli¢nih vidikov
fizioloSkega stanja celic. Generalno so razvrS¢ene v tri kategorije: 1) doloCanje vsebnosti
celicnega ATP na podlagi reakcije z luciferinom (Anséhn in Nilsson, 1984), 2) dolocanje
mitohondrijskega membranskega potenciala, ki temelji na obarvanju z rodaminom 123
(Ludovico in sod., 2001) ali rodaminom B (Marchi in Cavalieri, 2008) in 3) doloCanje
aktivnosti encimov, na primer esteraze, ki se obarva s fluorescin diacetatom (Breeuwer in
sod., 1995), ali oksidoreduktaze, ki se obarvajo s tetrazolijevo soljo MTT (Levitz in
Diamond, 1985), XTT (Kuhn in sod., 2003), WST-8 (Tsukatani in sod., 2009) ali
Stevilnimi redoks encimi ter barvanje z resazurinom (Czekanska, 2011). V to kategorijo
lahko vklju¢imo tudi specificno barvilo za kvasovke FUN-1, ki je membrani prepustni ne-
fluorescentni prekurzor, ki se pri aktivnosti znotrajceliénih encimov pretvori v
fluorescentni produkt. Omenjeno barvilo omogoca razlikovanje med Zivimi (metabolno
aktivnimi), metabolno oslabljenimi in mrtvimi celicami (Millard in sod., 1997). Slabost teh
metod je, da zahtevajo uporabo napredne specialne opreme. Njihova dobra stran pa je, da
dajejo zelo objektivne in merljive rezultate. Prednost teh metod je tudi, da omogocajo
podrobno opredelitev presnovnega stanja celic, ki zagotavljajo boljSo podlago za
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oblikovanje sklepov o mehanizmu dejavnikov, ki jih preiskujemo (Kwolek-Mirek in
Zadrag-Tecza, 2014).

Preto¢na citometrija se uporablja za kvantitativno merjenje opti¢nih lastnosti celic in lahko
analizira nekaj tiso¢ celic v sekundi, ki potujejo v hitrem ozkem toku skozi snop svetlobe.
Ta lahko dolo¢i tri parametre: direktni kot razprSene svetlobe (FSC), stranski kot razprSene
svetlobe (SSC) in fluorescenco pri doloCeni valovni dolZzini. S pomocjo izmerjenih
parametrov lahko dolo¢imo priblizno maso celic, strukturo, povrSinske lastnosti in opti¢no
gostoto celic. Uspesno se uporablja za neposredno doloCanje zivih celic, po barvanju z
zgoraj omenjenimi fluorescentnimi barvili, ki razli¢no obarvajo celice glede na njihovo
aktivnost in integriteto celi¢ne stene (Deere in sod., 1998).

Metode doloc¢anja vitalnosti

Metabolna aktivnost Encimska aktivnost

Redukcija
WST-§ ———» WST-8 formazan

Nizka Visoka
T e i ] Druge: MTT, XTT, FDA

/'

— > Vsebnost ATP

Mitohondrijski

membranski potencial ¢

ATP + D-Luciferin + 0: L8Ry opsiluciferin +AMP +Ppi + CO2+ pianr

Rhodamine B

S Nizka Visoka
Rhodaminel23

Slika 3: Metode, ki se uporabljajo za doloCanje vitalnosti kvasnih celic (Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza,
2014)

2.6.6 Metoda dolocanja kinetike kvasovk z barvilom FUN1

FUN-1 [2-kloro-4-(2,3-dihidro-3-metil(benzo-1,3-tiazol-2-il)-metiliden)-1-fenilkinolinijev
jodid] je fluorescentno barvilo, ki je membransko permanentna halogenirana cianidna
spojina, katera se veze na nukleinske kisline (Millard in sod., 1997). Uporablja se v
Studijah kvasovkah in drugih gliv za spremljanje zivost celic v raziskovalnih laboratorijih
in testiranje aktivnosti glivnih okuzb v klini¢nih okoljih. Ko je plazmska membrana
neposkodovana, kvasne celice privzamejo barvilo FUN-1 in pri tem citosol fluorescira
difuzno zelene barve (Essary in Marshall, 2009). Barvilo FUN-1 se nato transportira po
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neznani metabolni poti v metabolno aktivnih celicah v vakuolo, kjer se nato pretvori v
fluorescirajoce rdece cilindri¢ne intravakuolne strukture (CIVS), ki nastanejo v anaerobnih
kot tudi aerobnih pogojih, vendar je njihov nastanek mocno odvisen od temperature
(Millard in sod., 1997). To barvilo se uporablja za dolocitev vitalnosti kvasovk, saj lahko le
vitalne celice tvorijo CIVS (Essary in Marshall, 2009).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Delovni organizem
V laboratorijskem poizkusu smo uporabili kvasni sev Saccharomyces pastorianus ZIM
2203 iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov Biotehniske fakultete, s Katedre za
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil. V zbirki je bil shranjen na -80 °C, pred
uporabo smo ga odtalili in ga oZzivili z inkubacijo na YPD petrijevih ploscah.

3.1.2 Trdno YPD gojisce

Direktno v 1 litrsko steklenico smo zatehtali 37,5 g YPD Broth (Sigma) in 15 g Agar
(Biolife) ter dolili 750 ml destilirane vode. Steklenico smo dobro pretresli in raztopili
vecino sestavin, nato smo jo eno minuto dodatno segrevali v mikrovalovni pecici, da so se
raztopile vse sestavine. Pred avtoklaviranjem smo rahlo odvili pokrovcek, da smo
preprecili nastajanje nadtlaka, zaradi katerega bi steklenica lahko pocila. Na koncu smo
steklenico prenesli v avtoklav in jo avtoklavirali (t=15 min, T=121 °C in p=1,1 bar). Po
avtoklaviranju smo gojise primerno ohladili, da smo ga lahko v laminariju razlili v
pretijeve plosce, ko se je gojisce v petrijevih plos¢ah strdilo, smo jih do uporabe shranili v
hladilno omaro.

3.1.3 Tekoce YPD gojisce
V tekofem gojisS¢u smo namnozili kvasno biomaso, ki smo jo uporabili za inokulacijo
pivine pri prvi fermentaciji. Za pripravo goji§¢a smo raztopili 5 g suhega gojis¢a YPD
(Sigma) v 100 ml destilirane vode in ga avtoklavirali.

3.1.4 Pivina

Za fermentacije smo uporabili pasterizirano lager pivino iz pivovarne LaSko. Ustreznost
pivine smo pri vsaki uporabi preverili z negativno kontrolo. Izvedli smo jo z nanosom 0,1
ml pivine na dve petrijevi plo$¢i YPD in inkubirali pri 37 ° C tri dni.

3.1.5 Fosfatni pufer z metilenskim modrilom

Fosfatni pufer z metilenskim modrilom (pH 4,6), ki se uporablja za obarvanje mrtvih celic
kvasovk, smo pripravili po objavljenem protokolu (Heggart in sod., 2000). Za uporabo
omenjenega fosfatnega pufra z metilenskim modrilom smo se odlocili na podlagi
priporocila organizacije American Society of Brewing Chemist. Najprej smo pripravili
raztopino A. To smo naredili tako, da smo zatehtali 0,05 g metilenskega barvila in ga
raztopili v 250 ml destilirane vode. Sledila je priprava raztopine B, tako da smo 6,8 g
KH,POy4 raztopili v 250 ml destilirane vode. Za pripravo raztopine C smo zatehtali 1,2 g
Na,HPO4 x 12H,0 in raztopili v 50 ml destilirane vode. Nato smo v 249,38 ml raztopine B
dodali 0,625 ml raztopine C in dobili raztopino D. Na koncu smo pripravili raztopino E
tako, da smo zmesSali 250 ml raztopine D in 250 ml raztopine A. Tako pripravljenemu
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fosfatnemu pufru z metilenskim modrilom smo Se uravnali pH na 4,6 in ga sterilizirali z
membransko filtracijo.

3.1.6 Dolocanje Zivosti kvasovk s setom Live/Dead (Thermo Fisher Scientific)

3.1.6.1 Pufer GH

Pufer GH se uporablja za ohranjanje fizioloSkega pH in vzdrzevanje strukture in funkcije
encimov, zlasti pri nizkih temperaturah. Za pripravo GH pufra smo zatehtali sestavine iz
spodnje preglednice 1 v ¢aso in dodali priblizno 25 ml dH,O. Nato smo ¢aSo postavili na
magnetno mesalo in pustili, da so se vse sestavine raztopile. Raztopino smo prelili v
merilni valj in dopolnili z dH,O do 30 ml. Na koncu smo pufer Se sterilizirali z
membransko filtracijo.

Preglednica 1: Priprava GH pufra

Sestavina Kolic¢ina
HEPES 0,1192 g
Glukoza I,L1g
dH,0 30 ml

3.1.6.2 Barvilo FUN1

Live/Dead Yeast Viability set vsebuje dve barvili, to sta FUN1 in Calcofluor White M2R.
Proizvajalec navaja, da je mozno uporabiti barvilo FUN1 posamic¢no ali v kombinaciji z
Calcofluor White M2R za dolo¢anje metabolne aktivnosti kvasovk, s pomocjo fluroscentne
mikroskopije ali s katero drugo instrumentalno metodo (Molecular Probes, 2001). V naSem
primeru smo metabolno aktivnost merili samo z barvilom FUNI. Proizvajalec priporoca
red¢enje barvila med 100 uM in 1,6 uM. Pri izdelavi umeritvene krivulje smo ugotovili, da
je najmanjSa koncentracija, ki jo lahko uporabimo pri merjenju, 3,0 uM. Barvilo smo
pripravili tako, da smo v 400 ul GH pufra raztopili 0,24 pl 10 mM barvila FUN1. Na
koncu smo zmeSali razred¢eno barvilo z vzorcem v razmerju 1:1 in dobili kon¢no
koncentracijo barvila 3 uM.

3.1.7 Mikrofermentacijski sistem

Glavni deli sistema so: inkubator, magnetno mesalo, jeklenka z reducirnim ventilom,
regulacijski sistem tlaka, razdelilna letev za povezavo vseh delov sistema in fermentorji. V
poizkusu smo posnemali parametre, ki so prisotni na industrijskem nivoju: temperatura,
hitrost fermentacije, hidrostatski tlak, tlak nad tekoco fazo, parcialni tlak CO; in hitrost
mesSanja. Zaradi narave poizkusa smo izdelali sistem, v katerem lahko kontroliramo
omenjene parametre. Najprej smo izdelali devet fermentorjev, od tega so bili trije
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namenjeni pobiranju vzorcev za kasnejSe analize. Iz preostalih Sestih pa smo po koncu
fermentacije pobrali biomaso, ki smo jo uporabili za reinokulacijo. Za izdelavo slednjih
smo uporabili falkonke (50 ml), ki smo jim predelali pokrovcke. Na vrhu pokrovckov smo
namestili prikljucke za silikonsko cevko. Druga modifikacija, ki smo jo naredili, je bila
namestitev silikonskega tesnila, da so fermentorji tesnili. Fermentorje smo nato s
silikonskimi cevkami povezali na razdelilno letev. V razdelilno letev smo preko silikonske
cevke iz jeklenke dovajali plinsko meSanico 20 % CO, in 80 % N,. Za poizkus smo
uporabljali 40 kilogramsko jeklenko z reducirnim ventilom tlaka, ki smo ga nastavili na ~
1,1 bar. Tlak v sistemu smo natan¢no kontrolirali s pomocjo elektronskega merilnika,
povezanega z elektromagnetnim ventilom, ki je posredno preko elektromagnetnega ventila
odvajal odvecno koli¢ino plina. Tlak v sistemu je bil konstantno 1,10 bar s standardnim
odklonom 0,03 bara. Elektronski merilnik tlaka smo namestili direktno na razdelilno letev.
Elektromagnetni ventil pa je bil z razdelilno letvijo povezan s silikonsko cevko, prav tako
kot fermentorji in jeklenka. MeSanje z magnetnim meSalom je simuliralo meSanje v
industrijskem fermentorju, ki nastane zaradi dvigovanja brozge na CO, mehurckih, ki so
posledica dihanja kvasovk. Uporabili smo magnetno mesalo z devetimi magnetnimi polji
in meSalu prilagojenim stojalom, da so bili fermentorji namesceni direktno nad magnetna
polja. V fermentorje smo vstavili magnete velikosti 15 mm. Cel sistem, razen jeklenke,
smo namestili v stresalnik Infors, s katerim smo kontrolirali temperaturo fermentacije.
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Slika 4: Glavne komponente mikrofermentacijskega sistema, a- jeklenka, b-redukcirni ventil, c- stresalnik
Inforce, d- elektromagnetni ventil, e- digitalni merilnik tlaka, f- razdelilna letev, g- fermentor,
h- elektromagnetno mesalo

Preglednica 2: Sestavni deli mikrofermentacijskega sistema

Komponenta Proizvajalec
Razdelilnik FR-8-1/8 Festo
Vti¢na spojka KD 1/8 — zunanji navoj Festo
Vti¢na spojka KS 1/8 — zunanji navoj Festo
Hitro-vijaceni prikljuc¢ek CK-1/8 — notranji navoj Festo
Hitro-vijaceni prikljuc¢ek CK-1/8 — zunanji navoj Festo
Matica 1/8 Festo
Dvovija¢nik raven 3/8 Festo
Zapiralni ¢ep 3/8 Festo
Zapiralni ¢ep 1/8 Festo
Elektromagnetni ventil 1/8 24V Jaksa
Napajalnik 24V Sunny
Elektronski merilnik tlaka ISE30A SMC
Rele 24 V Matsushita
Silikonska cev 4x6 Rosil
Silikonska cev tesnilo 1,75 x 1 Rosil

Se nadaljuje ...
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Nadaljevanje Preglednice 3: Sestavni deli mikrofermentacijskega sistema

Komponenta Proizvajalec
Silikonska cev tesnilo 1 x 0,5 Rosil
Magnetno mesalo IKAMAG
Stresalnik INFORS
Magneti 15 mm Brand
Jeklenka OMYV Istrabenz
Redukcirni ventil Messer

3.2 METODE

3.2.1 Priprava biomase za prvo fermentacijo

Pred zacCetkom prve fermentacije smo na petrijeve plosce s trdnim gojis¢em YEPD nacepili
kvasovko vrste Saccharomyces pastorianus. Plos¢e smo inkubirali na 28 °C, aerobno, 3
dni. Del biomase smo nato prenesli v dve erlenmajerici, v katerih je bilo po 100 ml
tekocega YEPD gojisca in erlenmajerici propagirali na stresalniku (Sartorius) pri pogojih
180 obr./min, 28 °C, aerobno, 3 dni. Po koncu propagacije smo suspenzijo prenesli v
falkonke in jih centrifugirali pri 1500 g, 3 min. Gojis¢e smo zavrgli, biomaso pa
resuspendirali v 10 ml pivine in jo ponovno centrifugirali. Nato smo dolo¢ili koncentracijo
celic v suspenziji z metodo ImagelJ, ki je natancneje opisana spodaj. V devet fermentorjev
smo razdelili tolikSno koli¢ino suspenzije celic, da je bila po dodatku pivine do kon¢nega
volumna 35 ml koncentracija celic 1,2 x 10. Za pozitivno kontrolo smo na petrijevo
plos¢o nacepili inokulirano pivino, za negativno kontrolo pa samo pivino.

3.2.2 Potek zaporednih fermentacij

Fermentacije so potekale v mikrofermentacijskem sistemu, ki je opisan zgoraj. V nasem
poizkusu smo izvedli 31 zaporednih fermentacij. Posamezna fermentacija je trajala en
teden. Temperatura skozi fermentacije je bila do zadnjega dne 14 °C, dan pred koncem, ko
je plato (P) dosegel okoli 5 °P smo jo zvisali na 15 °C. Pomembno je bilo, da smo v ¢asu
fermentacije dosegli spremembo ekstrakta iz 11,6 °P na 2,3 °P. V nasem primeru je bila
optimalna hitrost meSanja za doseganje Zelenega platoja 80 obr./min variabilno, to pomeni,
da se je smer meSanja izmeni¢no menjala. Ker smo posnemali pogoje na industrijskem
nivoju, smo nadzirali Se nekaj dodatnih parametrov. V sistem smo uvedli 1,10 bara tlaka,
ki je posnemal povprecni tlak, ki v industrijskih pogojih deluje na celice kot posledica a)
hidrostatskega tlaka zaradi viSine vodnega stolpca v industrijskem fermentorju (20 m), ter
b) tlaka CO; nad tekoc€o fazo. Plinska meSanica, ki smo jo uporabili je bila 80% N, /20 %
COs. S tem smo posnemali parcialni tlak CO, nad tekoco fazo v industrijskem fermentorju
in s tem tudi podobno koncentracijo raztopljenega CO, v tekoc¢i fazi, medtem ko je dusik
prispeval k simuliranju hidrostatskega tlaka med fermentacijo.
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3.2.3 Zaustavitev fermentacije in pobiranje biomase
Ko je fermentacija dosegla Zelenih 2,3 °P (sedmi dan), je sledila zaustavitev fermentacije.
To smo naredili tako, da smo fermentorje dali na led za eno uro. Med tem Casom je
biomasa flokulirala in se posedla na dno. 1z vsakega od Sestih fermentorjev smo s pipeto
pobrali po 3,5 ml srednjega sloja biomase in jo prenesli v erlenmajerico. Na koncu smo
zbrano biomaso postavili za eno uro v hladilnik na 4 °C.

3.2.4 Ponovna inokulacija
Po eni uri v hladilniku smo biomasi dodali priblizno 100 ml ohlajene pivine, ki smo jo
predhodno segreli na 100 °C, da ne bi vnesli okuzbe s pivino. Sledilo je Stetje celic pod
mikroskopom s pomocjo programa ImageJ in doloCanje koncentracije celic; metoda je
natan¢neje opisana spodaj. V fermentorje smo prav tako kot pri prvi fermentacij razdelili
tolik$no koli¢ino suspenzije celic, da je bila po dodatku pivine do kon¢nega volumna 35 ml
koncentracija celic 1,2 x 10”. Prav tako smo izvedli pozitivno in negativno kontrolo.

3.2.5 Dolocanja stopnje flokulacije z uporabo modificiranega Helm testa

Biomaso stirih fermentorjev smo zdruzili in sprali 3% s 35 ml dH,0. Koncentracijo celic
smo preverili s Stetjem pod mikroskopom in odpipetirali 1 ml 1x10® celic/ml v 3 kontrolne
(K) in 3 vzoréne (F) epice. Epice smo centrifugirali 3 min pri 1500 g in odstranili
supernatant. V epice K smo dodali po 1 ml 50 mM EDTA, v epice F pa po 1 ml raztopine
Helm B. Epice smo 5x obrnili in jih inkubirali 7 min. Po inkubaciji smo po 3x iz vsake
epice odvzeli 100 ul suspenzije tik pod meniskusom in odpipetirali v mikrotitrsko plos¢ico.
Nemudoma smo izmerili opti¢no gostoto pri 600 nm.

Helm B
Spojina Koli¢ina
Kalcijev sulfat 0,51 g/l
Natrijev acetat 6,8 g/l
Ocetna kislina 4,05 g/1
Etanol 4%
dH,0 11

Preglednica 4: Priprava Helm B raztopine
Delez flokuliranih celic smo izra¢unali po spodnji enacbi :
% flokul. = (K-F)/K ..(D)

pri ¢emer je K ... opticna gostota kontrole in F... opti¢na gostota vzorca (Smart in sod.,
20006).
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3.2.6 Dolocanja kultivabilnosti na trdnem gojis¢u (dolo¢anje CFU)

Kultivabilnost na trdnem gojis¢u smo dolocali na petrijevih plos¢ah z YEPD Broth
gojis¢em. Po 24 urah fermentacije smo iz treh fermentorjev po predhodnem vorteksiranju
odvzeli po 100 pl vzorca in izvedli red¢itveno vrsto. Za red¢enje smo uporabili 50 mM
EDTA, ki preprecuje flokulacijo, zaradi katere ne bi dobili pravih rezultatov. Na petrijeve
plos¢e smo razmazali po 100 ul posameznega vzorca v treh paralelkah. Uporabili smo
redéitvi 10 in 10™. Vzorce smo nato inkubirali pri 37 °C tri dni. Vsaka od ploi¢ je sluzila
tudi za preverjanje morebitnih okuzb fermentacijske brozge. Plosge red¢itve 10 so bile
nestevne. Plogée redgitve 10 smo presteli s pomo&jo modula »Cell counter« programske
opreme Quantity One v4.6.5 (BioRad).

3.2.7 Dolocanje Zivosti z metodo ImagelJ

Iz vsakega od treh mikrofermetorjev smo po predhodnem vorteksiranju odvzeli 700 pl
vzorca in alikvot prenesli v 1,5 ml epice. Sledilo je centrifugiranje (3 min, 1500 xg).
Pivino oz. supernatant smo zavrgli, kvasno biomaso oz. pelet pa smo resuspendirali v 1000
ul GH pufra. Vzorce smo ponovno centrifugirali (3min, 1500 g), supernatant zavrgli, pelet
pa resuspendirali v 700 pul GH pufra. Vsakemu od vzorcev smo odvzeli 20 ul alikvota in
mu dodali metilensko modrilo razmerju 1:1 (v/v), ki je bil pripravljen po zgoraj opisanem
postopku. V primeru, da so se celice prekrivale, smo naredili Se dodatno red¢itev z GH
pufrom. Za dolocanje zivih in mrtvih celic v vzorcih smo uporabili metodo Stetja celic pod
mikroskopom s pomocjo programa ImageJ verzija 1.43u (Zupan in sod., 2013). Vzorce
smo s pipeto nanesli na 100 pm globok Biirker-Tiirkov hemocitometer in ga vstavili pod
mikroskop. Steli smo pri 40x povecavi. Optimalno sliko za §tetje vseh celic smo naredili z
nastavitvijo parametrov v programu Leica, s katerim smo nastavljali kamero mikroskopa
(Leica DFC290). Uporabili smo dva razli¢na nac¢ina nastavitve mikroskopa. Prvi nacin je
bil za Stetje zivih celic: v tem nadinu smo uporabili ¢rno-bel nacin svetlobnega
mikroskopiranja z maksimalno gamo in maksimalno zaprto zaslonko. Dobili smo sliko s
¢rnim ozadjem, na njem pa svetle pike, ki so predstavljale zive celice. Mrtve celice so bile
obarvane z metilenskim modrilom in zato niso svetile. Taka kontrastna slika je optimalna
za analizo s programom Imagel.
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Slika 5: Nacdin za slikanje zivih celic za kasnejSe Stetje s programom Imagel

V drugem nacinu smo Steli mrtve celice, uporabili smo svetlobno mikroskopijo z
maksimalno odprto zaslonko in povefanim nasi¢enjem. Pri tem se pokazejo modro
obarvane pike, ki predstavljajo mrtve celice.

Slika 6: Nacin slikanja mrtvih celic za kasnejse Stetje s programom Imagel

Zive in mrtve celice skupaj predstavljajo vse celice. Sledilo je Stetje celic s programom
ImageJ; najprej smo odprli Zeleno sliko, ki smo jo posneli s programom Leica Application
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Suite version 3.7.0. Za ucinkovito Stetje celic je bilo potrebno nastaviti mejo »Treshold,
od katere je odvisno, ali smo dolocali zive ali mrtve celice. Sliko smo nadalje procesirali z
orodjem »Fill Holes«, ki poudari slabo oznacene celice in omogoci Stetje le-teh.
Nadaljevali smo z uporabo orodja »Watershed«, ki lo¢i stikajoCe se celice in brste od
celice. S tem smo preprecili, da bi program prestel stikajoCe celice kot eno celico. Za
doloCanje Stevila celic smo uporabili orodje »Analyze particles«, ki selektivno presteje
oznacene celice na podlagi njihove velikosti in kroznosti in tako zanesljivo izloci
posamezne delce, ki ne predstavljajo celic. Koncentracijo zivih, mrtvih ali vseh celic smo
nato izracunali s pomoc¢jo programa Excel, po naslednji formuli

_Stevilo prestetih celic

Copi=
celic Vlmage]*moo R o)

Vimages predstavlja volumen ki ga omejuje vidno polje mikroskopa v programu ImageJ in
znaSa 0,032384 pl. V primeru, ko red¢imo celice zaradi previsoke gostote, upostevamo Se
redCitev (R) pri izracunu koncentracije celic. Delez posameznih celic smo izracunali po
naslednjih formulah. Stevilo vseh celic smo dobili tako, da smo sesteli Zive in mrtve.

Cse s . c I
0 . | = 2ivih celic — = mrtvih celic
%o zivih celic™ x 100 . % mrtvih celic™= x 100
vseh celic n € vsen celic cee (3)

3.2.8 Live/Dead set

Princip te metode temelji na merjenju kinetike metabolne aktivnosti kvasovk, s pomocjo
komercialnega barvila FUN 1 (Invitrogen), katerega emisija je pri 530 nm. Po vstopu v
celicni metabolizem se pretvori, njegova emisija je tedaj 580 nm. Eksitacija znaSa 660 nm.
Za pretvorbo barvila FUNI1 kvasovke izkoristijo obicajne endogene biokemicne
mehanizme, ki so dobro ohranjeni med razliénimi vrstami kvasovk in drugih gliv
(Molecular Probes, 2001).

Iz vsakega od treh mikrofermetorjev smo po predhodnem mesanju odvzeli 700 pl vzorca in
alikvot prenesli v 1,5 mL epice. Sledilo je centrifugiranje (3 min, 1500 g). Pivino oz.
supernatant smo zavrgli, kvasno biomaso oz. pelet pa smo resuspendirali v 1000 ul GH
pufra. Vzorce smo ponovno centrifugirali (3 min, 1500 g), supernatant zavrgli, pelet pa
resuspendirali v 700 ul GH pufra. Vsakemu od vzorcev je bilo potrebno dolociti
koncentracijo celic in jo razredé¢iti z GH pufrom na koncentracijo 2x10’celic/ml. Za
dolocanje koncentracije celic v vzorcih smo uporabili metodo Stetja celic pod
mikroskopom s pomoc¢jo programa Imagel, ki je opisana zgoraj. Koncentracijo celic smo
dolocali v nacinu Stetja zivih celic, saj so le te metabolno aktivne. Vzorce smo s pipeto
nanesli na 100 um Biirker-Tiirkov hemocitometer in ga vstavili pod mikroskop. Steli smo
pri 40x povecavi. Nato smo dobljeno Stevilo vnesli v Excel, v katerem na podlagi formul
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izraCunamo koncentracijo celic v vzorcu, ki ga je potrebno razredciti, da dobimo Zeleno
koncentracijo celic 2,0 10 celic/ml. Najprej smo izracunali Cejic po naslednji formuli:

_Stevilo prestetih celic

Cootic =
celic ‘
Vi,mge]*woo *R @)

Vimages predstavlja volumen, ki ga omejuje vidno polje mikroskopa v programu ImagelJ in
znaSa 0,032384 ul. V primeru, da je koncentracija celic prevelika, pri Stetju pod
mikroskopom ne bi dobili to¢ne vrednosti, ker se prekrivajo in posledicno bi dobili
napacne vrednosti. Zato moramo vzorec razred¢iti in upoStevati redCitev (R) pri izracunu
koncentracije celic.

Volumen vzorca, ki ga moramo razredciti, izracunamo tako, da kon¢ni volumen (Vioneni) in
kocentracijo celic (Cioncna) delimo z dejasko koncentracijo celic (Ceejic) po naslednji
formuli:

) =Vkonl~ni xC

Vsuspenzije C

konéna

celic (5)

Na koncu dodamo volumnu suspenzije GH pufer do kon¢nega volumna (Vioneni)-

Metabolno aktivnost smo dolo¢ili po navodilih proizvajalca kita Live/Dead (Invitrogen) in
sicer: na ¢rno mikrotitrsko plos€ico smo nanesli po 100 pl vsakega vzorca. Tik pred
meritvijo dodamo Se 100 pl barvila FUN1 s koncentracijo 6 pM. Tako pripravljena
suspenzija celic ima kon&no koncentracijo celic 10’celic/ml in 3 pM barvila FUNI.
Meritve vzorcev smo izvedli s Citalnikom mikrotitrskih ploscic Safire 2 (Tecan). Kinetiko
vitalnosti kvasovk smo merili vsakih pet minut, skupaj eno uro. Po konc¢ani analizi smo
dobljene podatke eksportirali v Excel in izracunali povrSino pod krivuljo v dveh obmocjih
in sicer v prvem obmoc¢ju od a) 510 do 560 nm (nepretvorjeno barvilo FUN1) in v drugem
obmocju od b) 560 do 610 nm (pretvorjeno barvilo FUN1). Povrsino pod krivuljo smo
racunali s pomocjo integrala:

510
Povrsina pod krivuljo, = fE 0 d (x ) dt ... (6)

560
Povrsina pod krivuljo, = fﬁ 10 d(x)dt e
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Nato smo iz dobljenih povrsin izracunali razmerje med pretvorjeno in nepretvorjeno obliko
barvila FUNI (Rgyn1), tako da smo povrsino pod krivuljo b delili s povrsino pod krivuljo a:

— Cpovrému pod krivuljo b

R runi=

povriina pod krivuljo a . (8)

S spektrofotometrom smo spremljali spreminjanje razmerja med pretvorjeno in
nepretvorjeno obliko barvila FUNI1. Kon¢ni rezultat (ARgyni) je predstavljal maksimalno
spremembo razmerja po 60 min merjenja.

ARrun1 = Rruni (t50) - Rpyni (t560 min) ...(9)

Rezultat smo primerjali z umeritveno krivuljo (slika 9) in dolo¢ili delez vitalnosti celic.

3.2.9 Dolocanje opti¢ne gostote (OD)

Iz vsakega od treh fermentorjev smo predhodno premesane vzorce suspenzije celic prenesli
na prozorno mikrotitrsko plos¢ico, po 200 ul vzorca v treh paralelkah. Za izracun gostote
celic moramo odsteti opti¢no gostoto pivine, zato smo prav tako v treh paralelkah pripravili
Se slepo probo, ki je neinokulirana pivina. Opti¢no gostoto smo merili s Citalnikom
mikrotitrskih plos¢ic Tecan. Merili smo absorbanco pri 650 nm. Koncentracijo celic
dobimo tako, da odstejemo vrednost slepe probe od vrednosti izmerjenega vzorca, nato
dobljeno vrednost poisS¢emo na umeritveni krivulji in od¢itamo koncentracijo celic.

3.3 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV IZBRANIH METOD

Rezultate izbranih metod smo analizirali s pomocjo prosto dostopnega orodja za statisticno
obdelavo podatkov R. Izbrali smo deset (6, 7, 8, 18, 19, 20, 26, 27, 28, 29) ponovnih
inokulacij, ki so bile najbolj zanimive za statisticno obdelavo in podatke razvrstili v
skupine. Skupine smo nato obdelali z doloCenimi statisti¢nimi testi, pri tem smo Zeleli
ugotoviti potencialne statisticne razlike med metodami doloCanja Zivosti in vitalnosti.
Najprej smo preverili normalnost porazdelitve v skupini s testom Shapiro-Wilk in
homogenost varianc med skupinami s testom Levene. V primeru, da so podatki normalno
razporejeni in so variance med skupinami homogene, smo izvedli ANOVO, v nasprotnem
primeru smo podatke analizirali z neparametri¢nim testom Kruskal-Walis in testom Mann-
Witney ob upostevanju Bonferroni popravka stopnjei zaupanja.
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3.3.1 Analiza normalne porazdelitve s testom Saphiro-Wilk

S Shapiro-Wilk statisticnim testom dolo¢imo, ali podatki v skupini ustrezajo normalni
porazdelitvi. Podatkom razporejenim po velikostnem redu glede na njegov polozaj
pripiSemo konstanto a;, ki je doloCena na osnovi pri¢akovane velikosti podatkov, ki bi
pripadali normalni porazdelitvi.

Enacba Shapiro-Wilk statisti¢nega testa:

( im1 ﬂéﬂi{ﬂ)z

W=
> —T)? ..(10)

W —rezultat testa; a; — konstanta, x(;) — vrednost na polozaju i, X — povprec¢na vrednost

Nato smo preverili hipotezo Hy: podatki spadajo v skupino z normalno porazdelitvijo, H;:
podatki ne spadajo v populacijo z normalno porazdelitvijo. Hy lahko zavrnemo, ce je
vrednost W pod kritiéno mejo in je pripadajoca P vrednost manjSa od mejne vrednosti
(Shapiro in Wilk, 1965).

3.3.2 Analiza homogenosti varianc s testom Levene
S testom Levene smo preverili homogenost varianc k-skupin.

Enacba Levene statisticnega testa:

(N —k) SF Ni(Zi — Z.)?

W = - — ;
(k—1) 25, 30, (Zy - Z.)? (11
g _ Vi — Eﬂ ﬁ' is a mean of i-th group
E Y., — Y|, Y. is a median of i-th group .(12)
1 L N; 1 N;
7 = Eggzﬂ- Z;, = N 2 Zi;
i=1j=1 , i=1 ...(13)

W — rezultat testa; N - Stevilo podatkov v vseh skupinah; k - Stevilo skupin; Ni - Stevilo
podatkov v skupini 1; Zij - absolutna razlika podatka j v skupini 1 od povprecja skupine 1,
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Z.. - povpre¢je zbranih podatkov Zij vseh skupin; Zi - povprecje zbranih podatkov Zij
skupine i.

Nato smo preverili hipotezo, Hy: variance vseh skupin so homogene, H;: vsaj en par
varianc skupin ni homogen. Hy zavrnemo, ¢e dobljena vrednost W preseze zgornjo kriti¢no
vrednost F distribucije s k—1 in N—k prostostnih stopenj pri izbrani stopnji zaupanja (Olkin,
1960; Brown in Forsythe, 1974).

3.3.3 Analiza podatkov s testom enofaktorske ANOVA

Z analizo varianc (ANOVA) preverimo, ali so povprecja dveh ali ve¢ neodvisnih skupin
vzorcev statisticno enaka ob naprej predpisani stopnji tveganja a. Je najenostavnejsi primer
ANOVE, ki temelji na primerjavi k vzorcev. Vsak j-ti vzorec ima nj meritev, pri tem
testiramo, ali so vsa povprecja iz iste populacije. ANOVA testira nic¢elno hipotezo HO: vsi
vzorci iz dveh ali ve¢ skupin izhajajo iz populacije s statisticno enakimi povprecnimi
vrednostmi.

Tukey HSD test temelji na veckratni primerjavi in statisticnem testu, ki ga izvedemo v
enem koraku. Lahko ga uporabljamo za analizo neobdelanih podatkov ali pa v povezavi z
ANOVO (Post-hoc analizo), da pois¢emo srednje vrednosti, ki se znacilno razlikujejo od
drugih in nam pove, med katerimi podskupinami prihaja do statisti¢no znacilnih razlik.

Enacba Tukey HSD testa:

Yy -Yp
= "8§m ..(14)

Ya je ve€ja srednja vrednost od dveh, ki jih primerjamo, Y je manjSa srednja vrednost od
dveh, ki jih primerjamo, SE je standardna napaka podatkov.

Qs vrednost nato primerjamo z vrednostjo q v gledanem obmo&ju porazdelitve. Ce je qs
vrednost ve¢ja od vrednosti Qyritizni, pridobljene iz distribucije pomeni, da se srednji
vrednosti znacilno razlikujeta.

Koeficient zaupanja za enako velike vzorce je natanko 1-a, v primeru, da vzorci niso enako
veliki, je koeficient zaupanja vecji od 1-a. Tukey HSD metoda je konzervativna, Ce
obstajajo neenake velikosti vzorcev.
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Hyp: potrdimo v primeru, ko so vse skupine iz iste populacije neodvisne, normalno
porazdeljene, s homogeno varianco in njihova povprecja so statisti¢éno enaka (ul = p2 = pu3

=..=un).

3.3.4 Analiza podatkov z neparametri¢nim testom Kruskal-Walis

S Kruskal-Wallis neparametri¢nim testom smo ugotovili, ¢e sta vsaj dve skupini med seboj
statisticno znacilno razli¢ni. Test temelji na rangiranju podatkov: najprej podatke vseh
skupin uredi po velikostnem redu in rangira vrednosti od 1 do N, ki je Stevilo vseh
podatkov. Nato se vsakemu podatku dolo¢i vrednost ranga, ki ga zaseda na lestvici. Sledi
izraCun vsote pripadajoCih rangov za vsako skupino in potrditev hipoteze HO: skupine
prihajajo iz iste populacije. HO lahko zavrzemo, ¢e dobljena vrednost H preseze kriticno
vrednost pri izbrani stopnji zaupanja. Test Kruskal-Walis nam ne pove, katere skupine se
med seboj statisticno znacilno razlikujejo; to smo nadalje ugotavljali s serijo post-testov
Mann-Whitney z Bonferronijevo korelacijo.

Enacba neparametricnega testa Kruskal-Walis:

12 J N1\’
H—mz ()

_ —2
_ﬂr ﬁr—|—1 Znt hr—'_l)'

..(15)
N - Stevilo vseh podatkov; r; - rang podatka na mestu i; n; - Stevilo vrednosti v skupini i.

V primeru, da hipoteza Hy drzi, statistika testa Kruskal-Walis - H sledi x 2 (chi square)
porazdelitvi s k—1 prostostnih stopen;.

3.3.5 Analiza podatkov s testom Mann-Whitney

Mann-Whitney neparametri¢ni test (U-testom) je neparametri¢ni preizkus nic¢elne hipoteze,
ki nam pokaze, da dve skupini iz populacije nasprotujeta alternativni hipotezi Se posebej,
da ima doloc¢ena populacija vec¢je vrednosti v primerjavi z drugimi. Temelji na razvrS¢anju
in rangiranju podatkov iz dveh skupin, tako da jih razvrsti po velikosti , nato pa vsakemu
podatku dodeli vrednost ranga od 1do N (N je stevilo vseh podatkov). 1z dobljenih rangov
izracuna vsoto R za vsako skupino.
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Enacba Mann-Whitney testa:

2 ... (16)
R, - vsota rangov skupine 1, n; - Stevilo podatkov v skupini 1.
Nato preverimo hipotezo, Hy: skupini prihajata iz enakih populacij, zavrnemo jo lahko v
primeru, ko dobljena vrednost z preseze kriticno vrednost z pri izbrani stopnji zaupanja

(Mann in Whitney, 1947).

Ob predpostavki, da statistika-U sledi normalni porazdelitvi, se manjSo od dobljenih
vrednosti uporabi za izra¢un z-vrednosti.

_U—my nng __ (ming(ng+ng+1)
L= T mp = Oy =

ay 2 12 ' (17

my - povprecna vrednost U; o, - standardni odklon U.

3.3.5.1 Korelacija Bonferroni

V primeru, da uporabljamo test Mann-Whitney za primerjavo ve¢ skupin, ga je potrebno
opraviti za vsak par skupin. V tak§nem primeru gre za primerjavo k-neodvisnih skupin, pri
tem pa se povecuje verjetnost napake tipa I, ki sprejema lazno pozitivne rezultate in se
povecuje glede na Stevilo izvedenih primerjav, pri tem se stopnja zaupanja (1-a) za
zavrnitev Hy sorazmerno zmanjSuje. Temu se izognemo tako, da pri analizi k-neodvisnih
skupin z Mann-Whitney testom upostevamo korelacijo vrednosti o s popravkom
Boneferroni, ki uposteva stevilo vseh neodvisnih primerjav: aBF = o / k (Bland in Altman,
1995).
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4 REZULTATI

V tem poglavju so zbrani rezultati magistrske naloge, ki je bila vpeta v raziskovalni vavcer
z naslovom "Vpliv zaporedne uporabe kvasovke spodnjega vrenja na njeno fiziolosko
stanje pri proizvodnji piva", v obdobju od marca do decembra 2014 na Katedri za
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil. Cilj projekta je bil raziskati vpliv
reinokulacij na kvasne celice med fermentacijo piva z metabolnega, proteinskega in
genomskega vidika. Magistrska naloga se je v tem okviru osredotoc€ila na viabilnost celic
med fermentacijo. V tem ¢asu smo izvedli 31 zaporednih reinokulacij in po vsaki dolocali
vitalnost in viabilnost kvasovk s Stirimi razli¢nimi metodami, poleg tega smo dolocali Se
flokulacijske lastnosti kvasovk, karakteristike piva in hitrost fermentacije. Na podlagi
pridobljenih rezultatov smo ovrednotili metode z vidika njihove uporabnosti v pivovarstvu.
Pri izvajanju meritev smo uporabili spektrofotometer za doloanje OD, metilensko
barvanje, mikroskop in program Image]J za doloCanje viabilnosti, metodo CFU za
doloCanje kultivabilnosti na YPD petrijevih plos¢ah in spektrofotometer za merjenje
fluorescence komercialnega barvila FUN1 za dolo¢anje vitalnosti kvasovk.

4.1 OPTIMIZACIJA METODE DOLOCANJA VITALNOSTI Z UPORABO
BARVILA FUNI1 (komercialni set Live/Dead, Invitrogen)

Za doloCanje vitalnosti s komercialnim setom Live/Dead je bilo potrebno najprej dolociti
primerno koncentracijo barvila FUNI, pri kateri je sprememba razmerja med povrSino B in
povrsino A optimalna in koncentracija barvila ni prenizka (glej enacbo 7 in 8). Omenjeno
optimizacijo smo izvedli tako, da smo enemu delu metabolno aktivnih celic koncentracije
2x10, dodali en del barvila v razli¢nih koncentracijah 60, 30, 15, 7,5 in 1,875 uM. Kon¢na
koncentracija celic je bila 1x107 celic/ml, barvila pa 30, 15, 7,5, 1,875 in 0,9375 uM.
Fluorescenco smo merili s spektrofotometrom v odvisnosti od ¢asa, iz dobljenih podatkov
smo nato izracunali povrsini pod krivuljo A in B, ter njuno razmerje.



Ogrinec A. Analiza primernosti metod dolo¢anja zivosti kvasovk med zaporednimi fermentacijami piva. 35
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2016

3.00

2.50

2,00

)

1,50

2

ARFuNi

1,00

0.50

0,00
30 15 75 375 1875 09375

Koncentracija barvila FUN1 (uM)

Slika 7: Doloc¢anje optimalne koncentracije barvila FUN-1

Na zgornji sliki so prikazani rezultati razmerja med povr§ino B in A v odvisnosti od
koncentracije barvila FUN-1. Razvidno je, da do vecje spremembe razmerja med
nepretvorjeno in pretvorjeno obliko barvila FUN1 pride Sele pri koncentracijah barvila pod
3.75 uM. Glede na rezultat pri 1.875 uM smo izbrali kon¢no koncentracijo 1.5 uM (oz. 3
UM pri pripravi barvila, preden se barvilo doda celicam).

Nato je sledilo doloCanje optimalne koncentracije kvasnih celic, pri kateri razmerje med
povr§ino A in B najbolj optimalno sovpada z zivostjo celic. Za izvedbo poskusa smo
najprej pripravili suspenzijo zivih in mrtvih celic ter nato razli¢ne koncentracije celic in
razmerja med mrtvimi in Zivimi celicami, ki so prikazane v spodnji preglednici.

Preglednica 5: Priprava razli¢nih koncentracij in delezev vitalnih kvasnih celic za izdelavo umeritvene
krivulje.

Koncentracija Razmerje celic (mrtve : Zive)

celic /ml

0,5 x10’ 0:1 1:4 2:3 3:2 4:1 1:0
1x10’ 0:1 1:4 2:3 3:2 4:1 1:0
2 x10’ 0:1 1:4 2:3 3:2 4:1 1:0
4 x10’ 0:1 1:4 2:3 3:2 4:1 1:0
8 x10’ 0:1 1:4 2:3 3:2 4:1 1:0

Nato smo merili fluorescenco s spektrofotometrom v odvisnosti od Casa, iz dobljenih
podatkov smo izraCunali povrSini pod krivuljo A in B, ter njuno razmerje. Rezultati
optimizacije koncentracije celic so prikazani na spodnjem grafu, ki prikazuje spremembo
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razmerja po 60 minutah v odvisnosti od deleza zivih celic v suspenziji. Za najprimernjeso
koncentracijo smo izbrali 1x10" celic/ml, saj poleg koncentracije 0,5x10" celic/ml
omogoca merjenje tudi pod 50 % vitalnosti, medtem ko je pri vi§jih koncentracijah naklon
krivulje v tem obmocju prenizek.
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Slika 8: Doloc¢anje optimalne koncentracije celic/ml

Iz zgoraj zbranih podatkov smo naredili umeritveno krivuljo za metodo doloCanja
viabilnosti kvasovk, ki smo jo izvajali z uporabo komercialnega seta Live/Dead
(Invitrogen). Spodnja slika prikazuje odstotek vitalnih celic v odvisnosti od spremembe
razmerja po 3estdesetih minutah med povrsino A in B, pri Gemer smo uporabili 1x10’
celic/ml in koncentracijo barvila FUN-1 3uM.
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Slika 9: Umeritvena krivulja za dolocanje deleza vitalnosti celic z Live/Dead setom
42 DOLOCANIJE KARAKTERISTIK PIVA PO PRIMARNI FERMENTACIJI

Po koncani primarni fermentaciji, ki je trajala en teden, smo pivu dolo¢ili gostoto, vrednost
pH in izvedli modificiran Helmov test, s katerim smo dolocili stopnjo flokulacije kvasovk.
Ker je zakljucek fermentacije odvisen od vsebnosti nepovretih sladkorjev v pivu in ker je
poraba sladkorjev proporcionalna spremembi gostote piva ter hkrati tudi masi brozge na
racun izhajajocega CO, in koncentraciji nastalega alkohola (D’Hautcourt in Smart, 1999),
smo fermentorje med fermentacijo tehtali in na zacetku ter na koncu izmerili relativno
gostoto piva s pomocjo hidrometra (slika 10).
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Slika 10: Spremljanje stopnje flokulacije, pH ter relativne gostote pivine po 31 zaporednih primarnih
fermentacijah piva. Z rdeCo zvezdo so oznaCene zaporedne meritve, ki so statisticno znalilno razli¢ne
(p = 0,05) v posamezni tocki statisticne obdelave.

Na grafu 9 so prikazani trije parametri. Prvi parameter nam kaze stopnjo flokulacije kvasne
biomase, ki je pomembna ob koncu fermentacije, da lahko lo¢imo pivo od biomase. Tako
dobimo ¢im bolj ¢isto pivo, ki je zazeleno v nadaljnjih postopkih, ki sledijo, kot sta
filtracija in stekleniCenje in sta pomembna za kon¢no kakovost produkta. Podatki
flokulacije, prikazani na grafu, nam kazejo, da se stopnja flokulacije skozi ponovne
zaporedne fermentacije zelo spreminja in niha med 95 % in 40 %. 1z slike (10) je razvidno,
da flokulacija z vsako naslednjo zaporedno uporabo bolj variira. Vzrok za mocno
variiranje flokulacije je lahko vedno manjSa homogenost kulture. Drugi parameter, ki smo
ga spremljali, je bil pH. Ta parameter nam potrjuje, da je sam proces fermentacije potekal
nemoteno. Iz grafa je razvidno, da je bil v zaCetnem delu nasega eksperimenta pH nekoliko
nizji, kot v nadaljevanju zaporednih fermentacij. Razlog za to je lahko pivina, saj smo jo
prejeli iz dveh razli¢nih Sarz, pH pivine smo merili s pH listi¢i in je bil med 4,3 in 4,5.

Tretji parameter, ki smo ga spremljali, je bila relativna gostota pivine na koncu
fermentacije. Ti podatki nam kazejo, kako dobro so kvasovke pretvorile sladkorje v
alkohol. Ta parameter je neposredno povezan z vitalnostjo kvasne biomase in nam v
primeru slabse fermentacijske moc¢i pokaze viSjo specifi¢no gravitacijo pivine. Skozi
celoten eksperiment je bila fermentacijska mo¢ zadostna, da so kvasovke v danem casu
porabile vse fermentabilne sladkorje, saj je bila relativna gostota skozi celoten eksperiment
med 2,5 in 2,25 °P.
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43  SPREMLJANJE PARAMETROV ZIVOSTI IN VITALNOSTI

Po koncu vsake zaporedne fermentacije nas je zanimalo fizioloSko stanje kvasne biomase.
Dva od parametrov, ki smo jih spremljali, sta bila Zivost in vitalnost kvasne biomase.

Na spodnjem grafu (slika 11) sta prikazana oba fizioloSka parametra - vitalnost in
viabilnost kvasne populacije, ki smo jih merili po vsaki ponovni inokulaciji. Vitalnost
kvasne populacije je bila prvo polovico poskusa dokaj konstanta z izjemo sedme ponovne
inokulacije, ki odstopa od preostalih v prvi polovici poskusa, vitalnost kvasne populacije v
prvi polovici, z izjemo sedme ponovne inokulacije, je bila med 90 in 100 % in lepo
sovpada z Zivostjo, ki je bila v prvi polovici prav tako med 90 in 100 %. Vecje razlike med
zivostjo in vitalnostjo so se pokazale v drugi polovici poskusa, predvsem v vitalnosti
kvasne populacije, saj je le ta zacela nihati med 70 in 100 %, e izvzamemo devetnajsto
ponovno inokulacijo, ki mo&no odstopa od ostalih in je bila med 40 in 60 %. Zivost kvasne
populacije v drugem delu je bila prav tako med 90 in 100 % in se bistveno ne razlikuje od
prvega dela. Kljub temu da je bila vitalnost pri nekaterih ponovnih inokulacijah moc¢no
oslabljena, to ni vplivalo na fermentacijsko mo¢ kvasne biomase, saj so kvasovke pri vseh
fermentacijah pretvorile zelo podobno koli¢ino fermentabilnih sladkorjev. To smo merili s
specificno gostoto, kar je razvidno iz slike (10).
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Slika 11: Spremljanje vitalnosti in viabilnosti skozi 31 zaporednih primarnih fermentacij. Z rdeco zvezdo so
oznacene zaporedne meritve, ki so statisti¢no znacilno razli¢ne v posamezni tocki statisticne obdelave

44  SPREMLJANJE PARAMETROV KULTIVABILNOSTI, ZIVOSTI IN OPTICNE
GOSTOTE

Za merjenje Stevila zivih celic smo, kot v zgornjem primeru, uporabili metodo barvanja z
metilenskim modrilom in Stetje pod mikroskopom z uporabo racunalniskega programa
Image]J. Na spodnjem grafu je za vsako ponovno reinokulacijo prikazano skupno Stevilo
zivih celic, ki smo jih merili en dan po reinokulaciji. Stevilo Zivih celic se je skozi celoten
poskus gibalo znotraj obi¢ajnih vrednosti, ki so potrebne za uspesno fermentacijo. V nasem
primeru so se vrednosti skozi poskus gibale med 4 x 107 in 1 x 10®. Drugi parameter, ki
smo ga dolocali spektrofotometricno z merjenjem opti¢ne gostote, je bil Stevilo delcev v
pivini, ki so jih v naSem primeru predstavljale kvasne celice. Skozi eksperiment so se
vrednosti opticne gostote gibale med 0,5 in 1,1. Omenjene vrednosti lepo sovpadajo z
vrednostmi Stevila Zivih celic, ki smo jih dolo¢ali z metodo barvanja z metilenskim
modrilom in Stetjem pod mikroskopom. Tretji parameter, ki smo ga dolocali, je bila
kultivabilnost kvasovk, vrednosti skozi eksperiment so se gibale med 10’ in 5x10’
kultivabilnih celic, omenjene vrednosti ne sovpadajo z vrednostmi Stevila Zivih celic in
vrednostmi optiéne gostote. Ce vrednosti kultivabilnosti primerjamo z vrednostmi $tevila
zivih celic, vidimo, da je kultivabilnost priblizno trikrat manjSa od dejanskega Stevila celic.
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Slika 12: Spremljanje kultivabilnosti kvasovk, opti¢ne gostote in zivosti kvasovk skozi 31 zaporednih
primarnih fermentacij. Z rdeo zvezdo so oznacene zaporedne meritve, ki so statisticno znacilno razli¢ne v
posamezni tocki statistiéne obdelave
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4.5 PRIMERJAVA METOD DOLOCANIJA ZIVOSTI IN VITALNOSTI

Namen statisticne obdelave podatkov je bil preveriti, ali dolo¢ene metode pokaZzejo
statisticno signifikantne razlike med reinokulacijami, kjer jih druge metode ne. Za
primerjavo metod, ki dolo¢ajo zivost (Stetje pod mikroskopom s pomocjo programa
Imagel), vitalnost (Live/Dead), kultivabilnost (CFU), Stevilo celic (OD) in flokulacijo
(Helm), smo na podlagi vizualnih sprememb na grafih omejili na tri tocke, znotraj katerih
smo primerjali, ali obstajajo signifikantne razlike med zaporednimi reinokulacijami. Prva
toCka, znotraj katere smo primerjali razlike med skupinami podatkov, je obsegala skupine
podatkov iz 6., 7. in 8. reinokulacije, druga tocka iz 18., 19., 20. in tretja tocka iz 26., 27.,
28. in 29. reinokulacije. Izbrane tocke so oznacene na grafih (slika: 8, 9 in 10).

Analiza podatkov po posamezni tocki je sledila zaporedju statisticnih testov. Za vsako
metodo (zivost, vitalnost, kultivabilnost, Stevilo celic in flokulacijo) smo najprej pogledali
ali so skupine podatkov v normalni porazdelitvi (test Shapiro-Wilk) in ali je prisotna
homogenost varianc (test Levene). Ce so vse reinokulacije znotraj metode bile v normalni
porazdelitvi s homogenostjo varianc smo opravili test ANOVA s post-testom Tukey HSD,
da smo ugotovili, katere reinokulacije se v posamezni metodi statisticno signifikantno
razlikujejo med seboj. V primeru, da kakSna skupina podatkov ni ustrezala normalni
porazdelitvi ali homogenosti varianc, smo za iskanje signifikantnih razlik opravili test
Kruskal-Walis in post-test Mann-Whitney z Bonferronijevo korelacijo.

4.5.1 Statisti¢na primerjava metod dolo¢anja na prvi toc¢ki

Signifikantne razlike med reinokulacijami v prvi tocki (reinokulacije 6, 7 in 8) smo iskali
za vsako metodo posebej.

¢ Analiza normalne porazdelitve s testom Shapiro-Wilk

S Shapiro-Wilk testom smo preverili, ¢e so posamezne skupine (6,7 in 8) podatkov
normalno porazdeljene. Iz rezultatov smo ugotovili, da podatki pri metodi dolo¢anja
relativne koli€¢ine Zivih celic (Stetje pod mikroskopom s pomocjo programa Imagel; %
zivih) ne ustrezajo normalni razporeditvi. Ostale skupine podatkov ustrezajo normalni
razporeditvi (Priloga A ).

e Analiza homogenosti varianc z Levene testom
Z Levene testom smo preverili homogenost varianc med skupinami (6,7 in 8). Pri tem smo

ugotovili, da so variance skupin pri 95 % stopnji zaupanja med seboj homogene pri vseh
metodah (Priloga B).
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e Izbira testa za analizo statisticno znacilnih razlik med skupinami

Pri vseh metodah z izjemo $tetja pod mikroskopom s pomocjo programa Imagel (% zivih
celic) so podatki normalno razporejeni. Variance skupin so pri 95 % stopnji zaupanja med
seboj homogene pri vseh metodah. Pri vseh metodah, ki zadostujejo obema kriterijema,
smo izvedli parametricni test ANOVA in Tukey post-test. Pri metodi Stetja pod
mikroskopom s pomocjo programa Imagel [% zivih] smo izvedli neparametri¢ni test
Kruskal-Walis s post-testom Mann-Whitney, ki se uporablja v primeru, ¢e vsaj ena od
skupin ni v normalni porazdelitvi, ali ¢e variance med skupinami niso homogene.

e Analiza aritmeti¢ne sredine vzorcnih skupin z enosmerno ANOVA in Turkey post-
testom

Pri metodi Stetja pod mikroskopom s pomocjo programa ImagelJ (Stevilo zivih celic) smo
ugotovili, da se skupine med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo. Pri metodah Helm,
Live/Dead, OD in CFU smo ugotovili, da se skupine med seboj statisti¢no razlikujejo
(Priloga C).

Post-test Tukey nam je pri metodi Helm med skupinama 7 in 6 pokazal, da se statisti¢no
razlikujeta med seboj, prav tako tudi skupini 8 in 7. Skupini 8 in 6 se statisti¢no znacilno
ne razlikujeta (Priloga C).

Post-test Tukey nam je pri metodi doloCanja vitalnosti pokazal, da se vse tri skupine med
seboj statisticno znacilno razlikujejo (Priloga C).

Post-test Tukey je pri metodi OD med skupinama 7 in 6 pokazal, da se statisti¢no
razlikujeta med seboj, prav tako tudi skupini 8 in 6. Skupini 8 in 7 se ne razlikujeta
statisticno znacilno (Priloga C).

Post-test Tukey je pri metodi CFU med skupinama 7 in 6 pokazal, da se statisticno
razlikujeta med seboj, prav tako tudi skupini 8 in 6. Skupini 8 in 7 se ne razlikujeta
statisticno znacilno (Priloga C).

Vse statisti¢no znacilne razlike so oznacene z * na grafih (8, 9, 10).
e Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametricnim testom
Kruskal-Walis
S pomocjo omenjenega testa smo ugotovili, da si podatki iz skupin pri metodi Stetja pod

mikroskopom s pomocjo programa ImagelJ (% zivih celic) med seboj niso statisticno
znacilno razli¢ni (Priloga C).
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4.5.2 Statisticna primerjava metod dolo¢anja na drugi tocki

Enako kot pri prvi to¢ki smo opravili zaporedne statistiCne analize za podatke v drugi tocki
(reinokulacije 18, 19 in 20).

¢ Analiza normalne porazdelitve s testom Shapiro-Wilk

S Shapiro-Wilk testom smo preverili, ¢e so posamezne skupine (18,19 in 20) podatkov
normalno porazdeljene. Iz rezultatov smo ugotovili, da metoda doloc¢anja stopnje
flokulacije Helm (% flokulacije) ne ustreza normalni razporeditvi. Ostale metode ustrezajo
normalni razporeditvi (Priloga D).

e Analiza homogenosti varianc z Levene testom

Z Levene testom smo preverili homogenost varianc med skupinami (18,19 in 20). Pri tem
smo ugotovili, da so variance skupin pri 95 % stopnji zaupanja med seboj homogene pri
vseh metodah, razen pri metodi dolo¢anja kultivabilnostri CFU (Priloga E)

e Izbira testa za analizo statisti¢no znacilnih razlik med skupinami

Pri vseh metodah z izjemo dolocanja flokulacije z metodo Helm so podatki normalno
razporejeni. Variance skupin so pri 95 % stopnji zaupanja med seboj homogene pri vseh
metodah z izjemo metode dolo¢anja kultivabilnostri CFU. Pri vseh metodah, ki zadostujejo
obema kriterijema smo izvedli parametri¢ni test ANOVA in v primeru, da so med
skupinami statisticno znacilne razlik Se Tukey post-test. Pri metodi dolocanja flokulacije
(Helm) in dolocanja kultivabilnostri (CFU) smo nadalje izvedli analizo z neparametri¢énim
testom Kruskal-Walis in post-testom Mann-Whitney, ki se uporablja v primeru, ¢e vsaj ena
od skupin ni v normalni porazdelitvi, ali ¢e variance med skupinami niso homogene.

e Analiza aritmeti¢ne sredine vzor¢nih skupin z enosmerno ANOVA in Turkey post-
testom

Pri metodah Stetja pod mikroskopom s pomoc¢jo programa Imagel (% Zivih celic) in
(Stevilo zivih celic) smo ugotovili, da se skupine med seboj statisticno znacilno ne
razlikujejo. Pri metodah dolocanja Stevila delcev OD in dolocanja vitalnosti s kitom
Live/Dead, smo ugotovili, da se vsaj ena skupina statisticno znalilno razlikuje od
preostalih (Priloga F), da bi ugotovili katere skupine se razlikujejo smo v nadaljevanju
izvedli Se Tukey post-test.

Post-test Tukey nam je pri metodi doloCanja Stevila delcev (OD) pokazal, da se vse tri
skupine med seboj statisticno (Prilog F). Post-test Tukey nam je pri metodi dolocanja
vitalnosti (Live/Dead) pokazal, da se vse tri skupine med seboj statisticno znacilno
razlikujejo (Priloga F).
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e Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametricnim testom
Kruskal-Walis

S pomocjo omenjenega testa smo ugotovili, da sta vsaj dve skupini med seboj statisticno
znacilno razli¢ni. To velja pri obeh metodah: dolocanje flokulacije (Helm) in doloCanje
kultivabilnosti (CFU) (Priloga G). Pri tem nismo izvedeli, kateri dve skupini sta to, da bi to
izvedeli, smo uporabili Se neparametri¢ni post-test Mann-Whitney z Bonferronijevo
korelacijo ravni zavrnitve.

Ker smo imeli pri metodi dolo¢anja flokulacije (Helm) premalo podatkov, smo ga izvedli
samo za metodo dolo¢anja kultivabilnosti CFU.

Iz rezultatov Mann-Whitney testov pri metodi CFU smo ugotovili, da se pri izbrani stopnji
zavrnitve o = 0,0125 med seboj statistiéno znacilno razlikujeta dva para skupin, prvi par
sta skupini 18-19 in drugi par 19-120 (Priloga H).

4.5.3 Statisti¢na primerjava metod dolo¢anja na tretji tocki

Enako kot pri prvi in drugi tocki smo opravili zaporedne statisti¢ne analize za podatke Se v
tretji tocki (reinokulacije 26, 27, 28 in 29).

¢ Analiza normalne porazdelitve s testom Shapiro-Wilk

S Shapiro-Wilk testom smo preverili, ¢e so posamezne skupine (26, 27, 28 in 29) podatkov
normalno porazdeljene. Iz rezultatov smo ugotovili, da podatki pri metodi dolo¢anja
kultivabilnosti CFU in metodi dolocanja Stevila delcev ne ustrezajo normalni razporeditvi.
Podatki ostalih metode ustrezajo normalni razporeditvi (Priloga I).

e Analiza homogenosti varianc z Levene testom

Z Levene testom smo preverili homogenost varianc med skupinami (18,19 in 20). Pri tem
smo ugotovili, da so variance skupin pri 95 % stopnji zaupanja med seboj homogene pri
vseh metodah (Priloga J).

e Izbira testa za analizo statisti¢no znacilnih razlik med skupinami

Pri vseh metodah z izjemo, metode dolocanja kultivabilnosti CFU in metode dolocanja
Stevila delcev OD, so podatki normalno razporejeni. Variance skupin so pri 95 % stopnji
zaupanja med seboj homogene pri vseh metodah.

Pri vseh metodah, ki zadostujejo obema kriterijema smo izvedli parametricni test ANOVA
in v primeru da so med skupinami statisti¢no znacilne razlik Se Tukey post-test. Pri metodi
dolocanja kultivabilnosti (CFU) in doloc¢anja Stevila delcev OD smo nadalje izvedli analizo
z neparametricnim testom Kruskal-Walis in post-testom Mann-Whitney, ki se uporablja v
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primeru, ¢e vsaj ena od skupin ni v normalni porazdelitvi, ali ¢e variance med skupinami
niso homogene.

e Analiza aritmeti¢ne sredine vzor¢nih skupin z enosmerno ANOVA in Turkey post-
testom

Pri metodi $tetja pod mikroskopom s pomocjo programa ImageJ (% zivih celic) in metodi
doloCanja vitalnosti smo ugotovili, da se skupine med seboj statisticno znacilno ne
razlikujejo. Pri metodah Stetja pod mikroskopom s pomocjo programa Imagel (Stevilo
zivih celic) in metodi dolocanja flokulacije (Helm), smo ugotovili, da se skupine med seboj
statisti¢no razlikujejo (Priloga K), zato smo v nadaljevanju izvedli Se Tukey post-test.

Post-test Tukey nam je pri metodi dolocanja stopnje flokulacije (Helm) pokazal, da se vse
skupine med seboj statisticno znacilno razlikujejo, razen dveh parov skupin (26-27 in 27-
29) (Prilog K).

Post-test Tukey nam je pri metodi Stetja pod mikroskopom s pomocjo programa Imagel
(Stevilo zivih celic) pokazal, da se vse skupine med seboj statisticno znacilno razlikujejo
razen enega para skupin (27-29) (Priloga K).

5) Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametricnim testom
Kruskal-Walis

S pomoc¢jo omenjenega testa smo ugotovili, da sta vsaj dve skupini med seboj statisticno
znacilno razli¢ni. To velja pri obeh metodah: dolocanje flokulacije (Helm) in doloCanje
kultivabilnosti (CFU) (Priloga H). Pri tem nismo izvedeli, kateri dve skupini sta to, da bi to
izvedeli, smo uporabili Se neparametri¢ni post-test Mann-Whitney z Bonferronijevo
korelacijo ravni zavrnitve (Priloga L).

e Analiza statisti¢no znacilnih razlik med skupinami s post-testom Mann-Whitney in
Bonferronijevo korelacijo

S testom Mann-Whitney smo med seboj posamicno primerjali vse §tiri skupine. Zaradi
vecjega Stevila testov se poveCuje verjetnost za sprejetje lazno pozitivnih rezultatov, zato
smo upostevali Se Bonferronijevo korelacijo stopnje zavrnitve testa.

Iz rezultatov Mann-Whitney testov pri metodi CFU smo ugotovili, da se pri izbrani stopnji
zavrnitve a = 0,0125 med seboj statisticno znacilno razlikuje vseh Sest parov skupin
(Priloga M).

Iz rezultatov Mann-Whitney testov pri metodi OD smo ugotovili, da se pri izbrani stopnji
zavrnitve o = 0,0125 med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo naslednje tri skupine parov:
28-26; 28-27 in 29-28 ostale skupine se med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo
(Priloga M).
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S RAZPRAVA

S. pastorianus je kvasovka, ki se Ze stoletja uporablja za proizvodnjo lager piva. To je
najbolj razsirjen stil piva v svetu. V pivovarskem procesu je uCinkovitost fermentacije in
kakovost kon¢nega produkta zelo pomembna in je neposredno povezana s koli¢ino
inokuluma in njegovim fizioloskim stanjem To neposredno vpliva na tvorjenje organskih
kislin, estrov, vi§jih alkoholov, aldehidov in diacetila med fermentacijo ter zorenjem piva
in posledi¢no prispeva k celotnim organolepti¢nim lastnostim piva. Poleg tega je kon¢ni
cilj vsake pivovarne proizvajati produkt konstantne visoke kakovosti. To lahko dosezemo
le z natanénim nadzorom celotnega procesa v proizvodnji piva. V zadnjih neka;j letih je
bilo narejenih veliko izboljSav, ki omogoc¢ajo natancno kontrolo klju¢nih parametrov, kot
so oksigeniranost pivine, velikost inokuluma in nadzor temperature pri fermentaciji in
shranjevanju. FizioloSko stanje inokuluma kvasovk prav tako vpliva na kvaliteto pobranih
kvasovk na koncu fermentacije (Boulton, 1996).

Nekosistentnost fermentacij delno povzroca variabilnost fizioloskega stanja inokuluma. Do
te variabilnosti pogosto prihaja zaradi sploSne uporabe ponovne zaporedne inokulacije
kvasne biomase, kamor spadata tudi pobiranje in shranjevanje kvasne biomase. Pri
pivovarskih pogojih je Zivost kvasa zelo subtilna, kar otezuje presojo kakovosti kvasne
biomase (Imai in Ohno, 1999). Z namenom izboljSanja ravnanja s kvasno biomaso in
posledicno produkcijo bolj konsistentnega in kvalitetnega piva je bilo razvitih vec
natan¢nejSih metod za dolocanje kvalitete kvasne biomase. Navadno se v pivovarstvu
rutinsko uporablja izraz zivost, ki doloca odstotek zivih celic v populaciji, saj so zZive celice
kljuénega pomena za potek fermentacije. Vendar je navadno bolj pomembno, da so celic v
dobrem vitalnem ali fizioloSkem stanju. Vitalnost je neposredno povezana z mnogimi
dejavniki, ki vkljuCujejo temperaturo, fizicno ravnanje s kvasno biomaso, shranjevanje,
oksigeniranost kvasne biomase in velikost inokuluma, stresne dejavnike, starost celic in
genetiko kvasovk (Heggart in sod., 2000).

Razvoj metod dolocanja zivosti kvasovk vklju¢uje metode, ki temeljijo na podvojevanju
celic, na barvanju in na merjenju produktov celic, ki so rezultat metabolne aktivnosti
(Jones, 1987).

Kompleksnost metod pri merjenju vitalnosti kvasne biomase je neizogibna. Razvito je bilo
mnogo metod, ki dolo¢ajo vitalnost kvasne biomase, ki lahko kazejo na dolo¢eno mero
fermentacijske zmogljivosti dolocenega kvasnega seva. Navadno te metode temeljijo na
merjenju specificnih celicnih komponent, ki so kriti¢ne za fermentacijsko aktivnost ali
dolocajo metabolno aktivnost, ki je povezana s fermentacijsko stopnjo. Najpomembnejse
zahteve pri metodah dolocanja Zivosti in vitalnosti so natan¢nost, enostavnost za izvedbo,
ponovljivost in nizki stroski izvedbe metode (Boulton, 1996).
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Cilj magistrske naloge je bil na podlagi rezultatov dolo€iti najprimernjeSo metodo za
dolocanje fizioloskega stanja kvasnih celic v pivovarstvu. Za ta namen smo uporabili pet
razli¢nih metod.

5.1 DOLOCANJE FLOKULACUE

Z metodo doloc¢anja flokulacije (Helm), smo preverili spremembe flokulacijskih lastnosti
kvasovk po vsaki ponovni zaporedni inokulaciji. Statisticna analiza na prvi tocki med
skupinami, ki jih predstavljajo zaporedne ponovne inokulacije 6,7 in 8 je pokazala, da se
dva para skupin med seboj statisticno znacilno razlikujeta med seboj, pri enem paru skupin
pa statisticno znacilnih razlik ni bilo. Na drugi tocki statisticne obdelave, kjer smo
primerjali skupine 18, 19 in 20 smo ugotovili, da se skupine med seboj statisti¢no znacilno
razlikujejo. Prav tako smo statisti¢no analizo izvedli na tretji tocki, kjer smo primerjali §tiri
ponovne zaporedne inokulacije (26, 27, 28 in 29) in pri tem ugotovili, da se dva para od
Sestih statisti¢no znacilno ne razlikujeta. Iz rezultatov lahko zaklju¢imo, da se flokulacijske
lastnosti kvasovk skozi ponovne zaporedne inokulacije spreminjajo, poleg tega je bila
flokulacija na zacCetku med reinokulacijami bolj stabilna, kot pri kasnejSih ponovnih
inokulacijah. Flokulacijska sposobnost tudi po 29 ponovni inokulaciji ni padla v primerjavi
s prvimi ponovnimi inokulacijami, kar pomeni da flokulacija ne omejuje Stevila ponovnih
zaporednih inokulacij. Na te spremembe lahko bistveno vplivata temperatura in
koncentracija Mg+ ionov, ki so nujno potrebni za zlepljanje celic med seboj. Glede na to,
da smo skozi celotno fermentacijo uporabljali enako pivino, prav tako pa se je pH med
fermentacijami minimalno spreminjal, to ni bistveni razlog za nastale spremembe v
flokulacijskih lastnostih kvasnih celic. Bistveno vecji vpliv na omenjeno lastnost imajo
stresni dejavniki, ki se pojavljajo med in po fermentaciji, kar lahko razberemo tudi iz
rezultatov ostalih metod, ki so odraz fizioloSkega stanja kvasovk, na katerega neposredno
vplivajo stresni dejavniki, ki so opisani zgoraj.

52  DOLOCANIJE KULTIVABILNOSTI

Dolocanje kultivabilnosti z metodo CFU, ki se tradicionalno uporablja v pivovarstvu, smo
uporabili tudi v naSem eksperiment kot eno od metod dolo¢anja Zivosti. Na prvi (6, 7, 8) in
drugi (18, 19, 20) tocki statisticne analize smo ugotovili, da se po ena skupina statisticno
razlikuje. Na tretji tocki statistiéne analize, kjer smo primerjali $tiri zaporedne
reinokulacije, to so 26, 27, 28, in 29 smo ugotovili, da se statisti¢no razlikuje vseh Sest
parov skupin in se vse skupine med seboj statisticno znacilno razlikujejo. Metoda
doloc¢anja kultivabilnosti nam kaze, da v prvi in drugi tretjini ni priSlo do tako velikih
sprememb v homogenosti kulture, kot v zadnji tretjini nasega eksperimenta. Do takih
sprememb pri doloCanju kultivabilnosti lahko pride, kot posledica stresnih dejavnikov,
katerim so kvasne celice izpostavljene tekom fermentacije, saj morajo kvasne celice
najprej popraviti poskodbe v celicah, da se lahko replicirajo. Sposobnost replikacije je
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odvisna tudi od revitalizacijskega medija, ki je bil v nasem primeru pivina, ki se je
uporabljala nadalje pri fermentaciji, in ¢asa revitalizacije, ki navadno predstavlja ¢as med
zaporednimi fermentacijami. Veliko vlogo na popravljalne mehanizme ima kisik med
revitalizacijo in v prvih urah fermentacije, torej oksigeniranost pivine na zacetku
fermentacije. Zaradi narave eksperimenta je bil Cas izpostavljenosti kisiku v naSem primeru
med ponovnimi zaporednimi inokulacijami relativno kratek, kar lahko wvpliva na
kultivabilnost kvasnih celic v populaciji. Primerjava omenjene metode z metodo barvanja z
metilenskim modrilom in Stetjem pod mikroskopom, kjer smo dolocali Stevilo Zivih celic
nam pokaze, da je kultivabilnost trikrat nizja. Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da je
dve tretjini kvasnih celic nekultivabilna zaradi vpliva stresnih dejavnikov, ki se pojavljajo
med in po fermentaciji.

53 DOLOCANJE VITALNOSTI

Vitalnost smo doloc¢ali s komercialnim setom Live/Dead, ki temelji na uporabi barvila
FUNI. Statisticna analiza na prvi tocki, kjer skupine predstavljajo zaporedne ponovne
inokulacije 6, 7 in 8 je pokazala, da se vse tri skupine med seboj statisticno razlikujejo.
Prav tako smo na drugi tocCki statisticne analize, kjer skupine predstavljajo ponovne
reinokulacije 18, 19 in 20 ugotovili, da se vse skupine med seboj statisticno razlikujejo. Na
tretji tocki statisticne analize, kjer smo primerjali skupine, ki jih predstavljajo zaporedne
inokulacije 26, 27, 28 in 29 smo ugotovili, da med skupinami ni statisticno znacilnih razlik.
Na tak$ne rezultate verjetno vpliva nehomogenost v populaciji kvasnih celic. Ta je lahko
posledica selekcijskega pritiska ali pa celokupne starosti populacije celic. Pri selekcijskem
pritisku gre za stresne dejavnike pred, med in po fermentaciji, ki neposredno vplivajo na
fizioloSko stanje kvasnih celic in dajejo prednost doloceni populacije kvasovk. Ta
populacija kvasovk se skozi ¢as povecuje oz. spreminja in to se odraza na zaznanih padcih
vitalnosti. Druga moznost, starost populacije, uposteva teorijo, da celice po dolo¢enem
Stevilu zaporednih ponovnih inokulacij ne morejo ve¢ brsteti, ker se njihova membrana
zapolni z brazdami. Vitalnost pade na racun vecjega deleZa starih celic, ki so slabo vitalne,
a ob enem ne vidimo nekega usklajenega trenda padca vitalnosti skozi generacije (npr. 29.
in 30. sta blizu 100 %), kar nakazuje, da imamo opravka z dinami¢nimi heterogenimi
populacijami celic. Skozi ve¢ ponovnih ciklov se tako spreminja delez starih in mladih
celic. V dolocenih tockah, kjer je vitalnost bila zelo nizka, lahko sklepamo, da je bil delez
starih celic ve¢ji. Velika verjetnost je, da tako stres kot starost populacije vplivata na njeno
heterogenost in zaznane spremembe vitalnosti. Na omenjene rezultate lahko vpliva tudi
postopek pobiranja kvasne biomase, ker smo morali za nadaljnje ponovne inokulacije
pobrati samo srednji sloj biomase, saj iz mikrofermentorjev ni bilo mogoce zelo natan¢no
pobrati samo srednjega sloja biomase, kjer naj bi se nahajale kvasne celice z najvisjo
fermentacijsko mocjo in posledi¢no najvisjo vitalnostjo.
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5.4  DOLOCANIJE ZIVOSTI Z METILENSKIM MODRILOM

Z metodo barvanja z metilenskim barvilom in Stetje pod mikroskopom smo dolocali
odstotek zivih celic in skupno Stevilo zivih celic. Pri statisti¢ni analizi metode doloCanja
odstotka zivih celic smo ugotovili, da na vseh treh tockah ni bilo statisti¢no znacilnih razlik
med skupinami. Na podlagi rezultatov lahko ugotovimo, da se odstotek zivih celic med
zaporednimi reinokulacijami v celotnem eksperimentu ni bistveno spreminjal in se v vecini
ponovnih reinokulacij nahaja nad 95 % Zivih celic, kar lepo sovpada z navedbami v
literaturi, da je metoda natan¢na, kadar se viabilnost giba nad 90 % (King in sod., 1981).

Z uporabo metilenskega modrila in Stetja pod mikroskopom s pomocjo racunalniskega
programa ImageJ smo dolocali Stevilo Zivih celic. Rezultati statisticne obdelave na prvi
tocki, kjer so skupine predstavljale ponovne zaporedne reinokulacije 6, 7 in 8 smo
ugotovili, da se skupine med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo. Prav tako smo
ugotovili, da se skupine statisticno znacilno ne razlikujejo na drugi tocki statisti¢ne analize,
kjer skupine predstavljajo ponovne zaporedne reinokulacije 18, 19 in 20. Na tretji tocki
statisti¢ne analize, kjer so skupine predstavljale Stiri zaporedne inokulacije (26, 27, 28 in
29) smo ugotovili, da med skupinami obstajajo statisti¢no znacilne razlike, razen enega
para. Iz rezultatov lahko zaklju¢imo, da je bila v prvi in drugi tretjini homogenost v
populaciji kvasovk relativno konstantna, v zadnji tretjini pa se je variabilnost nekoliko
povecala, kar lahko neposredno vpliva na kon¢no koncentracijo celic v pivini. K povecanju
nehomogenosti prispevajo, kot smo ze omenili pri metodi doloCanja vitalnosti, stresni
dejavniki, ki nastanejo pred, med in po fermentaciji in ustvarjajo selekcijski pritisk v
populaciji kvasnih celic ter celokupna starost populacije.

5.5 DOLOCANIJE ZIVOSTI Z MERJENJEM OPTICNE GOSTOTE

Z merjenjem opticne gostote smo na prvi tocki statisticne analize, kjer skupine
predstavljajo zaporedne reinokulacije 6, 7 in 8 ugotovili, da se dva para skupin med seboj
statisticno znacilno razlikujeta, en par skupin pa se med seboj statisticno znacilno ne
razlikuje. Na drugi tocki statisti¢ne analize, kjer skupine predstavljajo ponovne zaporedne
inokulacije 18, 19 in 20 smo ugotovili, da se vsi trije pari skupin razlikujejo med seboj.
StatistiCna analiza na tretji tocki, kjer so skupine predstavljale Stiri zaporedne reinokulacije
(26, 27, 28 in 29) smo ugotovili, se trije pari skupin statisti¢no znacilno razlikujejo, ostali
trije pa ne. Iz rezultatov statisti¢ne analize lahko povzamemo, da je prislo do vecjih razlik
med skupinami pri slednji metodi v primerjavi z zgornjo metodo (metilensko modrilo), ki
prav tako doloca stevilo celic, le da presteje le zive. Metoda dolocanja opti¢ne gostote je v
primerjavi z metodo Stetja pod mikroskopom veliko bolj enostavna in robustna, saj poleg
celic meri Se ostanke gojis¢, delce celi¢nih sten in druge prisotne, zato je ta metoda
primernejSa za dolo¢anje rutinskih analiz, kjer nas zanima priblizna ocena in ne rabimo
zelo to¢nih in zanesljivih rezultatov.

5.6 PRIMERJAVA METOD
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Primerjava statisti¢nih analiz metod je pokazala, da so statisticno znacilne razlike med
ponovnimi inokulacijami pri vseh metodah. Vendar pa statisticno znacCilne razlike pri
posameznih metodah niso vedno pri istih ponovnih inokulacijah in se razlikujejo med
metodami. Najmanj statisticno znacilnih razlik med ponovnimi inokulacijami glede na
izbrane toCke se je pokazalo pri metodi barvanja z metilenskim modrilom in Stetjem pod
mikroskopom. Pri tej metodi smo opazili tudi relativno veliko variabilnost med meritvami
skozi vse ponovne inokulacije. Temu verjetno botruje prenizko Stevilo meritev, da bi lahko
zajeli realno distribucijo v populaciji pri posamezni ponovni inokulaciji, kar posledi¢no
vpliva na manj statisti¢no znacilnih razlik. Za zmanjSanje variabilnosti te metode, bi morali
opraviti ve¢ meritev za posamezno ponovno inokulacijo, kar bi vplivalo tudi na
kvalitetnejSo in bolj relevantno statisticno sliko. To velja tudi za metodi dolocanja
vitalnosti in stopnje flokulacije. Na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo narediti
konkretnih zakljuckov, katera metoda je primernejSa za uporabo v pivovarstvu, temvec je
potrebno pogledati Sirso sliko.

En nacin je opazovanje in primerjava korelacij trendov posameznih metod med seboj.
Zaradi nizkega Stevila meritev je ta trend nekoliko tezje opazovati, vendar v veliki meri
padanje in rast glede na predhodno ponovno inokulacijo Stevila zivih celic sledi metodi
dolo¢anju kultivabilnosti ter malo slabse, a Se vedno v zadostni meri, izmerjeni opti¢ni
gostoti. Prednost metode dolo¢anja kultivabilnosti je, da poleg dolocanja kultivabilnih celic
omenjena metoda sluzi kot negativna kontrola in nam pokaze morebitne okuzbe do katerih
bi lahko prislo med posameznimi ponovnimi inokulacijami. Slabost omenjene metode je
dolg postopek izvedbe metode in dolgotrajno ¢akanje na rezultate saj je potrebna
nekajdnevna inkubacija in rezultate dobimo relativno pozno. V primerjavi z metodo
dolocanja kultivabilnosti je metoda dolo¢anja opticne gostote izredno hitra in enostavna
metoda, vendar pri omenjeni metodi ne merimo samo Zzivih celi, ampak tudi druge delce ki
so prisoten v mediju, kot so ostanki celi¢nih sten in organski delci prisotni v pivini, kar
pomeni da na rezultate vpliva veliko dejavnikov. Poleg tega pri omenjeni metodi ne vidimo
celic, priblizno Stevilo Zivih celic lahko dobimo relativno preprosto z izdelavo umeritvenih
krivulj, ki pa so Zal tocne le takrat, ko se velikost celic ne spreminja. Omenjeno metodo
priporo¢amo kot najbolj robustno in enostavno za rutinsko spremljanje fermentacij ob
ustrezni implementaciji in dobrim sistemom za Stetje pod mikroskopom, saj tako nudi
nekoliko ve¢ informacij. V takem primeru za spremljanje okuzb ne potrebujemo metode
doloc¢anja kultivabilnost, temve¢ samo eno petrijevko, ki sluzi kot negativna kontrola.

Ce primerjamo metodo dolodanja vitalnosti s stopnjo flokulacije, opti¢no gostoto,
kultivabilnostjo ter Stevilom zivih celic prvi¢ zabelezimo konkreten padec vitalnih celic
gledano na celotno sliko pri sedmi ponovni inokulaciji, prav tako opazimo majhen padec
pri stopnji flokulacije glede na predhodno in naslednjo flokulacijo, ¢e pogledamo celotno
sliko ne opazimo signifikantne razlike v stopnji flokulacije pri sedmi ponovni inokulaciji.
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Pri metodah dolocanja Zivosti in opti¢ne gostote rezultati ne odstopajo od celotne slike, je
pa zanimivo, da je Sesta ponovna inokulacija signifikantno razli¢na od preostalih skupin
znotraj toCke. Tukaj si lahko postavimo vpraSanje, ¢e lahko tak trend narekuje zabelezen
padec vitalnosti v naslednji, 7. ponovni inokulaciji. Za odgovor na tako vprasanje imamo v
naSem primeru na zalost veliko premalo podatkov. Je pa zanimivost, ki bi jo bilo vredno
preuciti v prihodnjih raziskavah.

Naslednja zanimiva tocka je devetnajsta ponovna inokulacija, kjer opazimo mocan padec
vitalnosti. Pri tem je zanimivo, da se postopen padec zacne Ze pri 16. ponovni reinokulaciji
in pada vse do 19. kjer tudi doseZe dno, nato se zac¢ne pocasi dvigovati, vendar se nikoli v
celoti ne opomore. Pri tem je vse do 31. ponovne inokulacije ve¢ja variabilnost znotraj ene
ponovne inokulacije. Podoben trend padca smo opazili tudi pri doloCanju stopnje
flokulacije, kjer dno prav tako doseze okoli 19. ponovne inokulacije, ter je pri tem
povecCana stopnja variabilnosti vse do konca eksperimenta. Tega pa ne moremo reci za
metode merjenja zivosti in opticne gostote, kjer prav tako prihaja do vzponov in padcev,
ravno pri 19, ponovni inokulacij, kar je ravno obratno kot pri metodah dolocanja
flokulacije in vitalnosti. Ali je to nakljucje ali pa ima pri tem mogoce kaksno povezavo
starost populacije ne vemo, vendar bi bilo vredno v prihodnih raziskavah to bolj natan¢no
preuciti. Kar lahko razberemo iz take primerjave, je to, da je merjenje flokulacije in
vitalnosti smiselno, saj dobimo veC koristnih informacij, ki so kontradiktorne splo$ni
intuiciji iz opazovanja Stevila zivih celic, opti¢ne gostote in Stetja kolonij. Katera metoda je
bolj smiselna, je odvisno od parametrov, ki nas zanimajo in same izvedbe metode. Za
rutinsko preverjanje poteka fermentacije je smiselno uporabiti metodo merjenja opti¢ne
gostote, saj je metoda enostavna in hitra, vendar dobimo okvirne rezultate, ki niso najbolj
zanesljivi. Ce bi radi dobili zanesljive in relativno hitre rezultate je najprimernej$a metoda
dolocanja zivih celic z metodo barvanja z metilenskim modrilom. V primeru ko opazimo
senzori¢ne spremembe ali neobiCajen Cas fermentacije je smiselno preveriti vitalnost
kvasne biomase. V primeru ko imamo tezave na koncu fermentacije, pa je smiselno
preveriti flokulativnost kvasne biomase. Najbolj zanesljive rezultate dobimo, ¢e parametre
zivosti in vitalnosti preverimo z ve¢ razlicnimi metodami, saj tako dobimo najbolj
objektivno sliko.

6 SKLEPI
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e 20 reinokulacij ne vpliva na Zivost kvasnega inokuluma, to nam pokaze metoda

barvanja z metilenskim modrilom in Stetje pod mikroskopom s pomocjo
racunalniskega programa ImageJ.

e Tradicionalna metoda doloCanja zivosti kvasovk z metilenskim modrilom je
ustrezna za pivovarstvo, saj nam poda dovolj informacij, na podlagi katerih lahko

pripravimo inokulum za uspesen potek fermentaci;.

e Med posameznimi metodami doloCanja Zivosti in kondicije obstaja korelacija,
vendar to ne velja za vse metode.

7 POVZETEK
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V okviru magistrske naloge smo izvedli 31 ponovnih zaporednih inokulacij s kvasovko
S. pastorianus ZIM 2203 v laboratorijskem merilu, pri ¢emer smo posnemali industrijske
razmere. Za ta namen smo izdelali mikro-fermentacijski sistem, ki posnema industrijske
razmere, kot sta temperatura in Cas fermentacije, hidrostatski tlak, parcialni tlak CO, v
fermentorju in razprSenost biomase v mediju.

Za prvo fermentacijo smo namnozili kvasno biomaso, ki smo jo uporabili za prvo
fermentacijo, pri vseh nadaljnjih fermentacijah smo z delom biomase iz predhodne
fermentacije inokulirali naslednjo fermentacijo, to smo ponovili enaintridesetkrat. Po vsaki
inokulaciji smo po priblizno 24 urah preverili fizioloSke parametre kvasne biomase s
petimi razliénimi metodami, ki se za ta namen uporabljajo v pivovarstvu. Metode, ki smo
jih uporabili za spremljanje flokulacije, Zivosti, Stevila in vitalnosti niso nadomestljive in
ne dolocajo istih lastnosti celice. Metoda dolocanja stopnje flokulacije je pokazala, da se
znotraj tock statisti¢ne analize posamezne skupine statisti¢no razlikujejo.

Analiza pokaze, da je bila flokulacija v zacetnem delu bolj stabilna v primerjavi s
kasnejSimi reinokulacijami, vendar to ne omejuje Stevila reinokulacij, saj stopnja
flokulacije ni padla v primerjavi s prvimi reinokulacijami.

Pri metodi dolocanja kultivabilnosti na trdnem gojiscu se je pokazalo, da v prvi in drugi
tretjini ni prislo do tako velikih sprememb v homogenosti kulture kot v zadnji tretjini
naSega eksperimenta. Do sprememb v kultivabilnosti pride tudi zaradi kopicenja stresnih
dejavnikov skozi ponovne inokulacije, ki posledi¢no vpliva na nehomogenost v kulturi.

Pri metodi doloCanja vitalnosti s komercialnim setom Live/Dead smo ugotovili, da se na
prvi in drugi tocki statisticne obdelave vse skupine med seboj statisticno razlikujejo, na
tretji tocki pa med skupinami ni bilo statisticno znacilnih razlik. Na dobljene rezultate te
metode lahko vpliva pobiranje biomase in nehomogenost v kulturi zaradi selekcijskega
pritiska, ki ga ustvarjajo stresni dejavniki.

Z metodo barvanja z metilenskim modrilom in Stetjem pod mikroskopom s pomocjo
racunalniskega programa ImageJ smo dolocali odstotek in Stevilo zivih celic. V primeru,
ko smo statisti¢no analizirali odstotek Zivih celic v populaciji, smo ugotovili da na nobeni
tocki med skupinami ni statisticno znacilnih razlik, kar pomeni da je bil odstotek Zivih
celic skozi celoten poskus konstanten in stresni dejavniki skozi ponovne reinokulacije
minimalno vplivajo na odstotek zivih celic.

V primeru, ko smo dolocali Stevilo zivih celic na prvi in drugi tocki statisti¢ne analize, ni
bilo statisticno znacilnih razlik, med skupinami na tretji tocki pa sta se dve skupini
statisti¢no razlikovali, kar nam pokaZze tako kot pri metodi dolocanja kultivabilnosti, da je
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v zadnjem delu poskusa prislo do vecje nehomogenosti v populaciji zaradi vpliva stresnih
dejavnikov.

Pri metodi, kjer smo dolocali opti¢no gostoto, je statisticna analiza na prvi in tretji tocki
pokazala, da se po ena skupina razlikuje, na drugi tocki se vse skupine razlikujejo znotraj
toCke, taksni rezultati so lahko posledica nenatan¢nosti metode, saj je metoda zelo
preprosta, poleg tega ima velik vpliv na rezultat velikost celic. Metodo merjenja opticne
gostote lahko nadomestimo z metodo doloCanja Stevila celic z barvanja z metilenskim
modrilom, saj rezultati obeh metod lepo sovpadajo. Prav tako se statisti¢ni rezultati
omenjene metode lepo ujemajo z metodo dolocanja kultivabilnosti.

8 VIRI
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Priloga A: Analiza normalne porazdelitve s Shapiro-Wilk testom na tocki 1
Za vsako skupino smo naredili test Shapiro-Wilk in preverili normalno porazdelitev
vzorcev

Test \4 p - vrednost
ImagelJ [% Zivih celic] 0,680 0,00084
Image] [Stevilo zivih celic] 0,838 0,05529
Live/Dead [ % viabilnih] 0,852 0,07981
Helm [% flokulacije] 0,900 0,2559

OD [stevilo delcev] 0,988 0,9006

CFU [stevilo kolonij] 0,942 0,1567

Rezultati kazejo, da so podatki iz skupin: ImageJ [Stevilo zivih celic], Live/Dead [ %
viabilnih], Helm [% flokulacije], OD [Stevilo delcev], CFU [Stevilo kolonij] normalno
razporejeni. Pri skupinah metod Imagel [% Zivih celic] podatki niso normalno razporejeni.

Hipotezo Hy: vzorci prihajajo iz populacije z normalno porazdelitvijo, lahko zavrnemo v
primeru, da je pripadajoc¢a vrednost P manjsa od mejne vrednosti o = 0,05.
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Priloga B: Analiza homogenosti varianc z Levene testom tocka 1
Za vsako skupino smo naredili test Levene in preverili homogenost varianc vzorcev, ki je
pomembna za primerjavo k-skupin med seboj s parametricnim testom ANOVA

Metoda F-vrednost p - vrednost
Imagel [% Zivih celic] 2,493 0,162
Image] [Stevilo zivih celic] 0,799 0,492
Live/Dead [ % viabilnih] 2,790 0,139
Helm [% flokulacije] 0,133 0,877
OD [stevilo delcev] 0,640 0,535
CFU [stevilo kolonij] 1,674 0,214

Dobljene vrednosti F testa Levene presegajo kriti¢no vrednost F-distribucije s k-1 in N-k
prostorskih stopenj, pri izbrani stopnji zaupanja 95 %, pripadajoca vrednost P ni manjsa od
mejne vrednosti o = 0,005. Zato lahko potrdimo hipotezo Hy: variance skupin so
homogene.
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Priloga C: Analiza s parametri¢nim testom ANOVA s Tukey post-testom tocka 1

Za metode, ki imajo podatke normalno porazdeljene in so variance med skupinami
homogene smo uporabili parametri¢ni test ANOVA s Tukey post-testom. Rezultati analize
s parametricnim testom ANOVA. Pri Cemer je SS vsota kvadratov odklonov in DF
diskriminantna funkcija.

Metoda DF | SS Kvadratna | F- Prob>F
vrednost vrednost
f:l?cg]d [Stevilo | model 2 | 457E+14 | 220E414 | 2,343 0,177
napaka 6 5,85E+14 | 9,75E+13
Live/Dead model 2 0,05861 0,029303 109,9 0,0000188
napaka 6 0,0016 0,000267
Helm model 2 0,016437 | 0,008219 9,864 0,0127
napaka 6 0,004999 | 0,000833
CFU model 2 9,40E+14 | 4,70E+14 17,02 0,0000291
napaka 23 | 6,35E+14 | 2,76E+13
OD model 2 0,02709 0,013545 9,043 0,00118
napaka 24 1 0,03595 0,001498
Rezultati analize s Tukey post-testom.
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Vitalnost 7-6 -0,13369812 | -0,17460762 | 0,09278863 | 0,0001405
(Live/Dead | 8-6 0,05923085 0,01832136 | 0,10014035 | 0,0103633
kit) 8-7 0,19292897 0,15201948 | 0,23383847 | 0,0000166
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Helm 7-6 -0,07969573 | -0,15200754 | 0,007383916 | 0,0341857
8-6 0,01893108 | -0,05338073 | 0,091242896 | 0,7148602
8-7 0,09862681 | 0,026315 0,170938625 | 0,0136554
Metoda Primerjava razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
CFU 7-6 -11083333 | -17478760 | -4687907 0,0006807
8-6 -14316667 | -20712093 | -7921240 0,0000303
8-7 -3233333 -9437809 2971142 0,4067304
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
OD 7-6 0,062011111 | 0,01645007 | 0,10757215 | 0,0064414
8-6 0,071388889 | 0,02582785 | 0,11694993 | 0,0018316
8-7 0,009377778 | -0,03618326 | 0,05493882 | 0,8652784
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Priloga C: Analiza statisti¢no znadilnih razlik med skupinami z neparametri¢nim testom
Kruskal-Walis na tocki 1

S testom normalne porazdelitve smo ugotovili, da podatki pri metodi Stetja pod
mikroskopom s pomocjo programa Imagel [% Zivih] niso normalno porazdeljeni. Kljub
temu, da so variance med skupinami homogene smo v naslednjem koraku izvedli Kruskal-
Walis test in preverili, Ce sta vsaj dve skupini med seboj statisti¢no znacilni.

Metoda

DF

H(x2)

p-vrednost

ImageJ [% Zivih]

2

4,3556

0,1133

Hipotezo Hy: skupine prihajajo iz iste populacije lahko potrdimo saj je dobljena vrednost H
presegla kriticno vrednost y 2 pri 95 % stopnji zaupanja, pri tem je pripadajoca vrednost P

vecja od mejne vrednosti o = 0,05.

Analiza je pokazala, da se skupine med seboj statisticno znacilno ne razlikujejo.
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Priloga D: Analiza normalne porazdelitve s Shapiro-Wilk testom na tocki 2

Za vsako skupino smo naredili test Shapiro-Wilk in preverili normalno porazdelitev
vzorcev

Test \4 p - vrednost
ImagelJ [% Zivih celic] 0,84332 0,06287
ImageJ [Stevilo zivih celic] 0,91559 0,357
Live/Dead [ % viabilnih] 0,93359 0,5163
Helm [% flokulacije] 0,72529 0,002799
OD [stevilo delcev] 0,9687 0,5677

CFU [stevilo kolonij] 0,95879 0,3468

Rezultati kazejo, da so podatki iz skupin metod: Imagel [% Zivih celic], ImageJ [Stevilo
zivih celic], Live/Dead [ % viabilnih], OD [Stevilo delcev], CFU [Stevilo kolonij] normalno
razporejeni. Pri skupini Helm [% flokulacije], pa podatki niso normalno razporejeni.

Hipotezo Hy: vzorci prihajajo iz populacije z normalno porazdelitvijo, lahko zavrnemo v
primeru, da je pripadajoc¢a vrednost P manjsa od mejne vrednosti o = 0,05.
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Priloga E: Analiza homogenosti varianc z Levene testom na tocki 2

Za vsako skupino smo naredili test Levene in preverili homogenost varianc vzorcev, ki je
pomembna za primerjavo k-skupin med seboj s parametri¢nim testom ANOVA

Metoda F-vrednost p - vrednost
ImageJ [% Zivih celic] 0,77685 0,5012
ImageJ [Stevilo zivih celic] 0,76433 0,5062
Live/Dead [ % viabilnih] 0,81984 0,4844
Helm [% flokulacije] 0,3748 0,7025

OD [stevilo delcev] 0,34599 0,711

CFU [stevilo kolonij] 45,233 0,02153

Dobljene vrednosti F testa Levene presegajo kriti¢no vrednost F-distribucije s k-1 in N-k
prostorskih stopenj, pri izbrani stopnji zaupanja 95 %, pripadajoca vrednost P pa ni manjSa
od mejne vrednosti oo = 0,005. Zato lahko potrdimo hipotezo Hy: variance skupin so
homogene, pri vseh metodah razen pri metodi dolo¢anja kultivabilnosti CFU kjer je
vrednost p manjSa od mejne vrednosti o = 0,005.
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Priloga F: Analiza s parametri¢nim testom ANOVA s Tukey post-testom na tocki 2

Za metode, ki imajo podatke normalno porazdeljene in so variance med skupinami
homogene smo uporabili parametri¢ni test ANOVA s Tukey post-testom. Rezultati analize
s parametricnim testom ANOVA. Pri Cemer je SS vsota kvadratov odklonov in DF
diskriminantna funkcija.

Metoda DF | SS Kvadratn | F- Prob>F
a vrednost
vrednost
Imagel [% Zivih] | model |2 0,0001464 | 0,0000732 | 0,63 0,565
napaka | 6 0,0006974 | 0,0001162
ImageJ [Stevilo | model | 2 8,01E+13 | 4.31E+13 | 0,515 0,622
celic] napaka | 6 5,01E+14 | 8.36E+13
Live/Dead | model |2 0,20054 0,10027 26,25 0,00108
napaka | 6 0,02292 0,00382
OD model |2 0,0788 0,0394 36,05 5,89 E-8
napaka | 24 | 0,02623 0,00109
Rezultati analize s Tukey post-testom.
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Image] [% | 19-18 0,005492015 | -0,02151751 | 0,03250154 | 0,8129644
Zivih] 20-18 0,009857855 | -0,01715167 | 0,03686738 | 0,5376216
20-19 0,00436584 | -0,02264369 | 0,03137537 | 0,8758579
Metoda Primerjava razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Imagel 19-18 5270092 -17630121 | 28170306 0,7689776
[Stevilo 20-18 -2079216 -24979430 | 20820997 0,9584131
celic] 20-19 -7349308 -30249522 | 15550905 0,9584131
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Live/Dead 19-18 -0,3616902 | -0,51652477 | -0,20685563 | 0,0009093
20-18 -0,1343978 | -0,28923241 | 0,02043673 | 0,082955
20-19 0,2272924 | 0,07245779 | 0,38212693 | 0,0097131
Metoda Primerjava razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
OD 19-18 0,04761111 | 0,008692329 | 0,08652989 | 0,0145065
20-18 0,13073333 | 0,091814551 | 0,16965212 | 0
20-19 0,08312222 | 0,04420344 | 0,122041 0,0000516
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Priloga G: Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametricnim testom
Kruskal-Walis na tocki 2

S testom normalne porazdelitve smo ugotovili, da podatki pri dolo¢anja flokulacije z
metodo Helm niso normalno porazdeljeni, pri ostalih metodah so podatki normalno
porazdeljeni. Variance med skupinami so homogene pri vseh metodah z izjemo dolocanja
kultivabilnosti z metodo CFU. Nadalje smo pri dolocanju flokulacije z metodo Helm in
doloc¢anju kultivabilnosti metodo CFU v naslednjem koraku izvedli Kruskal-Walis test in
preverili, Ce sta vsaj dve skupini med seboj statisticno znacili.

Metoda DF H(y2) p-vrednost
Helm [% flokulacije] 2 7,2 0,02732
CFU 2 15,442 0,0004435

Hipotezo Hy: skupine prihajajo iz iste populacije lahko zavrnemo za obe metodi, saj je
dobljena vrednost H presegla kriticno vrednost ¢ 2 pri 95 % stopnji zaupanja, pri tem je
pripadajoca vrednost P manjSa od mejne vrednosti o = 0,05.

Analiza je pokazala, da sta vsaj dve skupini med seboj statisti¢no znacilno razlicni. Pri tem
nismo izvedeli, kateri dve skupini sta to, da bi to izvedeli, smo uporabili Se neparametri¢ni
post-test Mann-Whitney z Bonferronijevo korelacijo ravni zavrnitve.
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Priloga H: Analiza statisti¢no znacilnih razlik med skupinami s post-testom MannWhitney
in Bonferronijevo korelacijo

Mann-Whitney test smo izvedeli, da bi ugotovili, katere skupine so si med seboj statisticno
znacilno razli¢ne. Izvedli smo ga tako, da smo primerjali vsak par primerjanih skupin. Z
uporabo Bonferronijeve korelacije ravni zavrnitve glede na Stevilo vseh primerjav, smo ob
95 % stopnji zaupanja dolocili kriti€no vrednost zavrnitve oo = 0,0125. Ker smo imeli pri
metodi dolocanja flokulacije (Helm) premalo podatkov, smo ga izvedli samo za metodo
dolocanja kultivabilnosti CFU.

Metoda Primerjava skupin p-vrednost

Dolocanje kultivabilnosti | 19-18 0,0032

CFU 20-18 0,8664
20-19 0,0032

Rezultati so pokazali, da se skupine med seboj statisticno razlikujejo, razen skupini 20-18,
ki se med seboj statisticno ne razlikujeta.
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Priloga I: Analiza normalne porazdelitve s Shapiro-Wilk testom na tocki 3

Za vsako skupino smo naredili test Shapiro-Wilk in preverili normalno porazdelitev
vzorcev.

Test W p - vrednost
Imagel [% Zivih celic] 0,90529 0,1856
Image] [Stevilo zivih celic] 0,90853 0,2043
Live/Dead [ % viabilnih] 0,89273 0,1278
Helm [% flokulacije] 0,92497 0,3299

OD [stevilo delcev] 0,89684 0,0028

CFU [stevilo kolonij] 0,93853 0,04574

Rezultati kazejo, da so podatki iz skupin metod: ImagelJ [% zivih celic], Image] [Stevilo
zivih celic], Live/Dead [ % viabilnih], Helm [% flokulacije] normalno razporejeni. Pri
skupinah metode OD [Stevilo delcev] in CFU [stevilo kolonij] pa podatki niso normalno
razporejenti.

Hipotezo Hy: vzorci prihajajo iz populacije z normalno porazdelitvijo, lahko zavrnemo v
primeru, da je pripadajoc¢a vrednost P manjsa od mejne vrednosti o = 0,05.
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Priloga J: Analiza homogenosti varianc z Levene testom tocki 3

Za vsako skupino smo naredili test Levene in preverili homogenost varianc vzorcev, ki je
pomembna za primerjavo k-skupin med seboj s parametri¢énim testom ANOVA.

Metoda F-vrednost p - vrednost
Imagel [% Zivih celic] 0,21171 0,8855
Image] [Stevilo zivih celic] 0,26363 0,8498
Live/Dead [ % viabilnih] 0,58545 0,6413
Helm [% flokulacije] 1,226 0,3618
OD [stevilo delcev] 16,135 0,2056
CFU [stevilo kolonij] 0,96817 0,4198

Dobljene vrednosti F testa Levene presegajo kriti¢no vrednost F-distribucije s k-1 in N-k
prostorskih stopenj, pri izbrani stopnji zaupanja 95 %, pripadajoca vrednost P ni manjsa od
mejne vrednosti o = 0,005. Zato lahko potrdimo hipotezo Hy: variance skupin so
homogene.
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Priloga K: Analiza s parametri¢nim testom ANOVA s Tukey post-testom na tocki 3

Za metode, ki imajo podatke normalno porazdeljene in so variance med skupinami
homogene smo uporabili parametri¢ni test ANOVA s Tukey post-testom.

Rezultati analize s parametricnim testom ANOVA. Pri ¢emer je SS vsota kvadratov
odklonov in DF diskriminantna funkcija.

Metoda DF |SS Kvadratna | F- Prob>F
vrednost vrednost
ImageJ [% zivih] | model |3 0,0001464 | 0,0000338 | 1,4 0,312
napaka | 8 0,0001931 | 0,00002414
ImageJ  [Stevilo | model |3 4.66E+15 1.55E+15 29,48 0,000113
zivih celic] napaka | 8 4.22E+14 | 5.27E+13
Live/Dead | model |3 0,004496 0,0014987 | 2,409 0,142
napaka | 8 0,004978 0,0006222
Helm model |3 0,17273 0,05758 26,6 0,000163
napaka | 8 0,01732 0,00216
Rezultati analize s Tukey post-testom.
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Imagel 26-27 19412879 427861,1 38397896 | 0,0451776
[Stevilo Zivih | 28-26 -27091568 | -46076585,5 -8106550 0,0079054
celic] 29-26 22294960 3309942,8 41279978 | 0,0230251
28-27 -46504447 | -65489464,3 -27519429 | 0,0002314
29-27 2882082 -16102936 21867099 | 0,9600375
29-28 49386528 30401510,6 68371546 | 0,0001506
Metoda Primerjava | razlika spodnja zgornja prilagojena
skupin vrednost vrednost p-vrednost
Helm 26-27 -0,05935759 | -0,18100676 | 0,06229159 | 0,4483435
28-26 0,1828541 0,06120492 0,30450328 | 0,0058175
29-26 -0,14395725 | -0,26560642 | -0,02230807 | 0,0221338
28-27 0,24221169 | 0,12056251 0,36386086 | 0,0009708
29-27 -0,08459966 | -0,20624883 | 0,03704952 | 0,1955265
29-28 -0,32681135 | -0,44846052 | -0,20516217 | 0,0001193
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Priloga L: Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametri¢nim testom
Kruskal-Walis na tocki 3

S testom normalne porazdelitve smo ugotovili, da podatki pri metodah dolocanja Stevila
delcev OD in doloc¢anja kultivabilnosti s CFU niso normalno porazdeljeni, pri ostalih
metodah so podatki normalno porazdeljeni. Variance med skupinami so homogene pri vseh
metodah. Nadalje smo pri doloc¢anju Stevila delcev OD in dolocanju kultivabilnosti z
metodo CFU v naslednjem koraku izvedli Kruskal-Walis test in preverili, ¢e sta vsaj dve
skupini med seboj statisticno razli¢ni.

Metoda DF H(x2) p-vrednost
OD 3 32,077 5,041e-07
Dolocanje kultivabilnosti CFU | 3 18,848 0,000294

Hipotezo Hy: skupine prihajajo iz iste populacije lahko zavrnemo za obe metodi, saj je
dobljena vrednost H presegla kriticno vrednost y 2 pri 95 % stopnji zaupanja, pri tem je
pripadajoca vrednost P manjSa od mejne vrednosti o = 0,05.

Analiza je pokazala, da sta vsaj dve skupini med seboj statisti¢no znacilno razli¢ni, pri tem
nismo izvedeli, kateri dve skupini sta to, da bi to izvedeli, smo uporabili Se neparametricni
post-test Mann-Whitney z Bonferronijevo korelacijo ravni zavrnitve.
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Priloga M: Analiza statisticno znacCilnih razlik med skupinami s post-testom
MannWhitney in Bonferronijevo korelacijo

Mann-Whitney test smo izvedeli, da bi ugotovili, katere skupine so si med seboj statisti¢no
znacilno razli¢ne. Izvedli smo ga tako, da smo primerjali skupine med seboj. Z uporabo
Bonferronijeve korelacije ravni zavrnitve glede na Stevilo vseh primerjav, smo ob 95 %
stopnji zaupanja dolo¢ili kritiéno vrednost zavrnitve o = 0,0125. Ker smo imeli pri metodi
dolocanja flokulacije (Helm) premalo podatkov, smo ga izvedli samo za metodo doloCanja
kultivabilnosti CFU.

Metoda Primerjava skupin p-vrednost

Dolocanje  kultivabilnosti | 26-27 0,0025

CFU 28-26 0,0025
29-26 0,012
28-27 0,0025
29-27 0,0025
29-28 0,0025

Rezultati so pokazali, da se skupine pri metodi dolocanja kultivabilnosti CFU med seboj
statisti¢no znacilno razlikuje vseh Sest parov skupin.

Metoda Primerjava skupin p-vrednost

Doloc¢anje Stevila delcev | 26-27 1,0000

OD 28-26 0,0065
29-26 1,0000
28-27 0,0025
29-27 1,0000
29-28 0,0025

Rezultati so pokazali, da se pri metodi doloCanja Stevila delcev OD statisti¢no znacilno
razlikujejo naslednje skupine: 28-26; 28-27 in 29-28 ostale skupine se med seboj
statisti¢no znacilno ne razlikujejo.
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Priloga N: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 6F
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Priloga O: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 7G
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Priloga P: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 8H
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Priloga D: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 18S
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Priloga E: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh Ipri ponovni inokulaciji 19T
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Priloga S: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 20U
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Priloga T: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 26AA
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Priloga U: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 27AB
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Priloga V: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za
dolocanje vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 28AC
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Priloga Z: Grafi meritev kinetike z uporabo spektrofotometra in Live/Dead kita za dolocanje
vitalnosti kvasovk treh paralelk pri ponovni inokulaciji 29AD
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