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1. UVOD

Strategija bioindustrije Europske Unije predvida: (/) koriStenje razli¢itih obnovljivih
sirovina, (/) primjenu robusnih biokatalizatora, koji zadrZavaju svoju aktivnost pri uvjetima
industrijske proizvodnje, zatim (i) integraciju visoko ucinkovitih kaskadnih bioprocesa u
biorafineriju u kojoj se postize 100%-tno iskoriStenje odabrane sirovine, i (/V) proizvodnju
viSe razli¢itih inovativnih biorazgradljivih biokemikalija i drugih bioproizvoda kao i energije i
usluga, koji su sasvim prihvatljivi krajnjem potrosacu. U ovom vrlo kompleksnom i
brzorazvijaju¢em konceptu biotehnolozi imaju vrlo vaznu ulogu i to u svim segmentima ovdje
opisanog sustava. Ipak, primarna zadaca biotehnologa je odabir prikladne obnovljive
sirovine; zatim izolacija i karakterizacija fizioloskih karakteristika robusnog biokatalizatora ili
zdruzene kulture; laboratorijsko testiranje odredenog bioprocesa, uvecanje mijerila
laboratorijskog bioprocesa i inkorporacija razvijenog bioprocesa u biorafineriju i to u suradnji
sa drugim strucnjacima.

Tradicionalno se tisuéama godina kvasci koriste u proizvodnji razlicitih civilizacijskih
proizvoda, a najprepoznatljivija je proizvodnja alkoholnih pica i etanola s pomocu razliCitih
vrsta kvasaca. Kao sto je to slucaj i kod bakterijskih vrsta, vedina vrsta kvasaca jos uvijek
nije izolirana iz svojih stanista u kojima obitavaju i to u vrlo ekstremnim uvjetima, a koji bi se
vrlo uspjeSno mogli preslikati u uvjete biotehnoloske industrijske proizvodnje u
biorafinerijama. Vrsta Saccharomyces cerevisiae pripada grupi najbolje okarakteriziranih i
industrijski primijenjenih vrsta, dok su druge vrste kvasaca manje okarakterizirane i poznate
te posljedi¢no nisu primijenjene u biotehnoloskoj proizvodnji. Ovaj je trend potrebno
promijeniti i izolirati, detektirati i okarakterizirati i druge potencijalne biokatalizatore.
Kvascima se kao eukariotskim mikroorganizmima cesto daje prednost pred bakterijskim
vrstama, jer se smatra da su otporniji na uvjete industrijske proizvodnje. Medutim, otpornost
prema nepovoljnim uvjetima potrebno je uskladiti sa fizioloskim karakteristikama
potencijalnog biokatalizatora prije optimiranja bioprocesa u laboratorijskom i uvecanom
mjerilu.

Cilj ovog rada bio je selektirati relevantne literaturne podatke, organizirati ih, objediniti i
interpretrati one podatke koji se odnose na kvasce iz roda Bretanomyces tj. vrstu
Bretanomyces bruxellensis. Nekoliko glavnih grupa podataka bilo je potrebno ekstrahirati iz
literature, kako slijedi: (1) iz kojih se staniSta mogu izolirati vrste iz roda Bretanomyces, (2)
kojim metodama se ove vrste mogu detektirati i identificirati, (3) koje su glavne
mikrobioloske i druge fizioloSke karakteristike ovih vrsta i (4) moze li metaboli¢ki potencijal
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ovih vrsta nadi primjenu u biotehnoloskoj industrijskoj proizvodnji bioproizvoda i/ili
biokemikalija, koje imaju dodanu vrijednost.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kvasci iz roda Brettanomyces i ,brett" aroma

Kvasci iz roda Brettanomyces ( Dekkera) mogu se izolirati iz vina i mosta (Henick-Kling
i sur., 2000). Ovi su kvasci dio mikroflore kombuce, tekile (Frank i sur., 2010), kefira i
preradenih maslina (Steensels i sur., 2015), a kontaminanati su i u proizvodnji bioetanola
(Passoth i sur., 2007). Njihov rast moze se pratiti tijekom skladiStenja vina u bocama,
bac¢vama i spremnicima i to nakon zavrSetka alkoholne fermentacije odnosno malolakticke
fermentacije (Henick-Kling i sur., 2000). Tijekom rasta ovi kvasci proizvode spojeve koji
formiraju karakteristi¢nu tzv. ,brett" aromu, koja se Cesto opisuje kao miris seoskog dvorista,
spaljene plastike, vinila, kreozota te kao specifican gorki ili metalni okus (Henick-Kling i sur.,
2000). ,Brett" aroma potpuno je suprotna od percepcije odredenih voénih aroma, ali je bitno
napomenuti da se prisutnost spojeva koji formiraju ovu aromu ali u relativno malim
koncentracijama smatra pozitivnim doprinosom organoleptickim svojstvima i kompleksnosti
vina. Glavni spojevi koji su uzrok opisanih organoleptickih svojstava tj. ,brett" arome su 4-

etilfenol, 4-etilgvajakol (Slika 1.) i izovaleri¢na kiselina (Henick-Kling i sur., 2000).
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Slika 1. Kemijska struktura 4-etilfenola (A), 4-etilgvajakola (B) i izovaleri¢ne kiseline (C).

Ovi hlapljivi spojevi glavne su komponente vina koje formiraju aromu vina (Gonzalez

Calabuig i Del Valle, 2017). Veca koncentracija ovih spojeva smatra se i percipira negativhom
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i ima snazan utjecaj na maskiranje prirodne arome i drugih karakteristika vina, a razlikuju se
po porijeklu (Henick-Kling i sur., 2000). Spoj 4-etilfenol nastaje tijekom razmnoZzavanja
kvasaca iz roda Brettanomyces (Gonzalez Calabuig i Del Valle, 2017), a prisutnost ovog spoja
moze se koristiti kao indikator kontaminacije vina kvascima iz roda Brettanomyces, sto je
uvrijezena praksa u brojnim vinarijama. Medutim, treba imati na umu da se u odredenim
sluCajevima formira ,brett" aroma iako nema 4-etilfenola ili je ovaj spoj nastao u iznimno
niskim koncentracijama (Henick-Kling i sur., 2000).

Kvasci iz roda Brettanomyces uobitajeno rastu izuzetno sporo i tako se sintetizira
vrlo niska koncentracija biomase tj. nastaje vrlo mali broj stanica kvasaca iz ega proizlazi
glavni problem - nemogucnost detekcije ovih kvasaca (Henick-Kling i sur., 2000). Ovi su
kvasci vrlo otporni na stresne uvjete koji su uobicajeni tijekom alkoholne fermentacije, kao
Sto su relativno niska pH vrijednost, poviSena koncentracija etanola (Avramova i sur., 2018)
te povecanje koncentracije SO, (Berbegal i sur., 2018). Upravo u opisanim uvjetima formira
se karakteristicna ,brett" aroma, Sto je veliki izazov u kreiranju prikladnih analitickih metoda
za detekciju prisutnosti ovih kvasaca i/ili proizvedenih karakteristi¢nih spojeva (Henick-Kling i
sur., 2000).

2.2. Neke najvaznije karakteristike kvasaca iz roda Brettanomyces

Van der Walt i van Kerken 1960. godine okarakterizirali su formiranje askospora kod
kvasaca iz roda Brettanomyces, koji su prethodno bili okarakterizirani kao nesporogeni kvasci
te su ovi autori zakljucili da se radi o vrsti prilagodbe stanica kvasaca iz roda Brettanomyces
uvjetima okoline (Henick-Kling i sur., 2000). Zbog toga 1964. godine Van der Walt uvodi
sasvim novi naziv za ovaj rod kvasaca — Dekkera, kao i dvije nove vrste iz ovog roda kvasaca
- Dekkera bruxellensis i Dekkera intermedia (Henick-Kling i sur., 2000). Od tada je
provedeno nekoliko taksonomskih promjena roda Dekkera tj. Brettanomyces, koji za sada
obuhvaca pet vrsta kvasaca i to: Brettanomyces nanus, B. bruxellensis (Slika 2.), B.
anomalus, B. custersianus i B. naardenensis. Jedna od pet pobrojenih vrsta iz ovog roda -
Brettanomyces nanus, preimenovana je u Eeniella nana i to na temelju sekvence DNA
(Boekhout i sur. 1994; Hoeben i Clark-Walker, 1986; Yamada i sur., 1995).

Kroz istrazivanja grupe autora (Conterno i sur., 2006) usporedene su geneticke i
fizioloSke karakteristike 35 razliCitih sojeva kvasaca vrste Brettanomyces bruxelensis . Podaci
dobiveni usporedivanjem fizioloskih karakteristika ovih sojeva statisticki su obradeni pomocu
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prilagodenih racunalnih programa. Na temelju dobivenih rezultata formirane su razlicite
skupine sojeva, koji su razvrstani na temelju nekoliko fizioloskih karakteristika. Tako se sojevi
vrste Brettanomyces bruxelensis mogu grupirati na temelju: (1) tolerancije sulfita, (2)
sposobnosti rasta pri temperaturi od 37°C te (3) mogucnost metaboliziranja odredenih
supstrata, kao Sto su: etanol, maltoza, citrat i glicerol. Osim toga, sojevi kvasaca vrste
Brettanomyces bruxelensis mogu se grupirati u tri skupine na temelju koncentracije spojeva
koje mogu proizvesti tijekom rasta, a koji doprinose tzv. ,brett" aromi. Ovi spojevi su hlapljivi
fenolni spojevi 4-etilfenol (4-EP) i 4-etilgvajakol (4-EG). Sojevi iz prve od tri skupine
proizvode manje od 100 ug/L 4-EP i 4-EG, dok sojevi iz druge skupine proizvode oko 1000
ug/L 4-EP i 4-EG. Treca skupina sojeva vrste Brettanomyces bruxelensis proizvodi najvece
koncentracije navedenih sastojaka vina i to viSe od 2000 pg/L 4-EP i 4-EG.

(A) (B) (©

Slika 2. Porasle kolonije (A i B) i slika (elektronski mikroskop, C) kvasca Brettanomyces

bruxellensis (prilagodeno iz Anonimus 1, 2018).

Identificiranje sojeva kvasca iz roda Brettanomyces tradicionalnim metodama
mukotrpno je i dugotrajno (Van der Walt i Yarrow, 1984; Barnett i sur., 1990) te obicno traje
izmedu tri i Cetiri tjedna, a rezultati koji se dobiju su nepouzdani (Mitrakul i sur., 1999).
Krace vrijeme i ve¢e pouzdanost identificiranja ovih sojeva moguce je posti¢i primjenom
molekularnih metoda, posebice analizom DNA, kojima se eliminiraju varijacije uzrokovane

fizioloSkim statusom mikroorganizma (Dowhanick, 1995; Ness i sur., 1993). Takva je jedna
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metoda utvrdivanje DNA otiska (engl. DNA fingerprint), jer se ovom metodom dobiva
jedinstveni DNA profil mikroorganizma (Meaden, 1990).

2.3. Kontaminacija mosta i vina kvascima iz roda Brettanomyces

Kvasci iz roda Brettanomyces obicno nisu sastavni dio mikroflore koja obitava na
povrSini bobice grozda, ali su izolirani iz mosSta u vinarijama s podru¢ja Francuske
(Krumbholz i Tauschanoff, 1933; Domercq, 1956), Italije (Florenzano, 1951; Trioli, 1996),
Njemacke (Schanderl, 1950), Uzbekistana (Mavlani, 1968) i Novog Zelanda (Wright i Parle,
1974). Po broju stanica, kvasci iz roda Brettanomyces najceSCe su manje zastupljeni u
odnosu na preostale kvasce mikroflore bobice grozda (Henick-Kling i sur., 2000). Ovi su
kvasci detektirani samo u dvije od ukupno 80 istrazivanih vrsta crnih francuskih vina, dok
nisu detektirani ni u jednom od 38 uzoraka bijelih francuskih vina (Domercq, 1956).
PoboljSanim metodama izolacije vrsta Brettanomyces bruxellensis uspjesno je izolirana iz 33
od ukupno 124 testirana mosta (Henick-Kling i sur., 2000). Promjene u sastavu i
organoleptici vina koje uzrokuje ova vrsta kvasaca obicno se utvrduje tijekom skladistenja
proizvedenog vina u spremnicima i bacvama i to prije samog punjenja vina u boce (Henick-
Kling i sur., 2000). S obzirom na nedostatak informacija o fizioloSkim i drugim
karakteristikama ovih kvasaca i nedostacima metoda za njihovu ranu detekciju, kljucno je
osmisliti i optimirati brze i pouzdane metode za njihovu identifikaciju.

Kunkee i Amerine (1970) opisali su vaznost metoda za izolaciju kvasaca iz roda
Brettanomyces, koje su kljucne za svako istrazivanje ovih kvasaca. Ovi su autori istaknuli i
vaznost pouzdanosti dobivenih rezultata i njihovu interpretaciju. Vrijeme inkubacije potrebno
za rast veceg broja stanica dobro okarakteriziranih vrsta kvasaca, kao Sto su na primjer vrste
iz roda Saccharomyces, znatno je krace od vremena potrebnog za inkubaciju kvasaca iz roda
Brettanomyces. U ovom drugom slucaju potrebna je inkubacija u trajanju od nekoliko
tjedana kako bi stanice kvasaca iz roda Brettanomyces porasle i, nakon toga, kako bi se
mogle izolirati i okarakterizirati (Van der Walt i Van Kerken, 1961). Tzv. divlji tipovi kvasaca
kao i kvasci iz rodova Kloeckera, Pichiai Candida, koji rastu relativho brzo, prerastu stanice
kvasca iz roda Brettanomyces i na taj naCin onemogucavaju izolaciju i karakterizaciju tzv.
spororastucih kvasaca (Custer, 1940). Osim toga, pri takvim dugotrajnim uzgojima cesto
dolazi do emerznog rasta plijesni, Sto dodatno otezava izolaciju kvasaca (Henick-Kling i sur.,
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2000). Daljnja poteskoca pri detekciji kvasaca iz roda Brettanomyces su znacajne varijacije u
brojnosti ovih kvasaca i to u razli¢itim ba¢vama iz kojih se izuzima uzorak. Tako npr. kod vina
Cabernet Sauvignon utvrdeno je da osim o uzorkovanju rezultati identifikacije kvasaca ovise i
o kupaziranju vina, koje u odredenim slucajevima moze dovesti do porasta broja kvasaca iz
ovog roda i do deset puta (Henick-Kling i sur., 2000).

Kao najcesdi izvor kontaminacije vina kvasacima iz roda Brettanomyces u znanstvenoj
literaturi navodi se drvena bacva (Fugelsang, 1993). Osim toga, ovi kvasci mogu se izolirati iz
soka odredenih vrsta grozda (Henick-Kling i sur., 2000), ali i s povrSine tijela vinskih musica
(Milheiro i sur., 2017).

Iako diljem Sjedinjenih Americkih Drzava brojne vinarije prema savjetu enologa
nastoje eliminirati iz uporabe bacve kontaminirane kvascima iz roda Brettanomyces (Boulton
i sur., 1996; Heimoff, 1996), istrazivanja su potvrdila da kontaminacija bacvi ne mora nuzno
biti uzrok prisutnosti ovih kvasaca u mostu i vinu. Tijekom dvogodiSnjeg istrazivanja, koje je
provedeno u jednoj vinariji u Kaliforniji (Frey i sur., 1996; Heimoff, 1996), utvrdeno je da se
samo u kontejnerima od nehrdajuceg cCelika ne zadrzavaju stanice kvasaca iz roda
Brettanomyces, dok se u drvenim bacvama stanice ovih kvasaca, bilo da je izvor
kontaminacije vino ili bacva, zadrZavaju kroz naznaceni vremenski period (Henick-Kling i sur.,
2000).

2.4. Metode detekcije kvasaca iz roda Brettanomyces u mostu i vinu

Prisutnost, brojnost i fiziologija kvasaca iz roda Brettanomyces pripada u vaznije
probleme u modernoj proizvodniji vina (Henick-Kling i sur., 2000). Metabolizam koji se odvija
u stanicama ovih kvasaca tijekom proizvodnje vina utjece na kvalitetu i sigurnost proizvodnje
kvalitetnog proizvoda (Berbegal i sur., 2018). Kod odredenih vina formiranje ,brett" arome
moze djelovati pozitivno, dok kod drugih vina proizvodnja minimalnih koncentracija
odgovarajudih fenolnih spojeva dovodi do organolepticke odbojnosti prema vinu (Henick-
Kling i sur., 2000). Poznavanje fizioloskih karakteristika kvasaca iz roda Brettanomyces
namece se kao kljucni faktor pomocu kojeg se moze uspjesno balansirati sastav hlapljivih
spojeva u vinu s ciljem dobivanja karakteristicne arome vina te proizvodnje kvalitetnog vina
kompleksne organoleptike (Henick-Kling i sur., 2000). Najnovija istraZivanja fiziologije ovih
kvasaca uzimaju u obzir i geografsko podrucje na kojem raste grozde, odnosno geografsko
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porijeklo vina kao jedan od vaznih faktora koji utjeCe na genetsku varijabilnost kvasaca
(Avramova i sur., 2018). Bez obzira na sve navedeno, vinari trebaju nove metode i tehnike
kojima ¢e se moci rano detektirati kvasci iz roda Brettanomyces. Optimiranje i primjena
metoda detekcije kvasaca iz roda Brettanomyces za sada se Cine vaznijima od metoda za
pracenje njihova rasta i karakterizaciju njihove metabolicke aktivnosti, iako njihov rast i
metabolicka aktivnost mogu prouzroCiti znacajne promjene u kemijskom sastavu tj.
organoleptici vina (Henick-Kling i sur., 2000).

Dvije su glavne metode dokazivanja prisutnosti kvasaca iz roda Brettanomyces u vinu.
Kromatografskom analizom moguce je odrediti razliCite proizvode metabolizma kvasca. Osim
toga moguce je provesti i detekciju stanica koje su u fazi umnazanja mikrobioloSkim
metodama. Vazno je istaknuti da se ove metode ne mogu provesti u vinarijama. Osim
strucnjaka koji obavljaju ove analize, ove metode su vremenski zahtjevne (Gonzalez Calabuig
i Del Valle, 2017). Lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR)
specificna je i brza metoda kojom se moZe odrediti prisutnost (Phister i Mills, 2003), ali ne i
intenzitet kontaminacije tj. brojnost stanica kvasaca vrste Brettanomyces bruxellensis
(Delaherche i sur., 2004). Ugnjezdena PCR (engl. nested PCR) metoda vrlo je ucinkovita u
dokazivanju prisutnosti kvasaca, a koristi se kada je koncentracija stanica tj. DNA relativno
niska i kada se ocekuje manja efikasnost umnazanja sekvence nego kod obi¢ne PCR metode,
jer se pri povecanju broja ciklusa PCR-a dobiva prevelik broj krivo sparenih baza (Grabovac,
2009). Dvostrukom primjenom PCR-a moguce je umnoziti malu koli¢inu DNA koja je na
raspolaganju u uzorku, povecati osjetljivost i specificnost metode (Renouf i sur., 2007).
Direktna metoda koja se takoder moze koristiti za dokazivanje prisutnosti odredene vrste
kvasaca iz roda Brettanomyces je denaturirajua gradijentna gel elektroforeza DNA sekvenci
umnozenih PCR metodom (Cocolin i sur., 2001; Cocolin i sur., 2000; Mills i sur., 2002). Velika
prednost takve direktne metode je Cinjenica da je nepotrebno izolirati soj kvasca, ¢ime se
izbjegavaju promjene koje nastaju uslijed uzgoja izoliranih sojeva i sojeva koji su dio
prirodne mikroflore. To u konacnici uvelike mijenja rezultate o zastupljenosti i brojnosti vrsta
kvasaca u odredenim stanistima (Hugenholtz i sur., 1998).

Razvijen je i niz postupaka za smanjenje koncentracije ili potpuno uklanjanje
formiranih hlapljivih fenola iz vina kao i za reduciranje negativnih ucinaka ovih spojeva na
senzorska svojstva vina. Ovi postupci mogu se podijeliti u dvije grupe - (1) postupci koji se
provode u cilju smanjenja udjela hlapljivih komponenti u prostoru iznad vina (engl.
headspace) i to smanjenjem njihovih koeficijenata razdjeljenja u plinskoj fazi bez mijenjanja
ukupnog udjela hlapljivih fenola u vinu (tehnike neoduzimanja) i (2) tretmani koji su

usmjereni na uklanjanje 4-EP i 4-EG iz vina i kojima se umanjuje njihov udjel i koncentracija
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iznad vina (tehnike oduzimanja) (Milheiro i sur., 2017). Izolacija i karakterizacija kvasaca
Brettanomyces iz tri vrste vina Cabernet Sauvignon u kojima (a) nije detektirana ,brett"
aroma, (b) ova aroma je bila relativno blaga i (c) ,brett" aroma je bila izuzetno izrazena,
(Licker i sur., 1998) provedena je pomocu nekoliko razliCitih molekularnih metoda te je
identificiran kvasac Brettanomyces bruxellensis (Henick-Kling i sur., 2000).

2.5, Kvasci iz roda Brettanomyces u pivu

,Brett" aroma se po prvi put spominje u opisu svojstava engleskih piva (Licker i sur.
1998), kod kojih ukoliko se Zeli postici karakteristicna aroma koju imaju ta piva, treba dodati
odredenu koli¢inu kvasaca iz roda Brettanomyces, a koja zavisi o karakteristikama regije u
kojoj se proizvodi pivo, vremenu odlezavanja piva te temperaturi pri kojoj se pivo Cuva
(Claussen, 1904). Inokulacijom manje koncentracije kvascevih stanica moze se proizvesti
pivo standardnih engleskih karakteristika, dok dodatkom vece koncentracije stanica kvasaca
iz roda Brettanomyces dobiva se tzv. vinski okus piva (Shimwell, 1947). Sva piva u kojima je
inokulirano manje od kriticne koncentracije ovih kvasaca imala su neprivlacne arome, bila su
izrazito nepovoljnih organoleptickih svojstava i mutna (Shimwell, 1938). Tijekom alkoholne
fermentacije odredenih piva, kao Sto su Trappist, Gueuze ili Lambic piva, inokulacijom ne
tako standardnih pivskih kvasaca iz roda Brettanomyces postize se jedinstvena kompleksnost
arome piva te odredena doza kiselosti (Bokulich i Bamforth, 2013; Schifferdecker i sur.,
2014; Steensels i sur., 2015). Metaboliti ovih kvasaca 4-EP i 4-EG, koji su u vinima vec¢inom
nepozeljni (Granato i sur. 2014), smatraju se vrlo pozeljnim i sudjeluju u formiranju
dominantnih organoleptickih svojstava nekih piva (Holt i sur., 2017). Koli¢ina ovih metabolita
(4-EP i 4-EG) koje ce kvasac proizvesti, odreduje se posredno tako da se odredi
koncentracija prekursora - hidroksicinamicne kiseline (Slika 3.), koju kvasac moze dalje

metabolizirati (Steensels i sur., 2015).
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Slika 3. Razgradnja hidroksicinamicne kiseline (A) do hlapljivih fenola (B, hidroksistiren; C,
etilni derivati; prilagodeno iz Steensels i sur., 2015).

Udjel inokuluma kvasaca iz roda Brettanomyces ovisi o koncentraciji fenola i
acetatnih estera koji ¢e se formirati tijekom alkoholne fermentacije (Holt i sur., 2017).
Razli¢iti metaboliti i pretece u pivu relativno lako se odreduju HPLC metodama (Holt i sur.,
2017). Pojedine vrste kvasaca iz roda Brettanomyces iskazuju esteraznu aktivnost, koja se
smatra nepozeljnom, jer katalizira hidrolizu nastalih acetatnih estera koji su kljucni za
formiranje vocne arome piva (Steensels i sur., 2015; Verstrepen i sur., 2003).

Kvasci iz roda Brettanomyces mogu se zajedno s kvascem Saccharomyces
cerevisiae koristiti kao dio starter-kultura u proizvodniji piva i to zbog proizvodnje znacajnih
koncentracija 4-EG (Steensels i sur., 2015).

Bez obzira ne sve prednosti i nedostatke primjene kvasaca iz roda Brettanomyces
pri proizvodniji piva, njegova primjena je jos uvijek ograni¢ena (Shimwell, 1947). Primjena
ovih kvasaca poradi postizanja ciljanih karakteristika piva naprednija je u odnosu na njihovu

primjenu u proizvodniji vina (Henick-Kling i sur., 2000).

2.6. Primjena modernih tehnika u ocjenjivanju organoleptike vina

Istrazivanja organoleptike vina u ¢ijem formiranju sudjeluju spojevi koje proizvode
kvasci i koji znacajno doprinose specificnom okusu vina, provedena su s dvije skupine ,brett"
vina (Henick-Kling i sur., 2000) te su formirane dvije skupine kuSaCa za potrebe ovog
istrazivanja. Jedna skupina kusaca bili su proizvodaci vina iz New Yorka i profesionalni kusaci

iz New York Agricultural Experiment Station-a, dok su drugu skupinu cinili pripadnici
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internacionalne grupe enologa iz Svicarske, Francuske, Australije, Njemacke te SAD-a. Prva
skupina testiranih vina obuhvacala je Cetiri vrste Cabernet Sauvignon-a te dva Pinot Noir-a, a
druga skupina Cetiri Cabernet Sauvignon-a. Sva su vina senzorski testirana i analizirana
metodama spektromerije masa i plinske kromatografije. Rezultati dobiveni od obje skupine
kusSaca stastisticki su obradeni i opisani pomocu dvije opisnice - voéno i plasticno.

Slika 4. jasno prikazuje razliCitosti vina Cabernet Sauvignon. Tako je najmlade vino
bilo okarakterizirano kao vocno, najstarije vino kao vino s okusom plastike, odnosno
najmanje vocno, dok je vino srednje starosti bilo djelomi¢no opisano kao voéno, a djelomi¢no

kao plasti¢no.

* 1989, | ® 1992 |" 1994.

Plasti¢ni okus —~
~ Voéni okus
T ~
=3
o
LR J -~
»¢ ~ ~
Okus dima 4 o
=
=
Snazan/
neugodan okus

Slika 4. Razli¢itosti organoleptike senzorski ocijenjenih vina Cabernet Sauvignon koji su

proizvedeni 1989., 1992. i 1994. u istoj vinariji (prilagodeno iz Licker i sur., 1998).

Tri vrste vina Cabernet Sauvignon-a koja su testirana i rezultati senzorskih testiranja
prikazani su na Slici 4., proizvedena su iz istog grozda u istoj vinariji i to 1989. (najstarije
vino), 1992. (vino srednje starosti) te 1994. (najmlade vino). A priori senzorska
karakterizacija vina i njihova Klasifikacija kao ,brett" pokazala se kao dobra metoda

predvidanja nepozeljne kontaminacije vina kvascima iz roda Brettanomyces. Zapravo je
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utvrdena linearna ovisnost koncentracije 4-EF i jacine organolepticke percepcije ,brett"
arome. Povecana koncentracija 4-EF odredena je u starijim vinima i uzrokovala je pojacanu
Lbrett" aromu vina, odnosno karakterizaciju takvih vina kao vina s plasti¢nim okusom.
Cjelokupno istrazivanje dovelo je do zakljucka da se tijekom ocjenjivanja i prikupljanja
misljenja kusaca vina mogu dobiti pouzdane informacije o prisutnosti i koncentraciji kvasaca
iz roda Brettanomyces u mostu i/ili vinu. Identifikacijom kemijske baze ,brett" arome i
daljnjom analizom uzoraka vina moze se rano detektirati prisutnost odgovornih kvasaca u
vinu (Licker i sur., 1998).

Razvijena je metoda kojom se mogu zaobiéi testiranja koja ukljucuju velik broj
sudionika i profesionalaca s ciljem detekcije ,brett" arome u vinima. Takva metoda je
primjena elektricnog jezika. Elektricni jezik (ET) biljezi ciklicke voltametrijske signale koje
prikuplja pomocu sustava od Sest elektroda, zatim pomocne Pt i Ag/AgCl referentne
elektrode (Gonzalez Calabuig i Del Valle, 2017). Prikupljeni podaci obraduju se i pomocu
umjetnih neuronskih mreza formira se model. Ovim modelom se predvida, a nakon validacije
ET sustava pomocu standarda, i odreduje koncentracija fenola u vinu (Slika 5.).

Prednost ET sustava je da se analiza uzorka vina moze napraviti u vinariji, Sto nije
slucaj s do sada koristenim analitickim metodama (Gonzalez Calabuig i Del Valle, 2017). Cijeli
ET sustav karakterizira visoka osjetljivost, selektivnost, relativho Siroko linearno podrucje
kvantifikacije fenolnih spojeva te niski troSkovi primjene ovog sustava. Najvaznija
karakteristika ET-a je da ovaj sustav moze detektirati vrlo niske koncentracije kljucnih
metabolita i preteca (Gonzalez Calabuig i Del Valle, 2017). Nedostatak ET sustava je utjecaj
razlicitih sastojaka vina na rad elektroda, interferencije odredenih spojeva koje mogu ometati
detekciju ciljanih spojeva u vinu te rast mikroorganizama na elektrodama ovog sustava, koji

moze uvelike utjecati na rezultate analize vina (Gonzalez Calabuig i Del Valle, 2017).
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UZORAK VINA DETEKCUA KVASACA

K -

ELEKTRICNIJEZIK OBRADA PODATAKA

Slika 5. Shematski prikaz principa rada elektri¢nog jezika (prilagodeno iz Gonzalez Calabuig i
Del Valle, 2017).

2.7. Primjena starter-kultura kao prevencije kontaminacije vina kvascima iz roda
Brettanomyces

Iako je aroma koju u nekim vinima formiraju kvasci iz roda Brettanomyces vrlo privlacna i
prihvatljiva, u drugim vinima je ova aroma neprivlatna i nastoji se izbjedi. Stoga vinari
pokuSavaju Sto ranije detektirati i potvrditi prisutnost kvasaca iz roda Brettanomyces
(Henick-Kling i sur., 2000). Nakon detekcije moguce je odvojiti kontaminirana od
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nekontaminiranih vina te kontaminirana vina zasebno prikladno tretirati (Henick-Kling i sur.,
2000). Brojnim metodama molekularne biologije mogu se identificirati razli¢ite vrste kvasaca
(Egli i sur. 1998). Medutim, nedostaju primjenjive metode kojima bi se mogle detektirati
odredene nepozeljne vrste kvasaca u vinima, kao Sto su vrste iz roda Brettanomyces
(Henick-Kling i sur., 2000). Zbog toga se istrazuje primjena drugih metoda i postupaka u cilju
proizvodnje ispravnih i prihvatljivih vina. Tako se zadnjih godina istrazuje primjena starter-
kultura u cilju prevencije kontaminacije vina kvascima iz roda Brettanomyces (Berbegal i sur.,
2017). IstraZivan je utjecaj starter-kultura koje sadrze bakterije, koje provode malolakticku
fermentaciju, kao i bakterije iz porodice Lactobacillales na sastav populacije kvasaca u vinima
tj. utjecaj ovih specifi¢nih starter-kultura na kriticno razdoblje alkoholne fermentacije, kada bi
moglo doc¢i do kontaminacije nepoZeljnim kvascima (Berbegal i sur., 2017). Dodatkom
starter-kultura nakon zavrSetka alkoholne fermentacije, a prije pocetka malolakticke
fermentacije osigurava se mikrobna kompeticija izmedu kvasaca i bakterija. U suprotnom ova
kompeticija ne bi postojala, jer u ovoj fazi proizvodnje vina bakterije u vinu nisu prisutne u
dovoljnom broju (Berbegal i sur., 2017). OsStecene bobice grozda mogu biti izvor
kontaminacije kvascima iz roda Brettanomyces, jer se na njima nalaze velike koli¢ine razli¢itih
mikroorganizama. Mnogo je vjerojatnije da se ovi kvasci prenose putem kontaminiranog vina
i tako kontaminiraju bacve, spremnike i opremu u vinariji (Henick-Kling i sur., 2000).
Nepoznato ostaje pri kojoj koncentraciji nutrijenata, kojem rasponu pH vrijednosti,
temperaturi i koncentraciji alkohola u vinu rastu kvasci iz roda Brettanomyces.

Istrazene karakteristike kvasaca iz roda Brettanomyces su: (1) osjetljivost na SO, (2)
nekompetentnost s kvascem koji je odgovoran za fermentaciju Seéera u alkohol -
Saccharomyces cerevisiae, (3) mogucénost uklanjanja filterima (s veli¢inama pora 1,0 um ili
manje) te (4) mogucénost smanjenja broja stanica kvasaca iz roda Brettanomyces
koristenjem razli¢itih organskih spojeva poput dimetil karbonata (Henick-Kling i sur., 2000).
Osim toga, kvasci iz roda Brettanomyces su vrlo osjetljivi na poviSenu koncentraciju Secera,
ali i vrlo otporni na povisene koli¢ine alkohola (do 14,5% v/v) (Dias i sur., 2003; Renouf i
sur., 2006; Loureiro i sur., 2006).

Prvo pravilo sprjeCavanja kontaminacije vina kvascima iz roda Brettanomyces svakako je
odrzavanje higijenskih uvjeta u vinskim podrumima kao i odrzavanje opreme, bacvi i
spremnika u kojima se nalazi vino (Henick-Kling i sur., 2000). Ukoliko se u ba¢vama i
spremnicima cCuvaju vina kontaminirana kvascima iz roda Brettanomyces, onda ih je
potrebno odvojiti od nekontaminiranih vina i sumporenjem ili dodatkom drugih kemijskih
spojeva pokusati smanijiti broj stanice nepozeljnih kvasaca (Henick-Kling i sur., 2000). S

obzirom da kvasci iz roda Brettanomyces mogu rasti ve¢ u mostu, potrebno je Sto ranije
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umanjiti moguénosti njihovog rasta, npr. sumporenjem (20-50 mg/L) ili uklanjanjem
ostecenih bobica grozda. Optimalni uvjeti alkoholne fermentacije Se¢era u vinu osigurat ée
dominaciju kvasca Saccharomyces cerevisiae nad kvascima iz roda Brettanomyces (Henick-
Kling i sur., 2000). Rizik kontaminacije vina kvascima iz roda Brettanomyces nastavlja se i
nakon Sto zavrsi alkoholna fermentacija, stoga je potrebno Sto prije potaknuti malolakti¢nu
fermentaciju i to najeSCe dodatkom starter-kulture. Nakon zavrSetka malolakticne
fermentacije potrebno je provesti sumporenje vina prikladnom koli¢inom sumpora i tako
sprijeciti kontaminaciju kvascima iz roda Brettanomyces (Henick-Kling i sur., 2000). Obzirom
da nije lako posti¢i dovoljnu koli¢inu slobodnog SO,, koji sprjeCava kontaminaciju vina
nepozeljnim mikroorganizmima, provjerava se prisutnost kvasaca u vinu ili se prati aroma
vina (Chatonnet i sur., 1993). Koristenje plinovitog sumpora za dezinfekciju bacvi ne mora
nuzno biti korisno i uspjesno s obzirom da bakterije i kvasci mogu rasti i prezivljavati u
porama drveta bacvi (Scott i Swaffield, 1995).

Povezanost 4-EP i prisutnosti kvasaca iz roda Brettanomyces nije uvijek primjenjiva
jer se pokazalo da u nekim vinima prisutnost spomenutih kvasaca nije bila popraéena
prisustvom 4-EP i obrnuto. Najvedi nedostatak povezanosti 4-EP i kvasaca iz roda
Brettanomyces svakako je Cinjenica da, ukoliko odredimo da u vinu ima 4-EP, to je vino
najcesce veé kontaminirano ovim kvascima, odnosno, vec tada se vino moze okarakterizirati

kao vino s ,brett" aromom (Henick-Kling i sur., 2000.).

2.8. Tretiranje vina elektricnom strujom niske jakosti u cilju sprjecavanja
formiranja ,brett" arome

Iako Kling i suradnici (2000) sumporenje smatraju kao prikladnu metodu zastite vina
od kontaminacije kvascima iz roda Brettanomyces, Svjetska zdravstvena organizacija potice
redukciju koristenja sumpora. Naime, sumporse smatra nekancerogenin i nemutagenim za
Covjeka (Romano i Suzzi, 1993), ali, zbog kumulativhog efekta s obzirom da se vrlo Cesto
koristi u prehrambenoj industriji i nalazi se i u atmosferi (Lustrato i sur., 2010), moze
djelovati nepovoljno na zdravlje ljudi. Coviek je tako direktno izloZen relativno visokim
koncentracijama sumpora. Postoji nekoliko metoda kojima je moguce sprijeciti kvarenje vina
zbog kontaminacije kvascima iz roda Brettanomyces, a to ukljuuje odrzavanje higijene
prostora u kojem se proizvodi vino, sumporenje vina te dozrijevanje vina pri niskim

temperaturama. Primjena sumpora i niskih temperatura ne preporuca se tijekom dozrijevanja
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vina, jer utjeCu i mijenjaju tijelo vina i njegova organolepticka svojstva (Aguilar Uscanga i
sur., 2003). Sterilizacija bacvi vodenom parom ne preporuc¢a se zbog mogucih ostecenja
drveta bacvi, a filtracijom vina mogu se ukloniti kljucni sastojci vine Cija prisutnost sudjeluje
u formiranju arome i tijela vina. Stoga je kljucno koristiti efikasne i specificne metode za
prevenciju kontaminacije vina kvascima iz roda Brettanomyces i ekonomskih gubitaka u
njegovoj proizvodniji (Barbosa-Canovas i sur., 2001; Devlieghere i sur., 2004).

Zadnjih nekoliko desetljeCa raste zanimanje za alternativne metode prevencije
kontaminacije vina, a jedna od takvih metoda je primjena elektri¢nog polja u cilju inaktivacije
stanica kvasaca (Vega-Mercado i sur., 1997; Knorr i Heinz, 2002). Inaktivacija bakterijskih i
kvasCevih stanica u vinu moze se postiCi primjenom pulsiraju¢eg elektricnog polja (eng.
Pulsed Electric Field, PFF), koje se inaCe primjenjuje u prehrambenoj industriji, a u novije
vrijeme i u proizvodnji vina (Heinz i sur., 2003). Provedena istraZivanja pokazala su da
tretiranje vina pulsiraju¢im elektriénim poljem moze znacajno reducirati ili potpuno eliminirati
potrebu za sumporenjem vina i to bez posljedica na konacnu kvalitetu vina (Garde-Cerdan i
sur., 2007; Garde-Cerdan i sur., 2008; Lustrato i sur., 2003; Lustrato i sur., 2006).

Istrazivanje koje su proveli Lustrato i sur. (2003, 2006) istiCe primjenu elektricne
struje niske jakosti (eng. Low Electric Current technology, LEC) kao joS jednu mogucu
alternativhu metodu tretiranja vina (Ranalli i sur., 2000, 2002). Lustrato i sur. (2003, 2006)
istrazivali su sprjeavanje kontaminacije talijanskog vina Montepulciano d’Abruzzo tocno
odredenim sojem kvasca Brettanomyces bruxellensis. Nakon tretiranja ovog vina elektricnom
strujom niske jakosti, kemijskim, biokemijskim i mikrobioloskim testovima utvrdeno je da je
testirano vino sadrzavalo znatno manji broj zZivih stanica ovog soja. Dobiveni rezultati mogu
se usporediti s rezultatima sumporenja vina. Kao indikator broja Zivih stanica kvasca u vinu
koristila se koncentracija adenozin trifosfata (ATP), koji je bio direktan pokazatelj aktivnosti
ovih stanica odnosno indirektan pokazatelj ucinkovitosti primijenjene metode za redukciju
broja zivih stanica - kontaminanata u vinu (Ranalli i sur. 2002). Koncentracija ATP-a prac¢ena
je u crnom vinu Montepulciano d’Abruzzo koje je tretirano sa: (1) SO, (2) elektricnom
strujom niske jakosti od 200 mA i (3) kombinacijom elekticne struje niske jakosti i SO,.
NajviSa koncentracija ATP-a odredena je u kontrolnom uzorku vina, koje nije tretirano
nijednom pobrojenom metodom. Nesto manja koncentracija ATP-a odredena je u uzorcima
koji su tretirani sa SO. Najniza koncentracija ATP-a je analiticki utvrdena u uzorku vina koji
je tretiran elektricnom strujom niske jakosti (200 mA) kao i u uzorku koji je tretiran
kombinacijom dviju metoda - elektrichom strujom niske jakosti i sa SO, (Lustrato i sur.,
2010).
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Utvrdeno je da elektricna struja niske jakosti djeluje na membranu stanica sojeva
Brettanomyces bruxellensis, a moze uzrokovati i razaranje strukture citoplazmatske
membrane kvasca Saccharomyces cerevisiae (Lustrato i sur., 2010). Ukoliko se proizvodnja
hlapljivih fenola (4-EF i 4-EG) i hlapljivih kiselina s pomocu stanica kvasca odredi kao kriterij
uspjesnosti primjene odredene metode za sprjeavanje kontaminacije vina nepoZeljnim
vrstama kvasaca, sli¢ni rezultati su dobiveni za sumporenje vina i primjenu elektricne struje
niske jakosti (Gerds i sur. 2000; Fugelsgan and Zoecklein 2003). Ovaj rezultat jasno
pokazuje da je primjena elektricne struje niske jakosti jedna od pozeljnijih alternativnih
metoda za tretiranje crnih vina (Lustrato i sur., 2010). Koncentracija hlapljivih etilnih
derivata, npr. 4-EP i 4-EG, u vinu najCeSCe je ispod praga organolepticke percepcije
(Chatonnet, 1992), Sto otezava ranu detekciju nepozZeljnih kvasca u vinu. I zbog ovog je
primjena elektricne struje niske jakosti poZeljna metoda za tretiranje crnih vina u cilju
sprjeCavanja kontaminacije sojem kvasca Brettanomyces bruxellensis.

Iako je eksperimentalno utvrden ucinak elektricne struje niske jakosti na stanice
kvasaca, nije pojasnjeno zasto u tretiranim vinima dolazi do znacajnog smanjenja
koncentracije nekih drugih spojeva kao Sto su histamin, heksilamin i heptilamin (Lustrato i
sur., 2010). Ovaj ucinak je izuzetno pozitivan s obzirom da je histamin jedan od najopasnijih
sastojaka po zdravlje Covjeka, koji je izoliran iz prehrambenih proizvoda (D’Andrea i sur.,
2004). Obuhvatnije istrazivanje koje bi uzelo u obzir viSe vrsta vina, razliith sojeva
Brettanomyces bruxellensis kao i raznolikije uvjete njihova rasta i prezivljavanja u vinima

dalo bi bolji uvid u ucinkovitost ove obecavajuce metode (Lustrato i sur., 2010).

2.9. Crabtree-jev i Custer-ov ucinak kod vrsta Brettanomyces bruxellensis

Neki sojevi kvasca Brettanomyces bruxellensis kao i neki sojevi kvasca
Saccharomyces cerevisiae pokazuju Crabtree-jev efekt ili ucinak (Kurtzman i sur., 1998).
Dakle, ovi sojevi proizvode etanol ukoliko je koncentracija izvora ugljika i energije relativho
visoka i to pri (aerobnim) mikroaerofilnim uvjetima. Brettanomyces bruxellensis raste na
puno Sirem spektru supstrata - izvora ugljika, ali na njima raste puno sporije i pri znatno
nizim koncentracijama izvora ugljika od kvasca S. cerevisiae (Silva i sur., 2004; Conterno i
sur., 2006). Opisane fizioloSke karakteristike ovih dviju vrsta kvasaca uzrok su izmjeni¢ne
broj¢ane dominacije kvasaca u pojedinim fazama alkoholne fermentacije. Pocetak alkoholne
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fermentacije karakteriziraju visoka koncentracija izvora ugljika (ugljikohidrata) i niska
koncentracija etanola. Ovi uvjeti pogodni su za rast kvasca S. cerevisiae. Nakon toga slijedi
faza s nepovoljnim uvjetima za rast broj¢ano dominantnoga S. cerevisiae, pa zapocinje rast i
veca aktivnost kvasca Brettanomyces bruxelensis (Renouf i sur., 2006). Ovdje su kao
potencijalni izvori ugljika okarakterizirani: etanol, razli¢iti monosaharidi, razliciti disaharidi,
octena kiselina, jabucna kiselina i glicerol kao i biotin, kao vrlo vazan vitamin i faktor rasta
(Wijsman i sur., 1984.; Dias i sur., 2003; Conterno i sur., 2006). Divol i Smith (2017) u svom
istrazivanju isticu neka odstupanja njihovih eksperimentalno dobivenih rezultata od rezultata
brojnih prethodno provedenih istraZivanja potrosnje supstrata na kojima uspjeSno moze rasti
kvasac Bretanomyces bruxellensis. Naime, ova dva istrazivaa uzela su u obzir i geneticke i
fenotipske razlike medu razli¢itim sojevima kvasca Brettanomyces bruxellensis, ali i razliCite
uvjete uzgoja ovih sojeva, koji su provedeni pri anaerobnim ili mikroaerofilnim uvjetima. Ovi
su istrazivadi koristili hranjive podloge koje su po svom sastavu bile vrlo slicne sastavu vina i
to je bila glavna razlika izmedu ovog istrazivanja i prethodno provedenih istrazivanja, koja su
provedena u hranjivim podlogama koje su po svom sastavu bile bitno drugacije od sastava
vina. Divol i Smith (2017) zakljucili su da nema velike razlike u potroSnji supstrata kada se
kvasac Brettanomyces bruxellensis uzgaja u anaerobnim i mikroaerofilnim uvjetima. Osim
glavnog izvora ugljika, ovi su kvasci mogli koristiti i druge izvore ugljika (npr. jabucnu
kiselinu). Tijekom koristenja drugih izvora ugljika ovi kvasci znatno sporije rastu.

Kvasac Brettanomyces bruxellensis fakultativni je anaerob koji preferira fermentaciju
pred aerobnom respiracijom. Custer-ov efekt (ucinak) poznat je kao inhibicija alkoholne
fermentacije u uvjetima kada u podlozi nema otopljenog kisika (anaerobni uvijeti). Primjeri
Custer-ovog efekta opisani su kod kvasaca iz roda Brettanomyces koji fermentiraju glukozu u
etanol i octenu kiselinu pri (aerobnim) mikroaerofilnim uvjetima. Ukoliko se (aerobni)
mikroaerofilni uvjeti promjene i kvasac poc¢ne raste u anaerobnim uvjetima, fermentacija
glukoze se pri novonastalim uvjetima zaustavlja. Istrazivanja su pokazala da se ovaj ucinak
moze zaobici ukoliko se u suspenziju dovodi kisik ili se dodaju akceptori H* iona, kao Sto su
npr. acetoin (koji se reducira do 2,3-butandiola) ili neki alifatski karbonil. Dodatak nitrata
moze takoder izazvati sliCan ucinak na alkoholnu fermentaciju. U prisutnosti nitrata pri
aerobnim uvjetima proizvodi se octena kiselina, a ne etanol, a slicno se dogada i pri
anaerobnim uvjetima, kako je to prikazano na Slici 6. Ovakva regulacija metabolizma smatra
se posljedicom koristenja koenzima nikotinamid adenin dinukleotid fosfata [NAD(P)H] kao
donora elektrona nitrat redukatazi i nitrit reduktazi, ili pak konkuriranja ovih enzima s

alkohol-dehidrogenazom za koenzim NADH pri aerobnim uvjetima (Steensels i sur., 2015).

17



Teorijski dio
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Slika 6. Razgradnja glukoze u stanici kvasca Brettanomyces bruxellensis pri razlicitim

uvjetima uzgoja (prilagodeno iz Steensels i sur., 2015.).

2.10. Primjena vrste Brettanomyces bruxellensis u proizvodnji bioetanola

Inovativni bioprocesi proizvodnje bioetanola podrazumijevaju vrlo stresne uvjete za
bilo koji odabrani biokatalizator — mikroorganizam, koji bi trebao katalizirati konverziju
pocetnog supstrata do etanola (Blomqvist, 2011). Ipak, smatra se da bioprocesi ove vrste
nisu toliko stresni za kvasac Brettanomyces bruxellensis, Cije stanice razvijaju otpornost i
prezivljavaju u vrlo stresnim uvjetima kao Sto su (1) visoki osmotski tlak, (2) visoke
koncentracije etanola i (3) niske pH vrijednosti okoline u kojima ovaj kvasac zadrzava svoju
metabolicku aktivnost. Kvasac Brettanomyces bruxellensis Cesto se izolira iz biorafinerija u
kojima se proizvodi bioetanol (Beckner i sur., 2011; Liberal i sur., 2007; Passoth i sur.,
2007), a njegova je metaboli¢ka aktivhost neometana u prisutstvu bakterija mlijecne kiseline,

koje su vrlo Cesti radni mikroorganizmi u proizvodnji bioetanola s obzirom da neke vrste ovih
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bakterija mogu koristiti pentoze - izvore ugljika koji se dobivaju iz polimernih
supstrata/sirovina i to tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina. Veéina kvasaca ne moze
koristiti pentoze kao izvore ugljika i energije (Passoth i sur., 2007).

Stresni uvjeti industrijskih bioprocesa kao Sto su nizak pH ili limitacija kisikom ne

utjeCu na metaboli¢ku aktivnost kvasca Brettanomyces bruxellensis te osiguravaju relativno
niske prinose etanola od 0,44 g etanola po g utroSene glukoze To ukazuje da primjena ove
vrste kvasca u proizvodnji bioetanola ne bi polucila industrijski prihvatljive rezultate ukoliko
se radi o Sarznim postupcima. Medutim, primjena vrste Brettanomyces bruxellensis u
proizvodnju bioetanola kontinuiranim postupkom svakako je konkurentna i bolja od
standardnih kontinuiranih postupaka koji se provode s pomocu vrste S. cerevisiae (Galafassi i
sur., 2011).
Iako se Brettanomyces bruxelensis joS uvijek smatra kontaminantom i nepozeljnim dijelom
mjeSovitih kultura u proizvodnji bieotanola, novija istraZivanja jasno pokazuju da upravo ova
vrsta kvasca kao Cista kultura je izvanredan izbor za proizvodnju etanola iz Skrobnih sirovina
(Passoth i sur., 2007). Osim toga, sukcesivna primjena dviju vrsta kvasaca - S. cerevisiae i
Brettanomyces bruxellensis i to pri relativno visokom koncentracijama etanola mogla bi biti
uspjesSna zdruzena kultura u visoko ucinkovitim proizvodnim procesima (Steensels i sur.,
2015). Posebno vazne karakteristike vrste Brettanomyces bruxellensis, koje Steensels i
suradnici (2015) isticu kao kljucne za ove procese su djelomicna asimilacija izvora dusika te
mogucnost koristenja oligosahardia (dekstrina) i nekih pentoza (Galafassi i sur., 2011) kao i
celobioze. Ovaj zanimljiv spektar supstrata Siri broj i vrste sirovina koje se mogu koristiti u
proizvodniji bioetanola. Samo ogranicen broj istrazivanja bavi se primjenom ovog kvasca u
proizvodnji bioetanola. 2008. godine prihvacen je patent kojim se Stiti ciljana primjena
mjeSovite kulture kvasca iz roda Brettanomyces i bakterije mlijecne kiseline u proizvodniji
bioetanola (Steensels i sur. 2015). Daljnja istrazivanja genoma vrste Brettanomyces
bruxellensis i razumijevanje regulacije metabolickih puteva u stanicama ove vrste doprinijet
¢e primjeni ovog kvasca kao radnog mikroorganizma u proizvodnji bioetanola (Galafassi i
sur., 2011).
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju pretraZzivanja relevantnih literaturnih podataka i njihova organizranja,

objedinjavanja i interpretacije, koji su provedeni u ovom radu, moze se zakljuciti slijedece:

Kvasci vrste Bretanomyces bruxellensis mogu se izolirati iz razliCitih staniSta, kao Sto su
povrsina tijela vinske musice, povrsina bobica grozda, most, vino, tekila, kefir, itd. Detekcija
ove vrste kvasaca, njezin rast i druge fizioloske karakteristike slabo su okarakterizirane,
poznate i posljedi¢no primijenjene u biotehnoloskoj proizvodnji, uglavnom zbog nedostataka

raspolozivih analitickih i molekularnih metoda.

Do danas je okarakterizirano koristenje industrijski interesantnih supstrata, na primjer nekih
monosaharida (i pentoza), zatim di- i polisaharida i drugih neobicnih susptrata s pomocu
vrste Bretanomyces bruxellensis. Prisutnost kisika utje¢e na regulaciju metabolizma razlicitih
supstrata u stanicama ove vrste, a proizvodnja razliCitih kranjih proizvoda metabolizma moze
se pospjesiti promjenom koncentracije otopljenog kisika kao i odredenih spojeva u podlozi u

kojoj raste ova vrsta kvasaca, koja pokazuje Crabtree-jev i Custer-ov ucinak.

Specificni krajnji proizvodi metabolizma sojeva vrste Bretanomyces bruxellensis, kao Sto su
4-etilfenol i 4-etilgvajakol, pri niskim koncentracijama doprinose kompleksnosti
organoleptickih svojstava alkoholnih pica, prvenstveno vina i piva. Visoke koncentracije ovih
krajnjih proizvoda mogu formirati tzv. ,brett" aromu alkoholnih pi¢a i tako ih uciniti sasvim

neprihvatljivima krajnjem potroSacu.

Nekoliko metoda za sprec¢avanje kontaminacije i/ili za redukciju broja stanica kvasaca iz roda
Bretanomyces u razlicitim biotehnoloskim proizvodima smatra se ucinkovitim, kao Sto su
primjena razlicitih starter-kultura i tretiranje podloga u kojima rastu ovi kvasci elektricnom

strujom niske jakosti.

Eksperimentalni podaci ukazuju da je vrsta Bretanomyces bruxellensis robustan
biokatalizator, koji zadrzava svoju metabolicki aktivnost pri relativno visokim koncentracijama
supstrata i proizvoda (etanola), zatim niskim pH vrijednostima i visokom osmotskom tlaku,

pa je industrijska primjena ove vrste u proizvodniji bioetanola vrlo izgledna.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni,

Isabela Pehar
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