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PoboljSanje fermentacijskih karakteristika pivskog kvasca za vrenje sladovine s vrlo

visokim udjelom ekstrakta

Dijana Petrt (288/BPI) i Matea Vrkljan (6164/BT)

Sazetak: Postupak proizvodnje piva sa sladovinomsakim udjelom ekstrakta postao je
atraktivna alternativa tradicijskom postupku pradidje zbog ekonomske isplativosti i
kvalitete proizvedenog piva. Matim veina pivskih kvasaca u sladovini s visokim udjelom
ekstrakta raste slabije, fermentacije su spor@stzgu neprevreli fermentabilni &=i, a udjel
Zivih stanica u izdvojenom kvascu tijekom fermeiéage vrlo niska. Za uspjesSnu primjenu
tzv. high gravity brewing procesa u proizvodnji potrebno je selekcioniratiensojeve kvasca
s poboljSanim fermentacijskim karakteristikamaadslini s vrlo visokim udjelom ekstrakta.
PoboljSan soj kvasca trebao bi biti otporniji naimbenika stresa kojima je izlozen tijekom
fermentacije, Sto ukljtuje osmotski tlak usljed visoke koncentracijéesa, stres izazvan
etanolom pri kraju fermentacije, izgladnjivanjerstz, hidrostski tlak i C@

U ovom radu opisana je uspjeSna strategija za dplekojeva kvasca s poboljSanim
fermentativnim karakteristikama. Sojevi pivskog &wa s poboljSanim fermentativhim
karakteristikama dobiveni su praienjem viSe fermentacija u nizu s mutiranim sojevima
sladovini s vrlo visokim udjelom ekstrakta (25 %).

Izolirano je osam sojeva koji brze fermentirajudsh@nu i postizu vé stupanj prevrenja
sladovine. Fermentacijske karakteristike najbo§em 12-2 i roditeljskog soja (WT) istrazene
su provdenjem fermentacija u bioreaktoru. Soj 12-2 iméawbrzinu fermentacije, povan
stupanj konverzije fermentabilnih &&a i povéan prinos etanola u odnosu na divlji soj.

Sadrzaj trehaloze i glikogena u stanici sojeva 12¥X tijekom fermentacije bio je shn.

Klju ¢ne rje¢i: fermentacija sladovine s visokim udjelom ekstrakdger kvasac, evolucijsko

inZenjerstvo



Fermentation performance improvement of brewer’s yast under high-gravity condition

Dijana Petrt (288/BPI) i Matea Vrkljan (6164/BT)

Abstract: High gravity brewing has become an ativacalternative to traditional brewing
methods due to a number of economic and produclitgusdvantages. However many
brewer's strains exhibit decreased growth, slow smmdmplete fermentations, and low
viability of the cropped yeast during fermentatminhigh gravity wort. Therefore successful
implementation of high gravity brewing in productisequires the development of yeast
strains with improved fermentation capacity undghhgravity condition. Such strain must be
resistant to the multiple stress found in the fartagon, including the osmotic stress that
results from the high sugar concentration, ethatreks at the end of fermentation, starvation,
hydrostatic pressure and €CHere we describe a successful strategy for setpgteast
strains with improved fermentation performance. Thedter performing variants of the
brewer's yeast were created by subjecting pooluwiagenised variants to consecutive rounds
of fermentation in very-high gravity wort (25 % eatt). Isolated eight variants showed
higher fermentation rate and higher attenuation rekegof the wort. Fermentation
characteristic of the best performing stain (strdi2-2) and parent strain (WT) were
investigated by performing bioreactor fermentatidsisain 12-2 showed higher fermentation
rate, increased final fermentable sugar converaiuh increased ethanol yield compared to
wild type strain. The cellular content of the glgem and trehalose during fermentation was

similar in both strains.

Keywords: high gravity brewing, lager yeast, evolutionary ieegring
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1. UvOD



Tradicijski postupak proizvodnje piva sa sladovingnml2% ekstrakta danas se svaieje
primjenjuje u praksi. Postupno ga zamjenjuje tangh gravity brewing postupak koji se
zasniva na fermentaciji sladovine s visokim udjelekstrakta od 14-17 %, a u nekim
pivovaramacak i s vrlo visokim udjelom od 18-25 %. Péaajem udjela ekstrakta palava
se proizvodni kapacitet bez zagnih kapitalnih ulaganja u opremu. Osim Sto jerekuoski
daleko isplativiji od tradicijskog postupka, za lpmak na ovaj postupk proizvodnje nisu
potrebna zn&jnija ulaganja (Lei i sur, 2012).

Pri uvadenju hgh gravity brewing proces u posebnu paznju treba posvetiti odabija so
kvasca jer pouwsna koncentracija 8era u sladovini (osmotski tlak) i visok udjel etno
negativno utjée na fiziologiju stanice, $to moZe promijeniti kijerenja i doviranja, te
kvalitetu piva. Sojevi pivskog kvasac koji se pmmjuju u proizvodnji nisu adaptirani na
uvjete karakteristne za fermentaciju s vrlo visokim udjelom ekstrakta

Cilj ovog rada je poboljsati fermentativha svojspraizvodnog pivskog kvasca na sladovini s
vrlo visokom udjelom ekstrakta primjenom tzv. ewajskog inzenjerstva (eng. evolutionary
engineering). Nakon udenja nasundnih mutacija u genom kvasca, potrebno je
odgorarajdim postupkom selekcije izdvojiti sojeve kvasca d@Eanim fermentacijskim
svojstvima, te provesti fermentaciju sladovine Is wisokim udjelom ekstrakta sa izoliranim

sojevima u bioreaktoru.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Tradicijski postupak prizvodnje piva

Pivo se tradicijski proizvodi fermentacijom slado®is 11-12 % ekstrakta. Sladovina s 12 %
ekstrakta sadrzi oko 90 g/L fermentabilnintera i 25 g/L nefermentabilnih polisaharida.
Najzastupljeniji fermentabilni ger je maltoza (oko 59 %), a zatim sljede maltoai¢ako 20
%), glukoza (14%), saharoza (oko 6%) te fruktozeo (©%). Od nefermentabilnih &ra u
sladovini najvéi udio otpada na dekstrine. Fermentacijom sladosii@ % ekstrakta dobiva
se pivo s 4-5 % (vol/vol) etanola. Glavno vrenjedgija pri temperaturi od 8-26.

Sladovina s 12 % ekstrakta inokulira se s deseional stanica po mililitru sladovine, a
koncentracija se povava sa sadrzajem ekstrakta (Bamforth, 2003; Mungi$)6). S
obzirom na prisustvo kisika, fermentacija sladowulijeli se na:

- aerobnu fazu na samomgdgeatku vrenja tijekom koje stanice kvasca troSe kaidpljen u
sladovini prije inokulacije

- anaerobnu fazu koja nastupa kada stanice padenskisik iz podloge.

Unata otopljenom kisiku u aerobnoj fazi fermentacije &&a anaerobno previre glukozu do
etanola i CQ usljed represije sinteze enzima respiracijskogdavisokim koncentracijama
glukoze (Crabtree efekt). Kada potroSnjom glukozepadlozi oslabi njen dinak na
metabolizam, izostanak respiracijskog metabolizmaaska osigurava se anaerobnim
vodenjem procesa (Briggs i sur., 2004). U aerobndjKeszk se troSi na sintezu komponenti
plazmine membrane, sterola i neZasih masnih kiselina (Smart, 2008). Tijekom
fermentacije sintetizirani lipidi zajedno s manjokolicinom preuzetom iz podloge
raspodjeljuju se izmi# stanica keri. Zbog toga koncentracija nezasiih masnih kiselina i
sterola opada tijekom fermentacije, a u istalozerkwmascu toliko je niska da limitira rast
stanica (Briggs i sur., 2004). Rast kvasca ogeamje koltinom otopljenog kisika u podlozi
neposredno prije inokulacije. Koncentracija otoptjg kiska na uzgoja iznosi oko 8 ppm Sto
je dovoljno za dvije do tri stagne diobe (Munroe, 2006; Smart, 2007).

Nakon Sto je véna fermentabilnih Sera utroSena kvasac se talozi na dnu fermentora.
IstaloZen kvasac se nakon izdvajanja ponovno karisarednim fermentacijama, tage od
10-15 puta (Bamforth, 2003).

Kao izvor duSika kva®ve stanice prvenstveno koriste slobodne aminokese{FAN)
zajedno s amonij ionima prisutnim u manjim koncaajama. Metabolizam aminokiselina,
koji ukljucuje katabolizam asimiliranih aminokiselina iz slaoh@ i anabolizam potrebnih

aminokiselina zn&jno doprinosi aromi piva. Naime niz intermedijeraetabolizma



aminokiselina su prekursori u biosintezi komponantime (izo-amil alkohol, izo-butanol, n-
propanol).

Osim etanola i uglinog dioksida tijekom vrenja nastaje niz produkatetabolizma koji
utjecu na aromu pivu. Oni uklfiuju viSe alkohole, estere, aldehide, ketone i sumgo
spojeve. Sumporni spojevi su nepozeljni u pivu, cmdentracija sumporvodika i dimetil

sulfida ovisi soju kvasca (Bamforth, 2009).

2.2. TroSenje Séera u sladovini

Stanice kvasca troSe fermentabilnéese iz sladovine oddenim slijedom (slika 1).

Kvasac najbrze asimilira monosaharide glukozu ktfvau koje se transportiraju u stanicu
olakSanom difuzijom bez utroSka energije uz pénsbog heksoza (Hxt) tansmembranskog
prijenosnika. Hxt efikasnije prenosi glukozu odkilaze Sto je razlog brze potrosnje glukoze
(Meneses i sur., 2002).

Saharoze se ne transportira u stanicéi se hidrolizira s invertazom u periplazmatskom
prostoru stanice (Hohmann i Zimmermann, 1986). lrinvertaza se konstitutivno sintetizira
u stanici kada je koncentracija glukoze vrlo nidkajveta brzina sinteze ovog enzima postize
se kod koncentracije glukoze od 0,1 %. Rawvgem koncentracije glukoze reprimira sintezu
invertaze. Hidroliza saharoze na glukozu i fruktamoze uzrokovati porast kocentracije
fruktoze (Maneses i sur., 2002).

U prisustvu glukoze u podlozi stanica ne troSi omlti maltotriozu. Naime glukoza reprimira
sintezu enzima maltaze i transpotnog sustava ztomalte inaktivira transpotni sustavi za
maltozu. PotroSnja maltoze z&pye kada je otprilike 60 % glukoze u sladoviniageno
(D'Amore i sur., 1989). Transport maltoze i malte odvija se Hsimportnim
mehanizmom uz utroSak energije (Dietvorst i sl @ Weusthuis i sur., 1993). Maltotrioza
nema specitine transportne sustaveévee prijenos odvija nekim od maltoznih prijenosnika
Transportni sustav za maltozu efikasnije prenodsitona od maltotrioze Sto je razlog brze
asimilacije maltoze (Day i sur., 2002).

Kvasac ne troSi dekstrine prisutne u sladoviniiidoprinose okusu puie piva.
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Slika 1. Promjene koncentracijecgea u sladovini tijekom fermentacije (Bamforth, 2D0

2.3. Fermentacija sladovine s pov@nim udjelom ekstrakta

Danas se n&g&e proizvodi pivo iz sladovine s paianim udjelom ekstrakta. Dobiveno jako
pivo s viSim udjelom etanola razrijgje se s vodom odi#enog ionskog sastava na konzumnu
koncentraciju etanola. U proizvodnji se koristidglgina s 14-17 %, a u nekim pivovarama
cak i sa 18-25 % esktrakta. Sladovina s gamém udjelom ekstrakta priprema se
ukomljavanjem slada sa smanjenjom &olom vode i/ili dodatkom nesianih sirovina (npr.
visokofruktoznog sirupa).

Postupak proizvodnje piva sa sladovinom s pamen udjelom ekstrakta (eng. high-gravity
brewing) péeo se primjenjivati tjekom sedamdesetih godinaslo® stoljéa, a vé desetak
godina kasnije postao je udhjan n&in proizvodnje piva (Lei i sur, 2012). Razlogestale
primjene ovog postupka u proizvodnji piva nalazi denomskim pokazateljima. Naime
proizvodni kapacitet pivovare poseva se za vise od 30 % ovisno oc@mom sadrzaju
ekstrakta i to bez novih investicijskih ulaganjapremu. Ostale prednosti ovog postupka su:
povetan sadrzaj etanola po jedinici mase fermentithjls&era usljed smanjenog rasta
kvasca, povéanje koloidne stabilnosti piva, ujedieost arome piva, uSteda energije
(pumpanje,grijanje, hteenje, itd.), smanjenje radne snage, uSteda narpra@a vrenje i
doviranje, mogénost proizvodnje viSe tipova piva razdjeanjem iz osnovnog piva (matio

pivo) i/ili koriSenjem sladnog ekstrakta, ekstrdkhelja i nesldenih sirovina), uSteda na



sredstvima z&is¢enje i dezinfekciju, te smanjena kitia otpadnih voda (Stewart i sur.,
1997).

Unata® povoljnoj ekonomskoj kainici ovaj proces proizvodnje piva ima i niz neddbaka.
Visok sadrzaj neprevrelog ekstrakta (posebno miadim) zaostao nakon fermentacije daje
pivu nepozZeljan okus. Nadalje stabilnost pjenenm@rgena najvjerojatnije zbog otpustanja
proteolitékin enzima izazvanih stresom stanice (p@e osmotski tlak | pouvana
koncentracija etanola) (Blieck i sur., 2007). Mégyojava zamienosti zbog osloldanja
glikogena uslijed lize stanice Sto se negativhoabava na aromu piva. Kvasac nakon
zavrSene fermentacije ima smanjenu Zivotnost (wist), a udjel mrtvih stanica u izdvojenoj
bimasi nakon fermentacije paian je u usporedbi s tradicijskim postupkom proizyediva.
Takaier moze dé do promjene arome piva. Koncentracija estera to\gon pivu ovisi o
sadrZaju ekstrakta i sastaviéée@ u sladovini, te odnosu ukupnogefa i slobodnog amino
duSika (Verstrepen i sur., 2003; Stewart, 2004).

Niska brzina fermentacije sladovine moze se patrkoriStenjem vée kolicine inokuluma,
primjenom viSih temperatura fermentacije i péasanjem koncentracije otopljenog kisika u
sladovini neposredno prije nacijepljivanja (Verlelesur., 2009; Verstrepen i sur., 2003).
Prepordena koncentracija otopljenog kisika iznosi od 12gpén. Pri vdenju fermentacija
pri viSim temperaturama potrebno je vodituaa da se sadrzaj komponenti arome posebice
estera mijenja se s temperaturom fermentacije €Baer sur., 2008). Pogsanjem
koncentracije inokuluma moze se péae brzina fermentacije ali samo do odigee granice.
Medutim poveanje inokuluma moZze negativo utjecati na aromu pikexstrepen i sur., 2003;
Verbelen i sur., 2009).

2.4.Cimbenici stresa tijekom fermentacije sladovine s gokim udjelom ekstrakta

Stanice kvasca tijekom fermentacije sladovine sefevim udjelom ekstrakta izlozene su
nizu stresnih¢imbenika koje nepovoljno uije na vitalnost stanice, a time i brzinu
fermentacije:

1. visok osmotski tlak i niska vodena aktivnost

Na paetku fermentacije osmotski tlak je vrlo visok udljgisoke koncentracije &era u
sladovini; razgradnjom gera vrijednost osmotskog tlaka opada. Optimalnamadktivnost
za rast stanica kvasca iznosi 0,997-0,998, a wwglaids visokim udjelom ekstrakta vodena
aktivnost pada ispod 0,995 (Jakobsen i Piper., 1989

2. Limitacija rasta stanice kisikom i dusikom



Zbog veée koncentracije inokuluma potrebno je osiguratéweéoncentraciju otoplienog
kisika na pdetku fermentacije potrebnu za sintezu sterola aséznih masnih kiselina. Pri
kraju fermentacije rast stanica limitiran je izvorausSika u sladovni.

3. Tokstnost etanola:

Koncentracija etanola prelazi 7-8 % (vol/vol) &adiva inhibiciju rasta i smrt stanice.

4. Djelovanjem hidrostatkog tlaka i GO

Djelovanjem tlaka i C@poveava se udjel mrtvih stanica Sto se negativno ogteana brzinu

fermentacije (Smart, 2008).

2.5. Fizioloski odgovor stanice izazvan stresom

Sinteza glicerola i trehaloze ima vitalnu ulogu rezvljavanju stanica kvasca izloZenih

visokom koncentracijom gera i etanola.

2.5.1. Glicerol

Tijekom fermentacije sladovine s visokim udjelomsilikta stanica kvasca je izloZzena
visokom osmotskom tlaku. Sintezom glicerola staki@apenzira pov&nje tlaka u okolini i
istovremeno osigurava obnavljanje NADH koji se itne3eakciji sinteze etanola uz alkohol
dehidrogenazu (Albertyn i sur., 1994). Gliceroltags redukcijom dihidroksiaceton fosfata u
glicerol-3- fosfat uz NADH ovisnu glicerol-3- fogfdehidrogenazu (slika 2).

Kolic¢ina glicerola proporcionalna je kaini etanola.



glukoza- 6-fosfat

|

fruktoza- 1,6-bisfosfat

v
dihidroksiaceton fosfat gliceraldehid-3-fosfat
: ‘ A
NADH glicerol-3-fosfat
NAD* dehidrogenaza
glicerol 3-fosfat piruvat
A
glicerol-3-fosfataza
Pi
glicerol etanol

Slika 2. Sinteza glicerola kvascu S. cerevisiagg@ i sur., 2004)
2.5.2. Trehaloza
Trehaloza ¢-D-glucopiranozil a-D-glucopiranozid) je nereducirdjudisaharid koji sadrzi

dvije molekule D-glukoze povezane a-1, 1- glikozidnom vezom (slika 3). Rasprostranjena

je u razl&itim organizmima poput bakterija, funga, biljakaseékata i beskraljeznjaka.
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Slika 3. Trehaloza.

Dugo vremena se smatrano da je trehaloza u kv&saterevisiae iskljucivo rezervni
ugljikohidrat. Sadrzaj trehaloze u pekarskom kvagoosi od 15-20% suhe tvari biomase, a
10% smatra se k#inom donjom razinom. Kdlina trehaloze u laboratorijskim sojevinsa
cerevisiae tijekom Sarznog uzgoja iznosi do 4-5% (D'Amore i.s@991; Argielles, 2000).
Koncentracija trehaloze se mijenja tijekom fazaaa3ijekom eksponencijalne faze rasta

koncentracija trehaloze je vrlo niska uslijed regees glukozom (Piddocke i sur., 2009).



Trehaloza se pinje nakupljati tijekom prijelaza iz eksponencijalfiaze rasta u usporenu
fazu rasta, a gitnje se trositi tijekom limitacije izvorom ugljikdHounsa i sur., 1998).
Trehaloza ima izuzetno vaznu ulogu u zastiti sepic izlaganju visokom osmotskom tlaku,
tjekom limtacije rasta stanice nekim nutrijentonpri izlaganju stanice visokim
temperaturama ili visokim koncentracijama etandliavrdeno je da trehaloza pridonosi
oc¢uvanju strukture membrane tako da preuzima uloglekate vode i veze se na polarne
skupine fosfolipida, pomaze odrzavanju nativne kdtne proteina sprifavajwi njihovu
denaturaciju, te spjava agregaciju denaturiranih proteina (Lucero i,22000). Pri visokim
koncentracijama etanola trehaloza se veze na polakupine fosfolipida u membrani
smanjuju¢i permeabilnost membrane (Hallsworth, 1998).
Udjel trehaloze u stanici za inokulaciju smatranjed od vaznih pokazatelja vitalnosti stanice
kvasca prema kojoj se moZe predvidjeti njegova éstiacijska sposobnost (Guldfeldt i
Arneborg, 1998).
Sintezu trehaloze katalizira enzimski kompleks kejisastoji odetri proteina:

trehaloza 6-fosfat sintetaza (Tps |) koja katedikondenzaciju glukoza 6-fosfata i UDP-
glukoze u trehalozu 6-fosfat
- trehaloza 6-fosfat fosfataza (Tps2) katalizirak@ju defosforilacije trehaloze 6-fosfata.
- Tps3i Tsl 1 proteini su regulatorne podjedimeeteinskog kompleksa.
Metaboliki put sinteze i razgradnje trehaloze u staniciskaaprikazan je na slici 4.
Hidrolizu trehaloze u stanici kataliziraju dva enai neutralna trehalaza i kisela trehalaza.
Neutralna trehalaza nalazi se u citosolu, dok sel&itrehalaza nalazi na povrsini stanice ili u
vakuoli (Shima i Takagi, 2009).

UDP-glukoza glukoza-6-fosfat

trehaloza-6-fosfat
sintetaza (TPS1)
v

trehaloza-6-fosfat | TPSkompleks
Tps3iTsll

trehaloza-6-fosfat
fosfataza (TPS2)

v

trehaloza

kisela neutralna
trehalaza trehalaza

2 x glukoza

Slika 4. Sinteza i razgradnja trehaloze kvaSaterevisiae (Shima i Takagi, 2009).



2.6. Glikogen

Glikogen je polimer D-glukoze razgranate struktut@nci od 10-14 glukoznih jedinica
povezani sua (1- 4) glikozidnom vezom, a na mjestima grananja gimeojedinice su
mediusobno povezana (1- 6) glikozidnim vezama. Na 12 glukoznih jedinicanolekuli
glikogena dolazi r (1- 6) glikozidna veza.

Glikogen je rezervni ugljikohidrat i izvor ugljikijekom izgladnjivanja stannice na izvoru
ugljika u podlozi. Smatra se jednim od pokazateijalnosti stanica pivskog kvasca i sluZi
kao izvor energije tijekontuvanja matinog kvasca izmi#u dvije fermentacije. U ovom
periodu stanice mogu utroSiti od 30-40 % glikogaaeendogeni metabolizam (Heggart i sur,
1999). Preostali glikogen stanice troSe nakon iickja u prisustvu kisika za sintezu sterola
i nezastenih masnih kiselina (Briggs i sur., 2004; Cahabur, 2000). Naime stanice ne mogu
asimilirati S€er iz podloge zbog nefunkcionalnosti stem@ membrane. Nakupljanje
glikogena zapdnje pri kraju eksponencijalne faze zbog smanjekgacentracije izvora
duSika ali i drugih nutrijenata u sladovini uz telao visoku koncentraciju neprevrelih
fermentabilnih Séera. Kada se u potpunosti utroSe fermentabiléer$el sladovini zapéinje
razgradnja glikogena. Zbog toga je potrebno ukalstanice kvasca iz fermentora i pohraniti
ih na 0-2C kako bi se sprifdla prekomjerna razgradnja glikogena. Niski udjékagena u
stanici posljedica je izlaganja stanica kisiku plioduljenog vremen&uvanja matinog
kvasca. Stanice kvasca s niskim udjelom glikogemaju produljenu lag fazu rasta, te

smanjenu brzinu rasta i brzinu fermentacije (Heggsuir, 1999).

1.7. Pivski kvasac

Postoje dvije vrste pivskog kvasca, kvasac donjemja i kvasac gornjeg vrenja. Kvasac
donjeg vrenja se primjenjuje u proizvodigger piva ili piva donjeg vrenja, a kvasac gornjeg
vrenja u proizvodnji ale piva ili piva gornjeg viar(Priest i Stewart, 2006). Prva klasifikacija
kvasaca se zasnivala na flokulacijskim karaktdwastia kvasca odakle i potg njihov naziv.

U pravilu se kvasac gornjeg vrenja, nakon zavrsemegja nakuplja na povrsSini mladog piva,
dok se kvasac donjeg vrenja talozi na dnu fermant&vasac gornjeg i donjeg vrenja
pripadaju rodu &ccharomyces. Medutim prema fizioloSkim i genetkim svojstvima, ovi
kvasci pripadaju razlitim vrstama. Dok je kvasac gornjeg vrenj&ah pekarskom kvascal
cerevisiae, kvasac donjeg vrenja (nekadaSajcarlsbergensis) prema novijim taksonomskim

istraZzivanjma svrstan u vrst&. pastorianus. VrstaSpastorianus nastala je fuzijom genoma



ale kvascaS. cerevisae s vrstom S. eubayanus ( nekadaSnjiS. bayanus ). GenomS
pastorianus je i do 60 % vé& od genomasS cerevisiae jer sadrzi dva velika fragmenta
roditeljske DNA. Veéina genettkog materijalaS. pastorianus potjete iz S eubayanus.(
Montrocher i sur., 1998; Libkind i sur., 2011).

Stanice pivskog kvasca su okruglog do ovalnog abikomjera 5-10 mikrometara. Tijekom
aseksualnog ciklusa raznozavanja dolazi do stvarpopova, stanicackri. Nakon diobe
stanica, na povrsini stanice majke ostaje ozilgikd 5).

Slika 5. Stanica kvasca s oziljcima koji nastajelginjem stanica. (Anonymous 1)

1.8. Selekcija kvasaca i evolucijsko inZenjerstvo

Pivarski sojevi kvasca su nastali prirodnom sejekeikroz stoljéa u tradicijskom postupku
proizvodnje piva u kojem je kvasac izdvojen na krdgrmentacije nanovo koriSten
neogranien broj puta. Méutim posljednjihcetrdesetak godina s fEtkom razvoja procesa
proizvodnje piva s povanim sadrzajem ekstrakta proces prirodne selekcipsca je
zaustavljen. Pivari su izdvoijiltiste kulture kvasca, koje koriste za pripremu irlokua
(Huuskonen i sur., 2010). U procesu proizvodnjaniomasa kvasca kage se reciklira od
10-15 puta. Zbog toga sojevi pivskog kvasac kofl@eas primjenjuju u proizvodnji piva nisu
adaptirani na uvjete kararakteriste za fermentaciju s pot@nim udjelom ekstrakta (visoki
osmotski tlak i visoka koncentracija etanola). Emgkko inzenjerstvo (eng. evolutionary
engineering) pokazalo se kao uspjeSna strategghernativa genatkom inZenjerstvu u
poboljSanju karakteristika mikroorganizama posekada se radi o proizvodnji hrane cai
jer primjena genetki preina&enih mikroorganizma u Europi jo$ uvijek nije dozeok.
Premda je niz istrazivanja pokazao da se moze oopgenettki preinaenih kvasaca dobiti
pivo poboljSane kvalitete uz ekonamiji proces proizvodnje, komercijalizacija ovih eea

zasada nije moga (Saerens i sur., 2010). Upotreba ge€Retmodificiranih organizama
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implicira brojna pitanja, posebice &a, socio-ekonomska, pitanje sigurnosti hrane iig&o
te pitanje neskodljivosti za ljudsko zdravlje.

OponaSajti prirodnu selekciju u evolucijskom inzenjerstvu taije se uvode nasudmo u
genom stanice, a zatim sljedi selekcija mutangtab®ljSanim fenotipom. lako do mutacija u
genomu moZe do spontano zbog pogreSaka u replikaciji i popravBMA oSteenja,
mutacije se induciraju uz por©iokemijskih ili fizikalnih mutagena, rekombinacijom,
izmjenom jednog gena, getidavog metabotikog puta ilicak ¢itavog genoma (Sauer, 2001).
Za razliku od metabalkog inZenjerstva mutacije se uvode nasummiu ¢itavom genomu
stanice. Stoga je&esto nemogte odrediti koja je mutacija odgovorna za poboljéani

odratenog fenotipa stanice (Nevoigt, 2008).
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Materijali
3.1.1. Radni mikroorganizam
U ovom radu koriSten je pivski kvasac donjeg vreizjaZagrebake pivovare (soj
WT).
3.1.2. Sirovine za pripravu hranjivih podloga

Sirovine za pripravu hranjivih podloga navedena s$ablici 1.

Tablica 1. Sirovine za pripravu hranjivih podloga.

Naziv Proizvoda¢

Bacto-agar Difco,USA

Kvasiev ekstrakt Roth, Austrija

Maltoza Roth, Austrija

Pepton Roth, Austrija

Ugug&eni sladni ekstrakt (72% suhe tvari) Ireks Aromayaiiska
Sladovina, 18-20 % esktrakta Zagrekepivovara, Hrvatska

3.1.3. Kemikalije
U ovom radu su koriStene kemikalije navedene udiabl, te enzim naveden u tablici 3.
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Tablica 2. Kemikalije koriStene u istrazivanju.

Naziv Proizvoda¢
ZnSQx7 HO Merck
NaCGOs, p.a. Merck

85 % HPO,, Merck
Metilensko plavo Sigma Aldrich
Etil metilsulfonat Sigma Aldrich
Natrij-hidrogenfosfat Merck
Natrij-dihidrogenfosfat Merck

Etanol (96 %) Merck
Ledena octena kiselina Merck
Cikoheksimid Sigma
Antimicin Sigma
Natrij-tiosulfat Kemika
Natrij-acetat Kemika

Tablica 3. Enzim.

Naziv

Proizvodaé

amiloglukozidaza iA. niger Sigma

3.1.4. Hranjive podloge

3.1.4.1. Tekude hranjive podloge

Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma s maltozom

Inokulum je uzgojen na podlozi koja je sadrzavala gL kvasevog ekstrakta, 20 g/L
peptona i 40 g/L maltoze.

Hranjive podloge za selekciju kvasaca s maltozom

Stanice kvasca nakon mutageneze nacijepliene spodkgu koja je sadrzavala 10 g/L
kvagevog ekstrakta, 20 g/L peptona i 120 g/L maltoze.

Sladovina s visokim udjelom esktrakta

Sladovina s 25 % ekstrakta dobivena je otapanjen¥egog sladnog ekstrakta u sladovini

priredenoj u Zagreb&oj pivovari ¢iji sadrZzaj ekstrakta iznosio od 18-20 % ovisnoatZs
Ova podloga je koriStena za fermentaciju u bioreakt



Sladovina s 25 % ekstrakta za selekciju sojevadocapriprdena je otapanjem ugienog
sladnog ekstrakta u vodi.

Pri pripremi sladovine udjel sladnog ekstrakta doh@n pom@u areometra (saharometra) pri
20°C. Nakon sterilizacije u podloge je dodano 0,2 ngjfika u obliku ZnSgx7 H,O.

3.1.4.2. Krute hranjive podloge

Sladni agar

Podloga sa sladnim agarom koriStena je za odrzavaaine kulture (u epruvetama), te za
odrativanje broja zivih stanica stanica (u Petrijevimeidama). Sladni agar sadrzavao je 12
% ekstrakta i 10 g/L agara.

Nakon sterilizacije u podlogu sa sladnim agaromadioe antimicin koncentracije 2 mg/L
podloge.

Podloge za selekciju

Za selekciju kvasaca koristene su krute hranjivelqgge u Petrijevim zdjelicama sljetky
sastava:

-sladovina s visokim udjelom ekstrakta (25 %): deba otapanjem ugésnog sladnog
ekstrakta u vodi uz dodatak 10 g/L agara

-podloga s etanolom: dobivena raztij@anjem sladovine s vodom na 12 % ekstrakta uz

dodatak 10 g/L agara; nakon sterilizacije podlogeéash je etanol (10 % vol/vol)

3.2. Aparature

U ovom radu uz laboratorijsko patikoriStena je sljeda oprema:

— bioreaktor s mjeSalom (Biostat A plus, ,Sartoriudfemaka)
Bioreaktor s turbinskim mijeSalom ukupnog volumehd. Opremljen je sustavom za
regulaciju temperature, korekciju pH i pemje koncentracije otoplijenoga kisika.
Bioreaktor sterilizira u autoklavu zajedno s podioyg

— Uredaj za tekdinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (,ShinmdCLASS-VP LC-
10A", ,Shimadzu*, Japan)

- Centrifuga (,Harrier 18/80%, ,Sanyo“, Velika Britga)

— Tresilica (,RM 71" B. Braun Biotech. Internation&@artorius group, Njent&a)

— Susionik (,Instrumentaria ST-50", Hrvatska)
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— Analiticka vaga (,Shimadzu®, Japan i tetlka vaga ,Technica ET-1111", Slovenija)
— Mikroskop (,CX21%, ,Olympus®, Japan)

— Areometar (saharometar)

— Peristalttke pumpe (,H-8604 Chemap AG")

— Vorteks mjeSalica (,Technica ET-1111", Slovenija)

— Hladnjak i zamrziva

3.2. Metode i uvjeti uzgoja

3.2.1.Priprema inokuluma

Cista kultura kvasc&accharomyces cerevisiae odrZzavana je na krutoj hranjivoj podlozi za
uzgoj inokuluma.

Inokulum za fermentaciju u bioreaktoru pripremljeru dva stupnja. Kvasac s kose podloge
nacijeplien u 200 mL podloge za uzgoj inokulumaldBmeyerova tikvica od 500 mL).
Nakon jednog dana uzgoja na rotacijskoj tresilicii80 okretaja/min i temperaturi 28°C, 1
mL kulture nacijepljen je u 200 mL podloge za uzgmpkuluma u viSe Erlenmeyerovih
tikvica. Nakon 48 sati tikvice s naraslom kulturatavljene su hladnjak na +4°C prekatno
da se kvasac istalozi. Tekuio prevrele podloge je dekantiran, a biomasgegispendirana

u 200 mL podloge za fermentaciju.

3.2.2. Fermentacija podloge s visokim udjelom sladiy ekstakta u laboratorijskom

bioreaktoru

Neposredno prije nacijepljivanja radne kultureyibta sterilna hranjiva podloga je olkna na
zadanu temperaturu vrenja od’C9 zastena kisikom iz zraka propusStanjem zraka kroz fiter
zrak uz rotaciju mijeSala (500 okretaja/min) krozadesetak minuta. Potom je dotok zraka
zatvoren, broj okretaja smanjen na 50 okretaja/kako bi se stanice kvasca bile jednakomjerno
resuspendirane u podlozi. Otvor za izlazni zraktpdgna je vreljnjda kako bi se sprifgo
otapanje kiskika u zraka u podlozi. Uzorci su immani stvaranjem natlaka u biorekatoru
uvodenjem dusSika kroz filter za ulazni zrak. Tijek $ag procesa fermentacije sladovinedépra

je uzimanjem uzoraka svakih 24 sata i¢prgem on line parametara bioprocesa (temperattta, p

postotak zagenja kisikom).
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3.3. Mutageneza i adaptacija kvasca

3.3.1. Indukcija mutacija s etil metansulfonatom

Stanice kvasca tretirane su s kemijskim mutagentdmetansulfonatom (EMS). Prekoéma
kultura kvasca uzgojena je u 100 mL podloge za junguluma na tresilici pri 150 okretaja/
min i 28C. Odrelen je broj stanica po mililitru podloge u Thomaouamorici, te je
izratunat volumen podloge koji sadrzi priblizno 3 £Hdanica. Izréunati volumen podloge
prenesen je u tri kivete, te su stanice istalozeswtrifugiranjem pri 2500 okretaja/min.
Supernatant je dekantiran, biomasa je dva putansps hladnom deioniziranom vodom, a
zatim s 0,1 M fosfatnim puferom (pH= 7). Nakon ukémja supernatanta stanice su
resuspendirane u 5 mL 0,1 M fosfatnog pufera (phl=a7suspenzija prelivena u staklene
bacice s gumeningepom. U prvu béicu dodano je 10QL, a u drugu béicu 200uL EMS-a.
Treca kontrolna beéica nije sadrZzavala mutagen. Smjesa je resuspeadira viboromikseru 1
min, a zatim inkubirana na sobnoj temperaturi eailici pri 180 okretaja/min. Nakon 2 sata
inkubacije EMS je inaktiviran dodatkom 5 %-tnogmjavog tiosulfata. Biomasa je istalozena
centrifugiranjem pri 2500 okretaja /min, supernatdekantiran, a stanice su jo$ dva puta
isprane s 5 %-thom otopinom natrijevog tiosulfdsi. postupak je primjenjen i na kontrolni

uzorak.

3.3.2. Selekcija soja kvasca s poboljSanim fermerianim karakteristikama

Stanice tretirane EMS-om su resuspendirane u 2Q@ekilce podloge za selekciju u epruveti
zatvorenom s vreljnjam. Napredovanje fermentacije peao je mjerenjem mase kulture i
usporgivanjem smanjenja mase podloge kultura 1 i 2 i kané kulture. Kulture su uzgajane
pri 21°C ¢etiri dana (1. fermentacija), a zatim su ostavljpaer4C preko noi. Nakon $to je
dekantirane fermentirane podloge, istalozena biamasdnu epruveta resuspendirana je u 35
mL sladovine s pov@nim udjelom ekstrakta (2. fermentacija). Inokulgapodloge su
inkubirane na tresilici uz rotaciju od 150 okretajan dvadesetak minuta, a zatim prelivene u
epruvete i zatvorene s vreljgfam. Nakon osmog dana uzgoja kulture su ostavljene4'C
preko n@i. Sutradan prevrela sladovina je dekantirana,ombsa resuspendirana u 230 mL
sladovine s visokim sadrzajem ekstrakta (3. ferammjat). Nakon mijeSanja kultura na tresilici

(150 okretaja/min dvadesetak minuta), kulture saliygne u menzure (od 250 mL) i
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zaepliene s vreljnjjpom. Napredovanje fermentacije peao je kao i u prethodnim
fermentacijama. Prema prethodno opisanom postupktedeno je joS pet fermentacija s 230
mL sladovine s 25 % ekstrakta. Posljednjih Seshéertacija trajalo je od 14-16 dana. Nakon
svake fermentacije biomasa je izdvojena centritugem pri 2500 okretaja/min kroz 10 min,
a potom cjelokupna kdiina izvdojene biomase koriStena u narednim fernogataa. Broj
stanica po mililitru podloge na kraju svake ferna@ie odréivan je nacijepljivanjem
odraelenog decimalnog razrgenja na sladni agar u Petrijevim zdjelicama. Takoje na
kraju svake fermentacije izZf@anato ukupno smanjenje mase podloge, te j&una omjer
smanjenja mase kulture Nrik;) odnosno 2 Amg,) i smanjenja mase kontrolne kulture
(Amg) ozn&eno sa simbolom Mak1amk . Wamkz/amk-

Nakon 7. i 8. fermentacije izdvojeni su alikvotspenzije biomase po 1 mL, resuspendirani u
glicerolu i pohranjeni na -2C za idéi korak, postupak selekcije.

Pohranjena kultura na -20 resuspendirana je u 100 mL podloge za selekigjostavljena
na +4C dva dana. Odgovaraja decimalna razrijienja nacijepljena su na krute podloge za
selekciju s pov&anim sadrzajem sladnog ekstrakta i etanolom. Na@ee podloge
inkubirane su na 2& u anaerobnim uvjetima. Nekoliko tisunaraslih kolonija analizirano je
s obzirom na brzinu rasta kolonije. Pedeset i dkiponije koje su prema subjektivnoj
procjeni promatré&a najbrze rasle zatim su nacijepljene u 5 mL ¢ekpodloge za uzgoj
inokuluma, te su uzgajane dva dana na tresilicil»® okretaja/min i Z%&. Kulture su
ostavljene na +4C preko néi. Sutradan je dekantirana fermentirana sladovinkyvasac
resuspendiran u 15 mL sladovine s 25 % ekstrakiidtukd je uzgajana u epruveti s vatenim
¢epom (semianerobni uvjeti) pri temperatur’@5jedan dana. Svakodnevno je mjerena masa
kulture, te je izréunato smanjenje mase na temelju koje je procjenpenaa fermentacije.
Osam kultura mutanata koji su u ovoj fermentaadkgrzali véu brzinu fermentacije i &
ukupno smanjenje mase kulture u odnosu na soj V@Kol izolacijetiste kulture provedene
su dvije fermentacije u nizu sa sladovinom s 25k&irakta. Jedna kolonija za svaki izolirani
soj kvasca nacijepljena je u 5 mL tékupodloge za uzgoj inokuluma u epruvetama. Nakon
dva dana uzgoja na tresilici pri 150 okretaja/m25iC kulture su ostavljene na @ preko
noci da se istalozi biomasa. Fermentirana sladovirdejantirana, a biomasa resuspendirana
u 20 mL sladovine. Kultura je uzgajana u epruvesit&lana pri temperaturi od°g5 Brzina
fermentacije sladovine pfana je od mjerenjem mase kulture tijekom uzgojkddaavrsene
fermentacije kulture su stavljene na %@ preko néi. Narasla biomasa iz prethodne
fermentacije nakon dekantiranja prevrele sladoyeeesuspendirana u 38 mL sladovine s

poveanim udjelom ekstrakta. Fermentacija je provedenaepruvetama zatvorenim
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vreljnjatama. Prema prethodno opisanom postupku fermentacigonovljene jos dva puta,

te je izr&unata prosjéna vrijednost smanjenja mase kultudan(.
3.4. Analiticke metode
3.4.1. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije suhe tvari biomase

U staklene kivete dodano je po 10 mL prevrele slado Biomasa je istalozena
centrifugiranjem 10 minuta pri 2500 okretaja/mimp8rnatant je pohranjen u hladnjaku (-
20°C), a u njemu je naknadno odema koncentracija 8era i nastalog etanola i glicerola.
Biomasa se po potrebi ispirana 2-3 puta s fiziadoslotopinom kako bi se uklonio neprevreli
Se&er. Isprana biomasa prvo je osuSena H& 650z 24 sata, a zatim jo$ 2 sata pri temperaturi
od 105C do konstantne mase. Koncentracija biomasedum@a je prema sliedej
jednadzbi:

_ masakivetesbiomasonm masgpraznekivete
0,01

X

(g/L)

3.4.3. Odrdlivanje broja zivih stanica u hranjivoj podlozi

Na Petrijeve plée sa sladnim agarom, nacijepljeno je odgovéejdecimalno
razrijedenje fermentirane podloge. Za svaki uzorak naggepl su tri paralele. Kultura je 2-3
dana uzgajana na 28°C. Narasle kolonije su izbeojanje izrdunata prosjna vrijednost
broja naraslih stanica na tri Petrijeve q@o Izr&unat je broj Zivih stanica po mililitru

podloge.

18



3.4.3. Odrdlivanje udjela zZivih stanica u hranjivoj podlozi tijekom uzgoja

Tijekom uzgoja odrdivan je broj zivih stanica kvasaca bojanjem s raatkim plavim.
Odreien je broj zivih stanica (neobojane) i broj mrtwskanica (plavo obojane ), te je
izracunat udjel zivih stanica.

3.4.4. Odrdlivanje Seera i metabolita pomcau tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC)

Priprema uzorka za analizu

Neosredno prije analize u uzorcima su djelomi istalozeni proteini dodatkom 10%-tne
otopine ZnS@x 7H,0O. Jednaki volumeni supernatanta i otopine ZnS®@H,O dodani su u
Eppendorf kivetu te su pomijeSani na vorteksu 3Kuisdi. Nakon 30 min inkubacije pri
sobnoj temperaturi uzorak je centrifugiran 10 ménpri 10 000 okretaja/ min i 8.
Supernatan je razrijen s vodom u omjeru 1:10, filtriran kroz filter u#he pora 0,2 mm
(Sartorius) te dalje analiziran na HPLC-u. Za mipr svih otopina koriStena je redestilirana
vodacija je vodljivost iznosila manje od 1uS.

Odredivanje koncentracija Se&era i produkata metabolizma

Za odrgivanje koncentracije maltotrioze, maltoze, trehaloglukoze, fruktoze, glicerola i
etanola tijekom procesa koristen jedapShimadzu CLASS-VP LC-10A. Uraiaj se sastoji
od crpke (LC-10ARk ), otplinjata (DGU-14A), injektora (SIL-10AR»), ureiaja za grijanje
kolone (CTO-10Ag), analititke kolone (ionsko-izmjenjivka kolona SupelcogBf C-610H:;
30 cm x 7,8 mm ID, 9um) s predkolonom (SupelcB§dh; 5 cm x 4,6 mm ID, 9um),
detektora indeksa loma (RID-10A), modula za kontrslistava (SCL-104) i racunalnog
programa za kromatografiju. Kao mobilna faza kenst je otopina kPO, (0,1% vol/vol) u
vodi. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 20 jalprotok mobilne faze od 0,5 mL rifin
Razdvajanje komponenti uzorka na koloni odvijalo temperaturi od 30 °C. Analiza je
trajala 30 min, a svaki uzorak je analiziran dvéapDobiveni kromatogrami analizirani su uz
poma ratunalnog programa CLASS-VP verzija 6.10. Vrijeme rzadanja pojedinih
komponenti navedeni su u tablici 3.

Koncentracija pojedinih komponenti izimata je prema jednadzbi bazdarnog pravca

dobivenog za otopine standardna svake navedene dmange (tablica 4.).
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Tablica 3. Vrijeme zadrzavanja pojedinih komponenti na kol

Vrijeme zadrzavanja
Standard t. (min)
Maltotrioza 10,747
Maltoza 11,713
Trehaloza 12,090
Glukoza 12,837
Fruktoza 13,527
Glicerol 18,718
Etanol 25,505

Tablica 4. Bazdarni pravci za standardne otopiderad metabolita.

Standard Bazdarni pravac
Maltotrioza (g/L) y= 336803 x + 16852
Maltoza (g/L) y= 317570 x 58302
Trehaloza (g/L) y=317995 x — 3338,7
Glukoza (g/L) y= 321277 x — 8505,1
Fruktoza (g/L) y= 304495 x 10910
Glicerol (g/L) y= 264070 x - 1211
Etanol (%, vol/vol) y= 1095980 x — 9848,17

3.4.5. Odrdlivanje udjela glikogena i trehaloze u stanici

Udjel trehaloze i glikogena u kvascu odkea je prema metodi Parrou i Francoisa (1997).
Tijekom uzgoja u bioreaktoru izuzimana su po dveorka fermentirane sladovine, jedan za
odraelivanje trehaloze, a drugi za odreanje glikogena. Biomasa je izdvojena

centrifugiranjem pri 2500 okretaja/min pri°@ te isprana tri puta s hladnom

demineraliziranom vodom. Uzorci biomase su pohrimja -26C.

Nakon otapanja uzoraka na ledu, na svakih 10 mg swdri bimase dodano je 0,25 mL 1 M

NaCOs;. Biomasa je resuspendirana i stvaljena u dapwodenu kupelj. Trehaloza se

ekstrahirala 20 min, dok je ekstrakcija glikogerggaia 3 sata. Uzorci su oldleni, a zatim su

centrifugirani pri 5000 okretaja/min. Supernatatéinénih ekstrakta koristeni su u analizi.
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Koncentracija trehaloze u supernatantima deina je tekéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti nakon viSekratnog talozenja protainazorku s ZnSgx7H,0. Udjel trehaloze
u stanci izrazen je kao omjer mase trehaloze i rmalse tvari biomase u uzorku.

U uzorke za odidvanje glikogena na svakih 0,25 mL 1 M #&; dodanih za ekstrakciju
dadano je 0,15 mL 1 M octene kiseline i 0,6 mL ®2atrij acetata (pH=5,2). Glikogen je
hidroliziran dodatkom amiloglukozidaze (1,2 U/mLj) p7°C preko néi. Zatim su istalozeni
proteini viSekratnim talozenjem s Zn$@H,0, a koncentracija glukoze odena je
tekwtinskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Udgllkogena u stanci izraZzen je kao

omjer mase glukoze i mase suhe tvari biomase kuzor
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4. REZULTATI



4.1. Selekcija sojeva kvasca s poboljSanim fermerienim karakteristikama

Komercijalni pivski kvasac donjeg vrenja (soj WTgtiran je s kemijskim mutagenom etil
metansulfonatom. Mutirane stanice (kultura 1 i Wwdt2) potom su nacijepliene u téku
podlogu za selekciju s visokom koncentracijom nmd{ca uzgoj je proveden u anaerobnim
uvjetima (1. fermentacija). Brzina fermentacij@j@na je mjerenjem mase kulture koja se
tijekom uzgoja smanjivala zbog nastajanja,&@ji nastaje anaerobnom razgradnjorée$a u

do etanola (glukoza, fruktoza, saharoza, maltozaaitotrioza). Zn&ajno usporavanje
smanjenanja mase kultura nastupilasgévrtog dana uzgoja, te je kultura stavljena néC+4
preko na@i. Provedeno je joS sedam uzastopnih fermentacip&uw, u kojima je cjelokupna
biomasa istalozena nakon svake fermentacije koaStearednoj fermentaciji. Druga
fermentacija trajala je osam dana, a sve naredng6ldana. lako posljednjih 7-8 dana
fermentacije (3.-8. fermentacija) nije doSlo do ¢ajaijeg smanjenja mase podloge,
fermentacija je produzena kako bi stanice bile dufeme izloZene visokim koncentracijama
etanola. Na slici 6 prikazan je ukupan broj stanicaokulumu, te na kraju svake pojedine

fermentacije za kulture 1 i 2 tretirane s EMS-oenkdntrolnu kulturu (soj WT).

80

70

kultural

30 kultura 2

W kontrola

Slika 6. Ukupan broj stanica po militru podlogenokulumu i na kraju osam fermentacija

tijekom postupka selekcije kvasca na sladovini% 2kstrakta.
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Zbog relativno malih razlika u izéanatim brzinama fermentacije kultura 1 i 2 i koirie
kulture kao kriterij za procjenu uspjesnosti fertaerfje uzet je omjer smanjenja mase kulture
1 odnosno kulture 2 i smanjenja mase kontrolneukellna samom kraju svake fermentacije

Wamk1/amk U Wamkz/amk (Slika 7).
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Slika 7. Vrijednost omjera smanjenja mase kulturedbosno kulture 2 i smanjenja mase

kontrolne kulture (Wmk1/amk tj.- Wamk2iamk) tijekom osam uzastopnih fermentacija u sladovini
s 25 % ekstrakta.

S uzorcima kulture 1 i 2 &avanima na kraju 7. i 8. fermentacije proveden ¢stppak
selekcije kvasca. Kulture su nacijepljene na krsgéektivne podloge s visokim udjelom
ekstrakta i s etanolom. Kolonije su postale vidijivakon dva dana rasta na podlozi visokim
udjelom ekstrakta, a tek nak@etiri dana na podlozi s etanolom. Analizirano jé&kaiidko
tisuca kolonija mutanata kvasca (mutacije induciraneMSEom ili spontano inducirane).
Nekoliko najveéih kolonija precijeplijeno je na obje krute selektvpodloge u Petrijevim
zdjelicama na kojima je nacijeplien i soj WT. R&stlonija izoliranih mutanata kvasca
uspordivan je meusobno i sa sojem WT. Izdvojeno je pedeset i dveanaia koji su prema
provedenim testovima pokazali najbrzi rast na knutselekcijskim podlogama. Brzina

fermentacije odrdena je tijekom uzgoja u tekoj sladovini s 25% ekstrakta. Od pedeset dva
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mutanta podvrgnuta ovom testu samo je osam pokazgio brzinu fermentacije i &
ukupno smanjenje mase podloge na kraju fermentacigdnosu na soj WT. Zatim su
izolirane suciste kulture osam mutanata kvasca nacijepljivanjgan podlogu za uzgoj
inokuluma s cikloheksimidom. Nazivi selekcioniramitutanata su: 7-2, 12-2, 18-1, 18-2, 22-
1, 39-2,43-1i43-2.

4.2. Odradivanje brzine fermentacije sladovine s izoliranim nutantima kvasca

Da bi se potvrdilo stvarno poboljSanje ferment&dijssvojstava osam izoliranih mutanata
provedene su dvije fermentacije nizu s te&ku sladovinom sa 25 % ekstrakta. Prva
fermentacija trajala je Sest dana, a brzina pojecS#era préena je odréivanjem smanjenja
mase podloge Na slici 8 je prikazana présge vrijednost smanjenja mase kulture iz tri
ponovljena pokusa.

U drugoj fermentaciji kao inokulum je koriStena imiasa izdvojena nakon prve fermentacije.
Na slici 9 prikazana je prosjea vrijednost smanjenja mase sladovine tijekom éatiacije s

kulturana mutanta kvasca i sa sojem WT.
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Slika 8. Smanjenje mase kultuzang) tijekom 1. fermentacije.
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Slika 9. Smanjenje mase kultugang) tijekom 2. fermentacije.
4.3. Fermentacija sladovine s visokim udjelom eksakta u bioreaktoru

Fermentacija sladovine s paamim udjelom ekstrakta provedena je u bioreaktauiskog
volumena 1,7 L. Neposredno prije inokulacije, slada je zasiena s kisikom iz zraka.
Nakon inokulacije dotok zraka zatvoren, a na filtarizlazni zrak iz bioreaktora spojena je
vreljnja¢a kako bi se osigurali anaerobni uvjeti. Uzgoj jeveden sa sojem WT i mutantom
12-2 koiji je u prethodnom eksperimentu imao n&jverzinu fermentacije (slika 9). Tijekom
uzgoja su izuzimani uzorci podloge u kojima je ddren broj zivih stanica po mililitru
podloge, koncentracija suhe tvari, koncentracijgese glukoze, fruktoze, maltoze i
maltotrioze, produkata etanola i glicerola, te utighaloze i glikogena u stanici. Na slici 10 i
11 prikazane su promjene broja zivih stanica polimil podloge i koncentracija suhe tvari
biomase soj 12-2 i WT tijekom fermentacije pri tearaturi 17C. pasetni broj stanica za soj
12-2 odgovara prepo¥anoj vrijednosti od 280°/mL dok je ta vrijednost za soja WT bila
35110°/mL. Takaier koncentracija biomase za soj 12-2 bila je z&20i$a u odnosu na soj
WT. Udjel zivih stanica u podlozi na kraju femenj@aca sojem 12-2 iznosio je 90 % dok je

sa sojem WT udjel Zivih stanica bio 87 %.
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Slika 10. Promjena broja Zivih stanica kvasca pélimi podloge tijekom fermentacije u

bioreaktoru.
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Slika 11. Promjena koncentracije suhe tvari tijeKenmentacije bioreaktoru.
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Brzina potrosSnje fermentabilnih &ra (glukoze, fruktoze, maltoze i malzotrioze) daveta
za soj 12-2 u odnosu na soj WT Sto je vidljivo likes 12. Vrijednost prividnog ekstrakta
odraien areometrom na kraju fermentacije iznosio je ¥9.5a soj 12-2 i 13 % za soj WT.
Tijekom fermentacije oddi&vana je kinetika nastajanja produkata metabolizetanola i

glicerola (slika 12).
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Slika 12. Promjena koncentracije fermentabilnihjikghidrata (maltoze, maltotrioze, glukoze

i fruktoze) tijekom fermentacije sladovine s péaeim udjelom ekstrakta u bioreaktoru.

Tijekom fermentacije odrvan je udjel glikogena i trehaloze u stanici (alik4).
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Slika 13. Promjena koncentracije glicerola i etanal podlozi tijekom fermentacije u

bioreaktoru.
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Slika 14. Promjena udjela glikogena i trehaloz¢amisi tijekom fermentacije u bioreaktoru.
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5. RASPRAVA



5.1. PoboljSanje fermentacijskin karakteristikama pvskog kvasca primjenom

evolucijskog inzenjerstva

Pivski kvasac donjeg vrenja (soj WT) primjenjujeusproizvodniji piva iz sladovine sa 18 %
ekstrakta. Nakon pet dana uzgoja koncentracijadatabilnih Séera s poetnih 155 g/L pada
na 10 g/L (8 % maltoze i 2% maltotrioze), a volumdjel etanola iznosi 8,5 % (rezultati nisu
prikazani). Zng&ajne uStede u proizvodnji piva mogu se ostvaritvgoanjem sadrzaja
ekstrakta u sladovini (Bamforth, 2003; Blieck i .si007; Huuskonen i sur., 2010). U cilju
poboljSanja fermentativnih svojstava pivskog kvascaladovini s vrlo visokim udjelom
ekstrakta (25 %) primjenili smo tzv. evolucijsk@amjerstvo (Sauer, 2001). Kvasac je tretiran
s kemijskim mutagenom EMS-om, a zatim su mutiraaeise uzgojene u podlozi s visokom
koncentracijom maltoze koja je i najzastupljengéer u sladovini (Stewart, 2004). U idm
fermentacijama uvjeti uzgoja bili su &li onima u proizvodnji piva. Tako je za uzgoj
koriStena sladovina s 25 % ekstrakta, a biomasamalvake fermentacije izdvojena i
koriStena u idéoj fermentaciji. M@utim ova podloga nije u potpunosti selektivna jertamti

i roditeljski soj (soj WT) koji vrlo sporo previrsladovinu mogu prezivjeti u podlozi zajedno
sa stanicama koje znatno brze previru sladovineg4iedovoljne kotine otopljenog kisika
potrebnog za sintezu sterola i nezasih masnih kiselina i limitacije rasta izvoromsda
tijekom fermentacije stanice se dijele 1-2 putaoja malo vjerojatno dée mutanti s boljim
fermentativnim karakteristikama b&ajno prevladati u populaciji kvasaca odmah nakowe prv
fermentacije. Trajanje fermentacije je produljenakd bi stanice bile Sto duZe izloZzene
visokim udjelima etanola koja prelazi 9 %. Uzasiaprecikliranjem biomase u nizu od osam
fermentacija u kombinaciji s produljenom izlagasjanica visokim koncentracijama etanola
postignuti su selektivniji uvjeti koji omoguju da upravo sojevi s poboljSanom brzinom
fermentacije postanu bk@no dominantniji.

Ukupan broj zivih stanica u podlozi rastao je tgek prvecetiri fermentacije i to za obje
kulture tretirane mutagenom kao i za kontrolu ¢slX). Najvéi porast broja zivih stanica
tjekom prve tri fermentacije u kulturi 1, zatim 2 najmanju u kontroli. Nakon 4.
fermentacije broj stanica u podlozi opada, alizragenijiji pad broja stanica zapazen je nakon
5. fermentacije. Opadanje broja stanica vjerojgmnposljedica je brzeg odumiranja slabije
adaptiranih Sto je u skladu s rezultatima Blieskn. (2007).

Usporedbom slika 6 i 7 moze se zakljuda ne postoji povezanost izthe broja zivih
stanica u podlozi i omjera smanjenja mase kultur&ulture 2 s masom smanjenja kontrole

(omjer za kontrolu iznosi uvjek 1). Un&tbitno manjem broju stanica u podlozi u kulturi 1 i
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2, omjera smanjenja mase kulture 1 i 2 bitno seazéikuje od kontole tijekom prve tri
fermentacije (slika 9). Izrazeniji porast omjeraasienja mase za kulturu 2 zapazen je nakon
4., 5. 1 8. fermentacije. Nakon osme fermentacijge@nost smanjenjenja omjera mase za
kultura 1 i 2 u odnosu na kontrolu je dvostrukéavéto je vjerovatno posljedica dominacije
mutanata koji brze previru sladovinu.

Nacijepljivanjem na selektivhe podloge izoliranapdeset i dva mutanta koji brze rastu u
sladovini s 25 % ekstrakta i u prisustvu visokim&entracija etanola. Uspadene su brzine
fermentacije ovih mutanata u tekj sladovini, te je izdvojeno osam mutanata s bolji
fermentacijskim karakteristikama (sojevi 7-2, 12481, 18-2, 22-1, 39-2, 43-1i 43-2).
Biomasa kvasca u proizvodnji piva se reciklira yidga, pa smo provjerili kako reciklacija
biomase utjge na brzinu fermentacije izoliranih sojeva. Provexisu dvije fermentacije u
nizu. Tijekom prvih 24 sata u 1. fermentaciji besmanjenja mase kulture mutanata i divljeg
tipa (soj WT) nije se zrajnije razlikovala. Mdutim nakon prvog dana brzina fermentacije
se kod svih sojeva zt@no smanjuje. Najmanja brzina fermentacije zabdje je kod soja
WT i soja 7-2. Najvéu brzinu fermentacije i naj¢e smanjenje mase na kraju fermentacije
postigao je soj 12-2. Smanjenje mase podloge rja f@ementacije je za 12 % viSe nego kod
soja WT. Tijekom druge fermentacije brzina smajgjeanase podloge kod svih mutanata je
viSa nego kod soja WT. Smanjenje mase podloge aja kermentacije je od 9-13 % visa
nego kod soja WT. Rezultati pokazuju da se reahk|jem biomase ne mijenjaju

fermentacijska svojstva izoliranih sojeva.

5.2. Kinetika fermentacije sladovine sa sojem 1242NT

Izolirani soj 12-2 u prethodnim eksprimentima pak@ze najvéu brzinu fermentacije, te
najvetu prevrelost podloge na kraju uzgoja. Provedenin@entacija sladovine s 25 % u
bioreaktoru sa sojem 12-2 i divljim tipom (WT). @Gekmentabilnih Sé&ra sladovina sadrzi
63% maltoze, 18% maltotrioze, 14 % glukoze i 4 kkioze.

Krivulje rasta broja Zivih stanica po mililitru plodje tijekom uzgoja (slika 10) za soj 12-2 i
WT pokazuju bitno raztit nacin rasta. Nakon nacijepljivanja soj 12-2 raste eksmcijalno

do 96. sata kada ulazi u stacionarnu fazu. Naplobystanica soja WT ne mijenja se prva 24
sata uzgoja (lag fazi rasta). Do 72 sata stanicekee u eksponencijalnoj fazi rasta, a potom
ulaze u stacionarnu fazu. Nakon 96. sata stanigganb odumiru. Naprotiv ovisnost
koncentracije suhe tvari tijekom uzgoja (slika Jdkazuje vrlo slinu tendenciju rasta.

Tijekom prva 24 sata zabiljezen je manji pad kote@ije suhe tvari Sto moze biti posljedica
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troSenjem rezervnog &era trehaloze (slika 14). Nakon ulaska stanicaci@barnu fazu rasta
koncentracija suhe tvari raste Sto je posljedistarenase stanica.

So0j 12-2 i WT troSe istim redosljedom fermentabiga&ere u sladovini (slika 12). Prvo troSe
glukozu, a s pomakom od 24 z&pge potroSnja fruktoze. Brzina potroSnje ovilt&® vrlo

je slicna kod oba soja. Maltozu i maltotriozu stanicéipjol troSiti nakon Sto je koncentracija
glukoze pala ispod 20 g/L. Matim stanice soja 12-2 troSe maltozu brze za 3@%aliotriozu

za 14 % u odnosu na soj WT. Sadrzaj fermentabfiaibra na kraju uzgoja sa sojem 12-2 je
za 10 % nizi nego u kulturi soja WT.

Koeficijent konverzije fermentabilnih &era u biomasu (¥s) za oba soja iznosi 0,025 g/g.
Unata® vecem stupnju prevrenja fermentabilnihééea kod soja 12-2 prinos biomase je isti
kao i kod soja WT. Najvjerojatniji razlog je limidga rasta sterolima i nezésnim masnim
kiselinamatija koncentracija ovisi o koncentraciji otopljenkigka na péetku uzgoja.

Oba soja zapinju sintezu etanola nakon inokulacije podloge.iBazsinteze etanola tijekom
prvin 72 sata uzgoja je za 13 %c¢aenego kod WT soja. Nadalje volumni udjel etanaa n
kraju fermentacije za 0,9 % é&enego kod soja WT. Devetog dana uzgoja kada fetacga
zavrSava (nema promjenje u koncentraciji maltan@ltotrioze) volumni udjel etanola doseze
vrijednost od 10,1 % za soj 12-2 i 9,4 % za soj \Bdostao visok sadrzaj&ea vjerovatno
je posljedica limitacije rasta sterolima i neZasim masnim kiselinaméja je sinteza ovisna
0 koncentraciji otopoljenog kisika na ¢eiku uzgoja. Zato je potrebno u daljnjim
istraZivanjima provjeriti utjecaj po¢ane povéati paietnu kocentraciju otopljenog kisika.
Bolje fermentacijske karakteristike soja 12-2 vjatoo su posljedica bolje adaptacije soja na
visoke koncentracije gera i visoke koncentracije etanola.

Udjel trehaloze i glikogena vazan je pokazatelpfizSkog stanja mathog kvasca u pivarstvu
(Smart, 2008)Glikogen je rezervni ugljikohidrat koji se troSi smtezu lipida u stanici i za
endogeni metabolizam tijekotuvanja (Boulton i Quain, 2008; Gibson i sur., 2008%im
Sto je rezervni ugljkohidrat trehaloza ima vaznegul u zastiti stanica od stresa (npr.
osmotski tlak i visoka koncentracija etanola). Wdfehaloze i glikogena vrlo je shn kod
oba soja, ali ipak nesto visi kod divljeg tipa. 24 sata dolazi do troSenja trehaloze u stanici
Sto ima za posljedicu gubitak suhe tvari biomasakdd 24. sata uzgoja zajigje sinteza
trehaloze i glikogena, i zavrSava s ulaskom stanistacionarnu fazu. Tijekom stacionarne
faze rasta dolazi do polaganog troSenja oba reagpatisaharida. Koncentracije glikogena
zn&ajno su nize nego u proizvodnji piva Sto se moZiepoisljedica raztiitin uvjeta uzgoja:
niza koncentracija otopljenog kisika, meh#&a mijeSanje podloge, razita geometrija

bioreaktora, visa temperatura fermentacijecnsi(Blieck i sur., 2007; ).
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6. ZAKLJU CCI



Na osnovi ovog istraZivanja moze se zaktju

1. Primjenom evolucijskog inZenjerstva selekcionirg@msam sojeva kvasca koji brze

fermentiraju sladovinu s vrlo visokim udjelom ekdtita od soja WT.

2. Jednokratnim recikliranjem biomase selekcionirasifjeva kvasca ne dolazi do
smanjenja brzine fermentacije, te se postize o8 %WiSi stupanj prevrenja u odnosu
na soj WT.

3. Brzina previranja fermentabilnih &ra sa sojem 12-2 je za 12 %a&aego za divlji
tip (WT). Povéanje brzine potroSnje &ra posljedica je brze potrosnje maltoze (30
%) i maltotrioze (14%) u odnosu dana divlji soj.

4. Brzina sinteze etanola sa sojem 12-2 je za 13& nego kod WT soja. Volumni
udjel etanola na kraju fermentacije iznosi 10,1t80& za 0,9 % wi& nego kod soja
WT.
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