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1.UVOD



1. Uvod

Industrijska proizvodnja vina povezuje vinogradare, proizvodace vina, procesne inzenjere
i znanstvenike sa zbunjuju¢im mnostvom nezavisnih i poluzavisnih parametara, koji su u
veéini slucajeva optimizirani metodom pokuSaja i pogreSaka. Nadalje, kako je vecina
parametara izvan individualne kontrole, predvidljivost i dosljednost krajnjeg proizvoda tesko
je posti¢i. Tradicionalne vinske znanosti vinogradarstva i enologija prikupile su podatke i
znanja, Sto je rezultiralo zna¢ajnom optimizacijom procesa uzgoja grozda i proizvodnje vina.
Medutim, velik dio tih procesa temeljen je na empirijskim, pa ¢ak i vjerodostojnim navodima,
a samo mali dio svih interakcija i uzro¢no-posljedi¢nih veza izmedu pojedinih ulaznih i
izlaznih parametara je znanstveno dobro razjaSnjen. Doista, slozenost postupka je

onemogucila dublje razumijevanje tih interakcija i uzro¢nih odnosa.

Nove tehnologije i metode u bioloSkim i kemijskim znanostima, u kombinaciji s
poboljsanim alatima analize podataka, otvorile su nove moguénosti pristupa procesima rasta i
izrade vina. Ovaj rad prikazuje trenutne napore u kojima se koriste znanja sistemske biologije

pri boljem razumijevanju sloZenih industrijskih procesa, kao §to je proizvodnja vina.
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2. Teorijski dio

2.1. Osnovne karakteristike vina

Prema Zakonu o vinu iz 1996. godine, vinom se smatra proizvod dobiven alkoholnim
vrenjem mosta ili masulja od svjezeg (ili prosuSenog) grozda plemenite vinove loze Vitis
vinifera. Vina se dijele na vina u uzem smislu rije¢i (mirna, pjenusava, biser i gazirana vina),
specijalna vina (desertna, aromatizirana, likerska vina), prema boji (bijela, ruzicasta i crna ili
crvena), prema sadrzaju neprevrelog Secera (slatka, poluslatka, suha i polusuha), koncentraciji
etanola (slaba, normalna i jaka), aromi (aromatizirana, nearomatizirana i prijelazna), starosti
(mlado, staro i arhivsko), sortnoj ¢isto¢i (sortna, sljubljena), vremenu berbe 1 zrelosti (kasna,
izborna, ledena), kakvoéi vina (stolna, kvalitetna i vrhunska) te prema postupcima i

metodama proizvodnje (obi¢na i specijalna).

Hrvatska je zemlja duge tradicije proizvodnje vina. S godinama se povecavao broj
vinograda te time proizvodnja i kvaliteta vina. Temeljem Pravilnika o vinu, vinogradarsko
podru¢je Republike Hrvatske dijeli se na dvije regije, kontinentalnu i primorsku Hrvatsku. U
kontinentalnoj se vec¢inom proizvode bijela vina, dok u primorskoj Hrvatskoj prevladavaju
crna vina. Neke od poznatijih sorti su Grasevina, Malvazija istarska, Plavac mali te Dingac,

koji je ujedno i zasti¢en po Zenevskoj Konvenciji.

2.2. Proizvodnja vina

2.2.1. Berba grozda

Berba grozda je prvi, vrlo vazan korak u proizvodnji vina, koji odreduje kvalitetu i
senzorna svojstva vina. Podrum u kojem se grozde preraduje i most vrije (vrionica) te
prostorija za njegu vina, moraju se dezinficirati i drzati besprijekorno ¢istima. Naime, bolesti i
mane vina su najcesce posljedica nepravilnosti i greSaka ucinjenih u poc¢etku prerade grozda,
a odnose se uglavnom na nekvalitetno grozde, neodgovaraju¢e mjesto prerade, necistocu

posuda te nepravilno vrenje.

Vinogradar prije berbe, prateci analiticke pokazatelje i promjene na grozdu, odreduje u
kojem stadiju zrelosti se nalazi grozde te se ono bere kada bobice i grozd dosegnu najvecu
tezinu, a koncentracije Secera i kiselina budu optimalne. Berba se obavlja ru¢no ili mehanicki,
a grozde se bere ujutro, kada temperatura nije previsoka ili tijekom dana bez kiSe, a ne

tijekom visokih temperatura zraka. Ono se moze odmah sumporiti, a do podruma mora stic¢i
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neosteceno, jer u suprotnom dolazi do oksidacije i smanjene kvalitete vina. Obrano grozde
treba Sto prije transportirati do mjesta prerade zbog toga $to na kvalitetu buduceg vina uvelike
utjeCe brzina kojom se grozde dalje preraduje. Sorta vinove loze je znacCajan Cimbenik
kvalitete grozda, a u konacnici i vina. Svaka sorta ima svoje specifi¢nosti u pogledu sadrzaja
Secera, kiselina, tvari arome, boje i drugih komponenata te zastupljenosti pojedinih dijelova
grozda kao §to su peteljkovina, pokozica ili sjemenke. Primjerenim tehnoloskim postupcima i
dobrim izborom kultivara moguce je posti¢i visoku kvalitetu finalnog proizvoda (Mustovic,

1985).

2.2.2. Runjanje-muljanje

Runjanje-muljanje je pocdetna faza prerade koja se danas obavlja motornim ili ru¢nim
mulja¢ama, dok se nekada grozde gazilo nogama. Runjanjem se bobica odvaja od peteljke, a
muljanjem se bobica gnjeci kako bi se dobio most. Preporuca se uporaba runjaca, zbog toga
Sto peteljka sadrzi tanine i druge tvari koji vinu daju trpak i gorak okuste pesticide kojilose
utjeCu na zdravlje u ve¢im koli¢inama. Otapanje navedenih tvari je pojacano vrenjem,jer te
tvari nisu topive u mostu nego u alkoholu koji nastaje tijekom vrenja. Sve to uvelike utje¢e na
kvalitetu vina. Muljanje se odvija prije odvajanja peteljki (stolna vina), poslije odvajanja
peteljki (kvalitetna vina) ili istovremeno (centrifugalne muljace). Runja¢a-muljaca sastoji se
od lijevka za prihvat grozda, rupiCastog valjka za odvajanje bobice od peteljkovine i valjaka
koji gnjeCe bobice te je prikazana na Slici 1 (Anonimus 1, 2016). Treba paziti da valjci na
runjaci-muljac¢i nisu preblizu 1 da gnjeCe samo bobice, a ne i1 sjemenke 1 peteljkovinu, jer
njihovi sokovi kvare okus vina. Valjci se izraduju od drva, plastike, Zeljeza ili aluminija, iako
zeljezni valjci nisu najpovoljniji, jer ih otapaju kiseline mosta pa se Zeljezo pojavljuje u vinu i
izaziva mane (crni lom). Cvrsti i tekuéi dio tako zgnje¢enog grozda zajedno nazivamo masulj,
a samo tekuc¢i dio nazivamo grozdani sok ili most. Most se najve¢im dijelom sastoji od vode
(75-80%), Secera (grozdani — glukoza i voéni — fruktoza) i kiselina (vinska, limunska,
jabucna, jantarna itd.). Ostali sastojci prisutni u vinu su: duSicne tvari, mineralne tvari, tvari

boje, tvari arome i vitamini (Zori¢i¢, 1996).
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Slika 1. Runja¢a-muljaca (Anonimus 1, 2016)

2.2.3. PreSanje

Nakon runjanja-muljanjaslijedi presanje komine tj. masulja, a ono se moze izvoditi s
prekidima (diskontinuirano) ili bez njih (kontinuirano). Na Slici 2. prikazana je kontinuirana
presa (Anonimus 2, 2016). Masulj ili komina podvrgavaju se pritisku kojim se postize
maksimalno izdvajanje soka, ali bez stetnog djelovanja na kvalitetu buduceg vina. Prema vrsti
pritiska, preSe mogu biti mehanicke, hidraulicke, pneumatske ili kontinuirane. PreSanje se
odvija u dvije faze: prskanje kozice bobica za oslobadanje samotoka iz sredine bobice i
gnjecenje bobica pod povecanim pritiskom za oslobadanje soka iz periferne zone siromasne
Se¢erom, a bogatije polifenolima. Samom postupku treba se pristupiti §to je mogucée brze, a
ciklus presanja mora biti §to kraci zbog izbjegavanja nepozeljne oksidacije mosta. U tijeku
prerade grozda 40 — 70 % mosta dobiva se postupcima koji prethode tijestenju, a to je
muljanje odnosno cijedenje, a tijeStenjem se dobiva ostatak moSta. Osnovni sastojci mosta
nakon preSanja su voda, ugljikohidrati, alkoholi, organske kiseline (jabu¢na, vinska,
limunska), minerali, duSi¢ne tvari, fenolni spojevi, taninske tvari, tvari boje, ulje, masti,

vosak, enzimi, vitamini te tvari koje ¢ine aromu.
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Slika 2. Kontinuirana presa (Anonimus 2, 2016)

2.2.4. Sumporenje

Nakon presanja, most se sumpori kako bi se sprijecila oksidacija, spontana
fermentacija (zaustavio rad nepoZeljnih kvasaca 1 bakterija) 1 potpomoglo taloZenje (sumpor
pospjesuje koagulaciju tvari mutnoce). Sumpor se koristi u obliku kalijeva metabisulfita.
Koli¢ina sumpora koja se dodaje u most ovisi o pH vrijednosti, dozrelosti grozda, temperaturi
grozda i mosta, kiselosti mosta, trenutku sumporenja, nac¢inu mijesanja te 0 zdravstvenom
stanju grozda pa se tako nezrelo i bolesno grozde treba ¢im brZe obraditi 1 takav moSt vise
sumporiti. Sumporenje crnih vina je vazno, jer se pojacava proces maceracije ¢vrstih dijelova
masulja. Budu¢i da su sumporenjem neutralizirani nepozeljni, divlji kvasci i bakterije, a

plemeniti kvasci umrtvljeni, u bistri, slatki most dodaju se selekcionirani vinski kvasci.

2.2.5. TaloZenje

Nakon preSanja, most treba brzo ohladiti na temperaturu optimalnu za taloZenje (10
°C) ili za kontrolirano vrenje (15 -17 °C). TaloZenje se moze provoditi i uz pomo¢ enzima
(brze 1 sigurnije bistrenje, bistrenje pri viSim temperaturama), ali i dodatkom nekih bistrila
(bentonit), u slucajevima jako zarazenog (bolesnog) grozda ili u su$nim godinama, kad se
ocekuju kasniji problemi s bistrenjima vina. Takoder je moguca i primjena aktivnog ugljena i
drugih enoloskih preparata, kojima se ve¢ u problemati¢cnom mostu rjeSavaju loSi mirisi, boje

i okusi.
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2.2.6. Alkoholna fermentacija

Nakon obrade most se pretace u bacve gdje se odvija alkoholna fermentacija.
Uzro¢nik alkoholnog vrenja u vinu je vinski kvasac Saccharomyces cerevisiae koji se nalazi
na pokozici bobice. U mostu u kojem je rastvoren Secer, zapofinje njegovo intenzivno
razmnozavanje, a u anaerobnoj fazi kvasci razlazu Sefer na razne spojeve, a najvise na
alkohol i CO,, najvaznije i osnovne produkte. Uz alkohol, u vinu se u manjim koli¢inama
nalazi i niz raznih drugih spojeva poput glicerola, octene, jantarne i drugih kiselina te nastaje i

odredena koli¢ina energije koja se oslobada u vidu topline.

Pri vrenju razlikujemo tri glavne faze: pocetno, glavno (burno) i zavrsno (tiho) vrenje,
a s napretkom vrenja mijenja se 1 temperatura mosta. U pocetku alkoholne fermentacije most
se jako zamuti, stvaraju se mjehuric¢i i debela pjena te zapocine vrenje pa temperatura poraste
za 10, 20 1 viSe stupnjeva Celzija. Pod utjecajem raznih ¢imbenika kao $to su nepozeljna
temperatura, sastav mosta, nepozeljni mikroorganizmi i dr., moze doc¢i do prekida vrenja. S
obzirom na to se poduzimaju odgovarajuc¢e mjere kao napr. taloZenje mosta ili pasterizacija uz
uporabu selekcioniranih kvasaca ili ja¢im sumporenjem grozda. Kvasci obi¢no prestaju s
radom pri temperaturi od 35 — 40 °C, a na visokim temperaturama dolazi i do gubitka mirisnih
tvari 1 alkohola, jakog pjenjenja te razlijevanja vina. MoS$t koji vrije kod previsoke
temperature moZe 1 prestati sa vrenjem prije kraja fermentacije svog Secera, jer se kvasci
iscrpe, prije nego jesav Secer potroSen. Visoke temperature fermentacije daju vina slabije
kvalitete 1 postoji opasnost da se ponu razmnozavati 1 patogeni mikroorganizmi. Idealna
temperatura za fermentaciju bijelih moStova je ona izmedu 16 — 22 °C. Takoder, vrenju ne
pogoduju ni preniske temperature (manje od 10 °C), jer je tada ono slabo i dugotrajno, a moze
do¢i 1 do prestanka vrenja usprkos neprovrelom Seceru Sto je Cesta pojava u mnogim
podrumima u kasnu jesen. Kod prekida vrenja postoji opasnost od pojave hlapljivih kiselina,
octikavosti, nepoZeljnog sastava mosta, visoke koncentracije Secera, nedovoljnog sadrzaja
kiselina, visokog sadrzaja SO,, CO, itd. Idealna fermentacija je ona sa §to kracom
predfermentativnom fazom te ravnomjernom i ¢im duZom fermentacijom. MoStovi s velikom
koncentracijom Secera takoder mogu predstavljati problem, jer oni teSko zapocinju
fermentaciju 1 teSko je zavrSavaju. Vrenjem mostova na optimalnim temperaturama dobiva se
vino s vecom koli¢inom alkohola, izrazenijeg bukea i1 s manjim sadrzajem octene kiseline.

Osim temperature, ostali fizikalni ¢imbenici koji utjeu na fermentaciju su osmotski tlak
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(gustoca mosta), unutarnja povr$ina mosta (mutni most vrije intenzivnije) te tlak ugljiénog

dioksida.

Jedan od vaznijih kemijskih ¢imbenika koji utjecu na tijek alkoholne fermentacije je
Kisik, jer kvasci za svoj rast i razmnozavanje trebaju kisik pa most, do pocetka vrenja, treba
biti u kontaktu sa zrakom. Na gornji otvor bacve postavlja se vreljnjac¢a s vodom prikazana na
Slici 3. (Anonimus 3, 2016), koja omogucuje pracenje tijeka fermentacije, izlazak plinova
(COy,) iz bacve te sprjecavanje ulaska zraka i necistoca ¢ime pocinje anaerobni proces. Ako
dode do =zastoja fermentacije, moS$t treba ponovno prozraciti da bi se potaknulo

razmnoZavanje kvasaca.

Slika 3. Vreljnjac¢a (Anonimus 3, 2016)

Sljede¢i vazan ¢imbenik je koli¢ina kiselina u mostu, jer su one bitne za pravilan tijek
fermentacije, osiguravajuci optimalnu pH vrijednost (3 — 4) potrebnu za rad kvasaca. U mostu
1 vinu nalaze se organske kiseline, kao §to su: vinska, jabu¢na, mlijeCna, jantarna, ugljicna i
octena. Kvasci su vrlo osjetljivi na octenu kiselinu koja se pocinje stvarati ve¢ u ranoj fazi
fermentacije, iako je djelomi¢no proizvode i sami kvasci. Saccharomyces obi¢no proizvodi
octenu koli¢inu u granicama od 100 - 200 mg/L, na $to utjece soj kvasca, temperatura vrenja i

sastav mosta (Boulton i sur., 1996).
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Razli¢iti metali, kao Sto su bakar, zeljezo, aluminij, cink, prisutni na grozdu od
tretiranja zastitnim sredstvima ili sa strojeva mogu usporiti ili zaustaviti fermentaciju,a
takoder i antibiotik botriticin koji izluCuje gljiva Botrytis cinerea (prisutna na grozdu koje je
zarazeno sivom plijesni) moze usporiti vrenje. Kolicina alkohola je takoder vazna, jer razliciti
sojevi kvasaca podnose razlicite koncentracije. Vanjski faktori koji inhibiraju fermentaciju su

pesticidi, antiseptici, antivitamini (blokiraju metabolizam kvasaca) te zracenje.

Zbog navedenih razloga, vrlo je vazno kontrolirati intenzitet fermentacije i kvasceve

stanice vreljnjacom, kusanjem vina ili odredivanjem ostatka neprovrelog Secera.

Kvasac koristi energiju na dva nacina: iz Sefera u mostu putem respiracije, ¢ime
razlaze Secer uz prisustvo kisika te ga koristi za razmnozavanje, 1 fermentacije koja se odvija

bez prisustva Kisika.
Za svoje potrebe kvasac koristi kisik iz Secera prilikom njegove razgradnje:
Disanje (uz prisustvo zraka — aerobno)
CeH1206 = 6 CO, + 6 H,O + 673 cal
Fermentacija (bez prisustva zraka — anaerobna)

CeH1206 = 2 CoH50H + CO, + 33 cal

Fermentacija se dijeli na burnu i tihu. Burnu fermentaciju karakterizira istovremena
razgradnja velike koli¢ine Secera koja nastupa kada se kvasac razmnoZi u dovoljnoj koliini.
Posljedi¢no dolazi do naglog i velikog pada sadrzaja Secera, porasta temperature i jakog
pjenjenja uslijed oslobadanja velike kolicine CO,. Obi¢no traje 3 — 7 dana, a u slucaju
kontrolirane fermentacije i dulje. Nakon burne fermentacije nastupa tiha fermentacija koja je
period stiSavanja vrenja, kada temperatura znatno pada, a pjenjenje tekucine slabi, jer se
oslobada manje CO,. Tiha fermentacija moze trajati i do 6 tjedana. Suvremeniji nacini
fermentacija su usmjerene fermentacije koje se mogu voditi usporeno, sa viSom pocetnom
koli¢inom alkohola te kontinuirano. Ako se Zeli proizvesti vino na ovaj nacin, mora se izvrsiti
talozenje moSta na nacin da se most zasumpori 1 doda mu se odredena koliCina bistrila. Na taj
nacin blokiramo kvasce donesene na grozdu, koji uglavnom ugibaju, a sumporni dioksid i

bistrilo ubrzavaju talozenje u mostu prisutnih necistoca (Cestica zemlje, dijelova bobice,
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ostataka sredstava za zaStitu, raznih sluzi mosta i dr.). TaloZenje uglavnom traje od 10 — 24

sata, a najvise ovisi o temperaturi. Zatim se most dekantira i prebacuje u vrionicu uz dodatak

selekcioniranih kvasaca.

Proizvodnja crnog vina razlikuje se od proizvodnje bijelog vina kao $to je prikazano

na Slici 4 (Arvanitoyannis, 2006; Devesa-Rey, 2011). Kod crnih vina, nakon muljanja dobiva

se masulj, u kojem je sok pomijesan s kozicama i sjemenkama te se on sumpori. Sumporenje

je neophodno, jer je i boja crnih vina podlozna oksidaciji, jae se izluCuje i uniStavaju se

octene bakterije.

BIJELO BERBA GROZPA CRNO
VINO * VINO
| RUNJANJE |—>| OTPAD |
| MULJANJE |
— ~a
PRESANJE FERMENTACUA |
OTPAD MACERACIA OTPAD
v v
FERMENTACUA PRESANJE OTPAD
v v
OTPAD SEDIMENTACIA | ZAVRSETAK
PRETAKANJE FERMENTACIJE
v
SEDIMENTACIJA I OTPAD
PRETAKANJE
v v
JABUCNO-MLIJECNA FERMENTACIJA
v
SEDIMENTACIJA | PRETAKANJE —>| OTPAD
v
DOZRIJEVANJE | BISTRENJE
v
FILTRACIJA | STABILIZACIUA —P| OTPAD
v
PUNJENJE U BOCE

Slika 4. Shema proizvodnje crnog i bijelog vina
(Arvanitoyannis, 2006; Devesa-Rey, 2011)
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Nekoliko sati nakon sumporenja masulju se dodaje vinski kvasac. Masulj fermentira u
otvorenim posudama kako bi se izvukla boja iz pokozice. Pri tom vrenju najvaznija je
poviSena temperatura i prisutnost alkohola. Dio vrenja je i postupak maceracije, odnosno,
izlu€ivanja tvari boje iz pokozice, taninskih tvari i minerala koji prelaze u most. Vrenje
masulja provodi se na nekoliko nacina, odnosno, dva osnovna postupka: hladni i toplinski
(termicki) postupak. Toplinski se radi u ve¢im vinarijama, dok se hladni provodi u vinarijama
manjih proizvodaca. Taj se postupak moze provoditi otvoreno i zatvoreno. Daljnji postupak

prerade se provodi isto kao i za proizvodnju bijelog vina.

2.2.7. Jabu¢no-mlije¢na fermentacija

Do 4 tjedna nakon alkoholne fermentacije moze do¢i do bioloSkog smanjenja kiselosti
vina tako da mlije¢no-kisele bakterije Leuconostoc oenus, u za njih povoljnim uvjetima,
metaboliziraju oporu jabuc¢nu kiselinu u blazu, okusno kvalitetniju mlije¢nu kiselinu i
ugljikov dioksid. Nakon razgradnje jabucne kiseline, vino postaje znatno pikantnijeg i

skladnijeg okusa. Smanjenje koncentracije ukupnih kiselina moze iznositi 1 —3g/L, pa i viSe.

Jabu¢no-mlijecna fermentacija poZeljna je u crnim vinima koja dulje dozrijevaju kako
bi postigla optimalnu kakvocu, u vinima za Sampanjizaciju te bijelim, dobro dozrelim, vinima,

kod kojih se traZi stanovita osobina starosti.

2.2.8. Pretakanje vina

Pretakanjem se odvaja mlado vino od taloga koji se nakupio na dnu posude. Prvi se
pretok preporuca u studenom, nastupom prvih hladnijih dana, drugo pocetkom sijecnja, a
treCe pocetkom ozujka. Ukoliko je u vinu ostalo neprovrela Secera, obavlja se naknadno
vrenje na nacin da se uzmuti talog slatkog nepretoenog vina, koje se iza toga obilno zraci
pretakanjem za bolje razmnozavanje kvasaca. Naknadna fermentacija moze se posti¢i i
zagrijavanjem vina uz grijace ili podizanjem taloga sa dna posude kako bi se kvasci aktivirali.
Takoder, moZe se upotrijebiti zdravo grozde nekog drugog nepretoenog vina, a koje nije

potpuno provrelo ili selekcioniranim vinskim kvascem.
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Kada se Zeli ostaviti odredena koli¢ina neprovrelog Secera koji vinu daje blazi okus te
povecava harmonicnost vina, provrelom se vinu u pripremi dodaje ugusé¢eni most, porijeklom
iz istog vinorodnog podrucja ili zaustavljanjem vrenja u fermentaciji, pazeci pritom da su

omjeri Secera, kiselina i alkohola u ravnotezi.

2.2.9. Bistrenje vina

.....

koloidne cestice, koje lebde u vinu. Upotrebom sredstva za bistrenje postize se puno veci
stupanj bistro¢e. Postoje kemijska bistrila koja se spajaju s odredenim sastojkom vina u
netopiv spoj koji se talozi (napr. Zelatina, bjelance jajeta, mlijeko) i mehanic¢ka koja povlace
muteZ vina sa sobom na dno bacve (kaolin, Spanjolska zemlja, ugljen, celuloza, vinski talog i

dr.).

2.2.10. Filtracija vina

Filtriranje je postupak odstranjivanja necistoa iz vina zadrZavanjem cestica na
filtracijskom sloju kroz koji prolazi vino, a odvajanje se moze posti¢i zadrZzavanjem cestica ili
apsorpcijom (Cestice se zadrzavaju zbog privlacenja uslijed razlike elektri¢nog naboja).

Filtracijom se postize najbolje bistrenje vina.

2.2.11. Punjenje vina u boce

Nakon zavrSene dorade, stabilizacije 1 filtracije, slijedi punjenje vina u boce,a proljece
je idealno vrijeme za punjenje kvalitetnih bijelih vina, jer su tada potpuno izraZene sortne
karakteristike. Boce za punjenje prvo treba namociti u toploj vodi, zatim isprati ¢etkom u 2 %
otopini sode, a nakon toga isprati toplom i hladnom vodom te ih pustiti da se iscijede. Treba
koristiti nove plutene ¢epove, a neposredno prije upotrebe drzati ih 10 — 12 sati u hladnoj
vodi. Danas se prakticira sterilno punjenje u atmosferi inertnog plina kako bi se eliminirao

kisik u boci.
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2.3. Biotehnologija kvasaca u prehrambenoj industriji i i industriji pica

Autohtona fermentirana hrana, kruh, sir i vino, proizvode se i koriste tisu¢ama godina
u prehrani ljudi te je ustanovljeno da fermentirana hrana doprinosi jednoj tre¢ini hrane u
svijetu. Cilj prehrambene tehnologije je poboljsati svojstva sojeva kvasaca i unaprijediti
kontrolu procesa, povecati prinos, iskoristenje, kvalitetu, sigurnost i dosljednost konacnog

proizvoda (Chapman, 1991).

Dva najpopularnija proizvoda procesa alkoholne fermentacije su vino i pivo.
NajkoriSteniji sojevi kvasaca u ovim procesima izabrani Su zbog njihove uspjesne
fermentacije. Medutim, uz uobiCajenu razgradnju Secera u alkohol i COj, metabolizam
kvasaca takoder proizvodi i1 razne metabolite, ukljucujué¢i vitamine, antimikrobne
komponente, aminokiseline, organske kiseline (limunska kiselina, mlijecna kiselina) i tvari
arome (esteri i aldehidi). Spomenuti metaboliti uvelike doprinose kvaliteti i karakteru
konacnog proizvoda, posebice u vidu arome, okusa i mikrobioloske stabilnosti (Lambrechts i
Pretorius, 2000). Znatna koli¢ina trenutnih istrazivanja u akademskoj zajednici i industriji
usmjerena je ka primjeni biotehnologije kvasca u poboljSanju uspjesSnosti fermentacije te
proizvodnju, kvaliteti i prinosu metabolita (Cereghino i Cregg, 1999; Stephanopoulos i sur.,
2004). Tradicionalne metode geneti€¢kog inZenjerstva, klasicna mutageneza 1 hibridizacija,
koriste se kako bi se unaprijedili sojevi kvasaca koji se najvise koriste u pekarskoj industriji te
industriji piva i vina (Pretorius i Bauer, 2002). Metode rekombinantne DNA takoder se
koriste u genetickoj manipulaciji kvascima kako bi se potaknula ekspresija Zeljenih gena,
sprijecila ekspresija ostalih gena ili se odredeni geni inaktiviraju kako se neki metabolicki
putovi ne bi odvijali. Geneti¢ke manipulacije vinskih kvasaca u svrhu poboljSanog izlucivanja
enoloski vaznih enzima (Malherbe i sur., 2003; Louw i sur., 2006), proizvodnje tvari arome
(Lilly i sur., 2006), proizvodnje glicerola (Cambon i sur., 2006), razgradnje malata
(Volschenk i sur., 1997) i smanjene proizvodnje etanola (Heux i sur., 2006) pokazale su se

kao prihvatljiv pothvat.

Neki geneticki modificirani kvasci, prikladni u proizvodnji pekarskih proizvoda, vina i
piva, odobreni su za upotrebu iako nijedan od tih sojeva nije komercijalno koristen u

proslosti. Mogu¢nosti daljnjih, geneticki modificiranih kvasaca su nebrojene.
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2.4. Sistemska biologija

2.4.1. Razvitak sistemske biologije

Tradicionalna znanost o vinogradarstvu te vinarstvu i enologiji sukobljene su sa
kompleksnosti procesa te mnoge studije, dok prikazuju posljedice odredenih parametara,
¢esto ne uspiju identificirati uzrok istih. U samom vinogradu, velik broj parametara utjeCe na
rast 1 sastav bobice grozda, posebice okoli$ni faktori kao §to su tlo, zrak, nagib i klima. Ovi
¢imbenici djeluju zajedno s genetiCkim potencijalom sorte grozda ili individualne biljke. Sa
glediSta proizvodnje vina, krajnji mjerodavni rezultat ovih procesa, definiran je kemijskom
strukturom grozda, poznat i kao metabolom grozda (Driesel i sur., 2003; Cramer i sur., 2007).
Tradicionalna istrazivanja biologije vinove loze (sa fizioloskog, genetickog i molekularnog
pristupa) pridonjela su uspostavi veze izmedu odredenih okoliSnih parametara sa sadrzajem
grozda i sastavom mosta. Ipak, u cjelini, saznanja o biologiji vinove loze ograni¢ena su zbog
nepotpunih molekularnih mapa i nepotpunih saznanja vezanih uz geneticku regulaciju ovih

drvenastih biljaka.

Mnogi faktori pridonose ekspresiji metaboloma grozda te utjeCu na karakteristike
zavr$nog proizvoda. Takvi faktori ukljucuju tretman grozda 1 mosta prije same fermentacije,
fizikalne parametre koji prevladavaju tijekom fermentacije te utjecaj istih na dinamicki,
mikrobni ekosustav koji ¢e se kontinuirano prilagodavati i mijenjati tijekom fermentacije.
Ekosustav alkoholne fermentacije obi¢no se sastoji od mnogobrojnih sojeva bakterija
mlijecne 1 octene kiseline, kao 1 Siroki spektar raznih vrsta kvasaca i plijesni. Sa enoloske
strane, najvazniji od svih navedenih mikroorganizama je, znanstveno najproucavaniji, kvasac
Saccharomyces cerevisiae. Taj kvasac se najbolje prilagodio nepovoljnim uvjetima tijekom
alkoholne fermentacije kao $to su visoki osmotski tlak, niska pH vrijednosti posebice, rastuca
koncentracija etanola (Attfield, 1997). Posljedi¢no, vecéina istrazivanja alkoholne fermentacije

orijentirana su oko ovog mikroorganizma.

lako razumijevanje bioloskih sustava brzo raste ta znanja su temeljena isklju¢ivo na
jednostavnim principima sa naglaskom na pojedina¢ne komponente kao Sto je pojedinacni
gen ili protein unutar bioloskog sustava, ali su doprinjela razumijevanju bioloskih sustava
mapiranjem genetickih 1 metabolickih putova. Medutim i dalje nije moguce razjasniti sloZzene
bioloske veze koje opisuju zive organizme. U konacnici, sloZeni sustavi mogu se jedino

objasniti slozenim, analizama visoke razlucivosti.
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Zahvaljujuéi razvitku novih tehnologija u bioloskim i kemijskim znanostima, kao i
napretku statistiCkih i drugih obrada podataka, takve slozene analize postale su jedinstvena
prilika u razumijevanju bioloskih sustava kao cjeline. Ovakav pristup nalazi se pod pojmom
,sistemska biologija (biologija sustava)“ Sto ukazuje da se proucavanju bioloskih procesa
pristupa sa gledista cijele stanice ili cijelog organizma te je prikazanna Slici 5 (Anonimus 4,
2016). Sistemska biologija je holisticki pristup razjasnjenju slozenosti bioloskih sustava koja
pocinje od Cinjenice da je cjelina vaznija od zbroja svih njenih dijelova. To je znanstvena
disciplina koja integrira mnoga podrucja, biologiju, raCunalne znanosti, inzenjerstvo,
bioinformatiku, fiziku i druge, kako bi predvidjela promjene unutar sustava s obzirom na
razliCite uvjete. Mikroorganizam Saccharomyces cerevisiae predstavlja glavni modelni
organizam molekularnih i stani¢nih biologa stoga isti sluzi u naglasku vaznosti “omnika“ u

enologiji.

Grage cell

Exc-metaboiones of
yeastang bacteria &L, 388

Slika 5. Sistemska biologija(Anonimus 4, 2016)

2.4.2. Pozadina biologije stanica

Metabolicko inZenjerstvo je povezano sa genetiCkom strukturom organizama kako bi
se postigao odredeni fenotip (Bailey, 1991). Stanice se sastoje od sloZene mreze regulatornih
mehanizama koji se odupiru genetickim promjenama kao §to su mutacije koje stvaraju nove
putove za kontinuirani, snazan izri¢aj (Farmer i Liao, 2000). Kontrola metabolickih procesa
kre¢e od prijenosa informacija sa genoma, preko transkripcije i translacije, do kona¢nog

utjecaja na aktivnost enzima. Medutim, regulacija povratnom spregom prisutna je u mnogim
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putovima. ,,Omnicke™ znanosti danas mogu promatrati i analizirati cijele sustave bioloskih
makromolekula kao Sto su DNA, RNA, proteini i metaboliti sa glediSta cijele stanice, tkiva,
organizma ili populacije (Brown i Botstein, 1999; Bruggeman i Westerhoff, 2007). Iz takvih
znanosti razvile su se specijalizirane znanosti, transkriptomika, proteomika i metabolomika,
ovisno na kojoj bioloskoj razini se odredene informacije analiziraju. Dok se veéina analiza
svodi na kvantifikaciju, neke tehnologije pokusavaju odrediti medudjelovanje pojedinih

komponenata (interaktomika) te geneticke i metabolicke putove unutar sustava (fluksomika).

Informacije dobivene iz spomenutih znanosti omogucuju objasnjenje prirodnih
bioloskih interakcija (Goryanin i sur., 1999). Dobivene informacije mogu se Koristiti u
matematickom modeliranju $to omogucéava racunalnu kontrolu procesa te predvidanje
odgovora sustava na specificne podrazaje (Palsson, 2000; Price i sur., 2003). Velike koli¢ine
podataka dobivene ovim pristupima zahtijevaju istovremeno unaprjedenje odredenih polja
znanosti poznati kao bioinformatika i viSestruka analiza podataka (Palsson, 2002; Ge i sur.,
2003; Larsson i sur., 2006; Lavine i Workman, 2006).

2.4.3. Genomika

Pocetna tocka svih istraZivanja na razini sustava je genom, jer promjene u sekvenci
genoma odredenog organizma utjeu na njegova fenotipska obiljezja. Genomsko
sekvencioniranje je proces u kojem se cjelokupna DNA odredenog organizma odreduje
odjednom $to ukljucuje kromosomsku DNA kao i mitohondrijsku DNA. Temeljni nacin
izvedbe genetskog sekvencioniranja se promijenio, jer dijelovi gena pruzaju mnoge

informacije koje se koriste u znanstvene svrhe.

Prvi organizam s potpuno sekvencioniranim genomom je Saccharomyces cerevisiae
(Goffeau i sur., 1996). To otkrice omogucilo je biolozima bolje razumijevanje fiziologije
kvasaca na molekularnoj razini. Glavni cilj genomskog sekvencioniranja je identifikacija svih
gena u organizmu te su racunalne metode identifikacije gena, koji kodiraju za proteine, vrlo
razvijene, posebice za zbijene genome kao Sto je kod Saccharomyces cerevisiae, cija je
gusto¢a kodiraju¢ih gena priblizno 75% (Goffeau i sur., 1996). Zahvaljujuci tome, genom
laboratorijskog soja S288c vrlo dobro je odreden s jasno opisanim kodiraju¢im i regulatornim

regijama te je lako dostupan znanstvenicima.
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Sojevi vinskih kvasaca odlikuju se velikom raznovrsnoscu velicine i broja kromosoma
¢ime se bitno razlikuju od laboratorijskih sojeva te su takoder aneuploidi (Bakalinsky i Snow,
1990). Kromosomske promjene ukljucuju povecanje ili smanjenje broja kromosoma te razne
delecije i/ili duplikacije (Adams i sur., 1992; Rachidi i sur., 1999). Nazalost, vrlo malo DNA
sekvenci vinskih kvasaca je objavljeno i dostupno u javnim bazama podataka (Masneuf i sur.,
1998). Medutim, homologni slijed laboratorijskog soja S288c 99% je slican onom kod
vinskog kvasca $to znaci da se informacije dobivene iz sekvenci soja S288c mogu upotrijebiti

za sistemsku analizu sojeva vinskih kvasaca (Puig i sur., 1998; 2000).

Veliki korak u genomici vinskog kvasca postignut je nedavno kada je australski
vinarski istrazivacki institut (Australian Wine Research Institute) zavrSio sekvencioniranje
genoma komercijalnog kvasca soja AWRI1631 (Borneman i sur., 2008). Zanimljivo je da se
samo 0,6% spomenutih sekvenci razlikuje od onih u laboratorijskom kvascu S288c te je
otkrivena dodatna sekvenca DNA (dovoljna da nosi najmanje 27 gena) kod vinskih kvasaca.
Veéina sekvenci tih pretpostavljenih gena ne pokazuju sli¢nost sa genima pronadenim u
ostalim sojevima Saccharomycesa, ali pokazuju sli¢nost sa genima pronadenim u daljnjim
sojevima gljiva. Neki od tih gena specifi¢nih za vinske kvasce kodiraju za proteine koji su
povezani sa stanicnom stijenkom S§to moZze objasniti preZivljavanje vinskih kvasaca u
nepovoljnim uvjetima proizvodnje vina. Pojavljuju se, takoder, i geni koji kodiraju za unos
aminokiselina §to moguce ukazuje na utjecaj na aromu 1 okus vina zbog povezanosti

metabolizma aminokiselina sa stvaranjem hlapivih tvari arome.

Zahvaljuju¢i razvitku raznih tehnika sekvencioniranja, softverskih alata koji
omogucuju automatsko objasnjenje genoma, sve viSe genoma se sekvencionira i postaje javno
dostupno. Tada komparativna genomika omoguc¢ava detaljnije objasnjenje genoma, u smislu

proizvodnje vina.

2.4.4. Transkriptomika

Kao $to je ve¢ spomenuto, uobicajeno objasnjenje sustava krece od genoma, jer na
promjene u fenotipu mogu utjecati promjene u genima ili one na razini transkripcije. Nakon
sekvencioniranja kvasca Saccharomyces cerevisiae razvijeni su mnogi uredaji za analize
temeljeni na znanju genskog sekvencioniranja te funkcionalnih zapaZanja iz 90% kodirajucih

gena genoma kvasaca. Uslijedio je izazov objaSnjenja cjelokupne funkcionalne genomike kao
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slijedec¢i korak u potpunom razumijevanju i objasnjenju fiziologije i metabolizma kvasaca.
Funkcionalna genomika je relativno novo podrucje istrazivanja s ciljem odredivanja principa
ekspresije gena 1 interakcija unutar genoma. To bi moglo objasniti na¢in na koji kvasci
reagiraju na promjene u okoliSu na genetickoj razini te time unaprijediti tehnoloSke procese
promjenom uvjeta u kojima se odvijaju. Kao $to je ve¢ spomenuto, postoje znacajne razlike
fermentacijske sposobnosti raznih sojeva vinskih kvasaca u smislu izlucivanja enoloski
vaznih enzima, usporavanja ili zaustavljanja fermentacije, proizvodnje tvari arome te
proizvodnje nezeljenih okusa. Ukratko, sojevi se drasticno razlikuju prema kvaliteti vina
kojeg proizvedu. Te razlike medu sojevima Saccharomyces cerevisiae su nasljedne i time
geneticki odredene. Funkcionalna genomika pokazuje potencijal u objasnjenju tih genetickih
razlika dopustaju¢i nekim sojevima bolju izvedbuu odredenim procesima, a nekima ne.
Takoder, ima velike izglede u definiranju 1 modificiranju nedostiznih metabolickih

mehanizama kojima se kvasci prilagodavaju na razne uvjete okolisa.

Tehnologija transkriptomike rezultat je medudjelovanja vise tehnologija kao $to su
DNA sekvencioniranje, sinteza oligonukleotida, biokemija fluorescencije te racunalna
statistika. Sve to omogucuje mjerenje obilja mRNA (Lander, 1999) §to objaSnjava utjecaj
cjelokupnog sustava metabolicke 1 fizioloSke kontrole na transkripciju identifikacijom
razli¢ito eksprimiranih gena. Prema tome, moguce je promatrati ekspresiju mnogih, ako ne i
svih gena istovremeno, ukljucujuci i one sa nepoznatom bioloskom funkcijom. Odredivanjem
slicnosti transkripcije, predvidena je uloga mnogih, nekada neobjaS$njenih, gena temeljem
pretpostavke da su koeksprimirani geni funkcionalno povezani. Raniji primjer tih pretpostavki
bila je identifikacija gena koji su razli¢ito eksprimirani u kvascu Saccharomyces cerevisiae
kao odgovor na metaboli¢ku zamjenu sa rasta na glukozi na dvostruki rast na glukozi i
etanolu (Da Silva i sur., 1997).

Mnoga istraZivanja transkriptomike kvasaca provedena su na kemostatskim kulturama
koje pokazuju da hranjive tvari koje ogranicavaju rast imaju vaZan utjecaj na cjelokupni
transkripcijski odgovor genoma kvasaca na promjene u okolisu (Boer i sur., 2003; Usaite i
sur., 2006).Stvaranje profila transkripcije kvasaca koji su izlozeni raznim nepovoljnim
uvjetima omogucuje podrobnije razumijevanje utjecaja tih promjena na stanicu, na razini
transkripcije (Gasch i sur., 2000; Kuhni sur.,2001; Gasch i Werner-Washburne, 2002). Ovi
primjeri ucestalih promjena i karakterizacije sistemskog fenotipa (na razini ekspresije gena)
pruzili su mnos$tvo uvida u stanicu te time unaprijedili mikrobnu biologiju. Takoder,

objavljena su neka istrazivanja transkriptomike povezana sa sojevima vinskih kvasaca
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(Erasmus i sur., 2003; Rossignol i sur., 2003; Varela i sur., 2005; Mendes-Ferreira i sur.,
2007; Marks i sur., 2008; Pizarro i sur., 2008; Rossouw i sur., 2008). Ta istrazivanja poblize
su prikazala geneticke 1 regulatorne mehanizme ukljucene u fermentaciju Sto je omogucilo
bolje razumijevanje tog vaznog procesa. Primjerice, Pizarro i sur., (2008) su prikazali kako
porast temperature i ogranic¢enje dusika utjece na razne fizioloske i transkripcijske odgovore u
laboratorijskim i vinskim sojevima kvasca Saccharomyces cerevisiae. Otkriveno je da je
metabolizam vinskih kvasaca neustaljen $to objasnjava kompetitivnu prednost vinskih sojeva
kvasaca u stvarnoj fermentaciji vina. Time je objasnjena sposobnost vinskih kvasaca da se
razmnozavaju i proizvode vise prinose biomase na niskim temperatura i to s istom koli¢inom

dusika u usporedbi sa laboratorijskim kvascima.

2.4.5. Proteomika

Proteomika je grana znanosti kojoj je cilj karakterizirati i identificirati sve proteine i
interakcije izmedu proteina u odredenoj vrsti (Hartwell i sur., 1999; Ideker i sur., 2001a).
Pove¢anom razinom transkripcije ne moZze se dokazati doprinos kodiraju¢ih proteina
staniénom odgovoru u neposrednoj eksperimentalnoj analizi. lako ekspresija gena nije
direktno povezana sa ekspresijom proteina (Ideker i sur., 2001b), proteinski produkti gena
koji su koeksprimirani pod razliitim uvjetima Cesto su funkcionalno medusobno povezani
kao dio istog puta ili kompleksa (Grigoriev, 2001; Ge i sur., 2001). Uzimajuci u obzir da
razine transkripcije nisu direktno povezane sa koli¢inom proteina i in vivo putovima (Griffin i
sur.,2002; Washburn i sur., 2002; Daran-Lapujade i sur., 2004), opSirne baze podataka
transkriptomike moraju se kombinirati i usporediti sa ostalim podsustavima podataka kako bi
zajednicke informacije pruzile bolje i znacajnije informacije o Zeljenom sustavu (Tong i sur.,
2002). Kombiniraju¢i mnoga saznanja stani¢ne i molekularne biologije kao $to je koli¢ina
proteina i ekspresija transkripcije, omogucéava se konstrukcija to¢ne i cjelovite stani¢ne mape
(Walhout i sur., 2002).

Odredivanje genomske baze proteina nije joS izvedivo, ali su razvijene metode za
odredivanje relativnih koli¢ina proteina izmedu uzoraka  (Smolka i sur., 2002).
Konvencionalna kvantitativna analiza proteoma primjenjuje dvodimenzionalnu (2D) gel
elektroforezu (O’Farrell, 1997) za razdvajanje smjese slozenih proteina nakon cega slijedi
razgradnja u gelu te masena spekrometrija za identifikaciju proteina. Vise od 1500 topivih

proteina kvasaca otkriveni su i vrlo dobro izolirani dvodimenzionalnim gelom. Ova tehnika
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omogucuje otkrivanje promjena u sintezi proteina, modifikacije proteina te degradacije do
kojih dolazi uslijed okolisnih ili genetickih promjena. Nedostaci ove metode su nemoguénost
identifikacije vecine proteina sa proteinske mape kvasaca, slaba dosljednost podataka, teza
detekcija slabo zastupljenih i hidrofobnih proteina te slaba dinamicka razina detekcije (Fey i

Larsen, 2001; Rabilloud, 2002).

Kako bi se prevladali spomenuti nedostaci, kromatografija visoke razludivosti u
kombinaciji sa masenom spektrometrijom moze se koristiti za brzu i to¢nu identifikaciju
proteina dok god protein/i ve¢ postoji/e jedinstveno u bazi podataka (Mann i sur., 2001).
Najces¢e koristen pristup sa visokorazdjelnom tekuéinskom kromatografijom (HPLC) za
separaciju peptida od proteina dobivenih iz kompleksnih proteoma je 2D nano-tekuéinska
kromatografija i masena spektrometrija (LC/MS). Ovim pristupom, u prvom dijelu, koristi se
kolona sa jakom izmjenom kationa (SCX), a slijedi ju kolona obrnutih faza (RP) (Nagele i
sur., 2004). Ukupno je 1504 kvascevih proteina nedvosmisleno identificirano u jednoj analizi
koristenjem 2D kromatografije s dvostrukom masenom spektrometrijom (MS/MS) (Peng i
sur., 2002).

Zabiljezeni su prvi napretci proteomike fermentiraju¢ih kvasaca, obi¢no vezani sa
transkriptomickim ili metabolomickim analizama (Brejning i sur., 2005; Salvadé i sur.,
2008). Ova istrazivanja objasnila su faze rasta fermentiraju¢ih kvasaca te predlozila nove
metode industrijske primjene. Proteomicka istraZivanja o tome kako kvasci reagiraju na razne
promjene u okoliSu takoder su poboljSala saznanja o funkcionalnim modulima uklju¢enim u
kvas¢ev odgovor na specificne okolisne faktore (Vido i sur., 2001; Kolkman i sur., 2006).
Primjerice, Kolkman i sur. (2006) je usporedio kvasceve odgovore na uvjete kada je dusik
ogranicavajuci faktor te kada je ugljik: usporedba razine transkripcije i proteina pokazala je da
je porast razine proteina tijekom limitacije glukoze vecinom transkripcijski kontroliran, a
doregulacija proteina tijekom limitacije dusika primarno je kontrolirana na posttranslacijskoj

razini povecanom translacijskom uspjesnosti i /ili smanjenom degradacijom proteina.

2.4.6. Metabolomika

Karakterizacija fenotipa vrste primarno se oslanja na mnostvo transkripata i koli¢ine
proteina. Tek se rijetko manji metaboliti ukljucuju u analize sustava zbog poteskoca u

uzorkovanju 1 analiziranju spomenutih molekula. Veliki problem c¢ine brze promjene ili
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oscilacije u koli¢ini metabolita u metabolickom putu, ¢ak i kada je taj put uravnotezen i
neometan. Manje molekule takoder sadrze Siri spektar kemijskih karakteristika nego

primjerice RNA transkripti te se teze istovremeno mjere (Dettmer i sur., 2006).

Unato¢ svim, ve¢ navedenim, poteSko¢ama, napredci u visokorazdjelnim metodama
analize analiticke kemije omogucuju otkrivanje i relativnu kvantifikaciju velikog broja
metabolita istovremeno (Dunn i Ellis, 2005; Smedsgaard i Nielsen 2005; Villas Boas i sur.,
2005). Plinska kromatografija zajedno s masenom spektrometrijom omogucuje
visokorazdjelne analize u relativno kratkom vremenu 1 uz prilicno nisku cijenu. Plinska
kromatografija odjeljuje metabolite dok masena spektrometrija identificira i kvantificira
metabolite s obzirom na odgovarajuci pik standarda na grafu. Specifi¢no, kemijske analize
vina postigle su izvanredan napredak tijekom posljednjeg desetljea te je sada moguce
kvantificirati veliki broj kemijskih komponenti (hlapivih i nehlapivih) sa zna¢ajnom to¢noséu
(Villas Boas i sur., 2005). Osim plinske ili tekuc¢inske kromatografije i masene spektrometrije
(GCMS ili LCMS), razvojem dvodimenzionalnih tehnika povecana je djelotvornost
razdvajanja 1 uspjesnost ukljucujuéi spojeve raznih fizikalno-kemijskih svojstava u jednu
analizu spojeva (Adahchour i sur., 2006; Campo i sur., 2006).

Metaboliti su kljucni regulatori stanicne homeostaze te time promjene koliCine
specificnih grupa metabolita mogu se objasniti kao odgovor sustava na promjene u okoliSu.
Zbog toga njihovo prouCavanje pruza vaZan korak u shvacanju i1 karakterizaciji sloZenih
fenotipova kao 1 identifikaciju biomarkera za specifi¢ne fizioloSke odgovore. Testiranje stanja
metabolita predstavlja priliku za identifikaciju raznovrsnijih skupova aktivnih molekularnih
veza, posebice u smislu jake regulacije transkripcijskih i translacijskih procesa odredenim
metabolitima. Metabolicki profili mogu definirati okosnicu procesa koji se javljaju kao
odgovor na razvojne, geneticke ili okoliSne ucinke te su time korisni u definiranju stani¢nog
fenotipa (Allen i sur., 2003). Metabolicke informacije takoder mogu biti unesene u baze
podataka koje integriraju transkripciju, proteinske interakcije i metabolicke aktivnosti kako bi

se odredilo cjelokupni profil stanicnog odgovora.

Jasnija karakterizacija metaboli¢kog stanja fermentiraju¢eg kvasca trebala bi
omoguciti bolje razumijevanje reakcija izmedu razliCitih putova te mozZe unaprijediti
identifikaciju klju¢nih stani¢énih mehanizama (Cakir i sur., 2006). Zadnjih nekoliko godina
raste broj metabolomickih istrazivanja na kvascima (Daran-Lapujade i sur., 2004; Beltran i

sur., 2006; Kresnowati i sur., 2006; Villas-Boas i sur., 2007) kojima su pruzeni bolji uvidi u
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molekularne procese povezane s odgovorima kvasaca na okoliSne faktore kao Sto su
temperatura fermentacije i dostupnost supstratas ugljikom. Primjerice, Kresowati i sur. (2006)
ukazli su da unato¢ prestanku limitacije glukozom stani¢na homeostaza je uspostavljena
znaCajnim porastom koliCine trehaloze-6-fosfata nakon Cega je uslijedila uskladena povratna
regulacija tri gena koji kodiraju za heksokinazu kako bi se sprije¢ila ,,smrt ubrzana
glukozom®. Uslijedila je trenutna prilagodba kolicine fruktoza-2,6-difosfata time dokazujuci
da se stanicni mehanizmi odgovorni za prilagodbu razine metabolita nalaze u srediSnjem

metabolizmu ugljika.

2.4.7. Fluksomika

Jo$ jedna vazna prepreka racionalnoj optimizaciji kvasca za industrijsku primjenu je
nedostatak pouzdanog, sveobuhvatnog metabolickog modela koji bi sadrzavao veéinu
stehiometrijskih, kineti¢kih i regulatornih u¢inaka na unutarnje konverzije metabolita i
odvijanje metabolickog puta tijekom mreze stani¢nih reakcija (Edwards i Palsson, 2000).
Kako bi se u potpunosti shvatio metabolizam bilo koje stanice/tkiva/organizma trebaju se
proucavati 1 metaboliti 1 njihovi metaboli¢ki putovi. Definiranje metabolickog puta
predstavlja najvazniju komponentu pri odredivanju vrste za metabolicko inZenjerstvo
(Stephanopoulos i sur., 2004). Razvijene su nove metode za mjerenje metabolickih putova
temeljem tehnologije NMR i MS ¢ime se provode tofna mjerenja visoke razludivosti
koristenjem supstrata oznaenih radiozracenjem (Szyperski, 1998; Christensen i Nielsen,
1999). U ovim metodama se ‘*C-oznaceni supstrat ugraduje u stanicu kako bi se pratilo
odvijanje metabolizma (Wiechert, 2001). Uska povezanost razli¢itih dijelova metabolizma
znali da se promjene unutar puta jednog dijela metabolizma §iri na mnoge druge povezane
dijelove (Nielsen, 2003). Na taj nacin razvitkom potrebnih matematickih modela, mjerenja
cak samo nekoliko metabolickih putova mogu pruziti znacajne informacije povezane sa

cjelokupnom metabolickom mrezom (Wiechert i sur., 1997).

Metaboli¢kim putovima moze se objasniti fenotip i protok ugljika u sustavu s obzirom
na bilo kakvu promjenu (Nielsen, 2003) Sto se primjenjuje u metabolickom inZenjerstvu i
sistemskoj biologiji kvasaca. Modeliranjem metabolickog puta moze se odrediti genomska
stani¢na svojstva metabolizma odredenog organizma te nadalje olakSati konstrukcija modela
temeljem ,,omnickih* podataka (Sauer, 2004). Na primjer, razvijeni su modeli sa ograni¢enim

mrezama Koriste¢i reakcijsku stehiometriju (Reed i Palsson, 2003). Ovakvi modeli sastavljeni
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su povezivanjem metabolita i reakcija u kojima sudjeluju kako bi se formirao metabolicki graf
koji se zatim koristi za optimizaciju reakcijskih putova sa specificnom ciljnom funkcijom (na
primjer biomasa ili tvorba fermentiraju¢ih produkata). Genomski modeli su takoder razvijeni i
za kvasce (Forster i sur., 2003a; Duarte i sur., 2004), Sto zna¢i da se predvidanja ugljikovog
metaboli¢kog puta mogu povezati sa ostalim ,,omnickim* podacima u interpretacijske svrhe i

daljnji razvitak strategija metabolickog inZenjerstva.

2.4.8. Interaktomika

U konacnici, sistemska biologija suo¢ena je sa impresivnim zadatkom interpretiranja i
povezivanja razli€itih skupova bioloskih podataka sa razli¢itih razina 'omnickih' istrazivanja
kako bi se razjasnili mehanizmi sloZenih bioloskih pojava. Usporedbom kvascevih
transkriptoma 1 proteoma u razli¢itim uvjetima kultivacije pokazalo se da je viSestupanjska
analiza nuzna za sistemsku biologiju kvasaca (Kolkman i sur., 2006) kako bi se izbjeglo

moguce gubljenje uzro¢no-posljedi¢ne veze sa drugih stadija koji utjecu na sustav u cjelini.

Znacajniji napredci u sekvencioniranju genoma, transkripciji te proteinskom i
metabolickom profiliranju nisu uvijek nasli uspjesnu primjenu u metabolickom metabolizmu
kvasaca i drugih mikrobnih sustava. Razlog tomu je nemoguénost potpunog prevodenja
velikih baza podataka u smisleni model koji objasnjava kako komponente zajedno
funkcioniraju pri izvedbi odredenog dogadajau stanici (Vemuri i Aristidou, 2005). Analize
komparativne transkriptomike i egzometabolomike uspjesno predvidaju utjecaj promjena na
razini ekspresije pojedinacnih gena na sloZenu mreZzu putova koji proizvode tvari arome
(Rossouw i sur., 2008). Zavrsna komponenta uspjesnih istrazivanja sistemske biologije nalazi
se u podrudju interaktomike koja nastoji, pomocu matematickog modeliranja i simulacije,

spojiti informacije iz razli¢itih faza analize (De Jong, 2002).

Racunalni stani¢ni modeli postali su neizostavni pri analizi slozenih bioloskih sustava.
Razne statisticke metode povezuju velike baze podatka i fenotipove. Uz dovoljno podataka
moguce je sastaviti modele vjerojatnosti koji bi teoretski prikazivali stani¢ne interakcije
(Jeong i sur., 2000; De Jong i sur., 2003). Stvaranjem spomenutih stani¢nih modela, stvorena
je sveobuhvatna mreza molekulskih interakcija ¢ime je otkrivena hijerarhija regulatornih i

metabolickih putova.
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Stanice kvasaca su slozena mreza molekularnih 1 okoliSnih medudjelovanja koji
zajedno Cine vrlo slozen fenotip. Za razumijevanje medudjelovanja kvasaca i sastojaka u
mostu te kako medusobno djeluju tijekom fermentacije, potrebno je shvacanje funkcionalnih
posljedica biomolekularnih interakcija koje se javljaju u kvascima. UnatoC ograni¢enom
znanju o regulatornim sustavima, ,,omnicke* metode visoke razlu¢ivosti u moguénosti su
obznaniti takve informacije. Toc¢nije, baze podataka komparativnin mikro¢ipova u
kombinaciji sa postoje¢im modelima kvasc¢evog metabolizma i mreze interakcija potencijalno
mogu racunalno procijeniti bioloski znaCajne promjene u ekspresiji gena u klju¢nim
dijelovima metabolizma (Forster i sur., 2003b; Patil i Nielsen, 2005). Ovaj pristup je jedan od
tek nekoliko dostupnih visestupanjskih analiza koje se primjenjuju na fermentiraju¢e kvasce

te pokazuju veliki potencijal u razjasnjavanu znanstveno vaznih pitanja.

2.5. Sistemska biologija i biotehnologija

Razvitak sistemske biologije veliki je pomak za biotehnologe. Preokret je tosa
redukcinistickog pristupa molekularne biologije na novi pristup voden sveobuhvatnim
gledistem Kkoji daje nove ideje dizajniranja i provedbe biotehnoloskih pristupa. Tehnologije
visoke razlucivosti poslije genomickog razdoblja uspjesno su formirale velike koli¢ine, dosad,
neistrazenih baza podataka. Sistemska biologija bi mogla povezati sve dostupne informacije u
zajednicke modele koji bi olakSali otkri¢e novih antibiotika i metaboli¢ko inZenjerstvo, dva

glavna podruc¢ja moderne biotehnologije.

Nedvojbeno postoji velika potreba za novim pristupima koji bi zamijenili starije
metode pokuSaja 1 pogreSaka pri razvoju bioprocesa 1 bioprodukta. U posljednjem desetljecu
pojavile su se poneke tvrtke koje se bave sistemskom biologijom, veé¢inom s ciljem razvitka
novih antibiotika. Svjetske biotehnoloske tvrtke kao §to je Novartis takoder su prigrlile
sistemsku biologiju kao dio svoginteresa (Mack, 2004). KoriStenjem pristupa sistemske
biologije, uhodane farmaceutske tvrtke su drasticno smanjile vrijeme trajanja razvitka
antibiotika za dijabetes, pretilost, artritis, astmu, neke vrste tumora i jos puno unosnih vrsta

bolesti. Osim zdravstva, veliki potencijal za ubrzan uspjeh imaju i metabolicki inzenjeri.

Sistemska se biologija takoder moze koristiti u grani biotehnologije koja se bavi
unaprjedenjem sojeva (Stephanopoulos i sur., 2004). Kako bi se uspjesno objasnila sloZzenost

stanice za unaprjedenje sojeva potrebno je uskladeno razumijevanje visSe stani¢nih procesa.
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Napredak tog podru¢ja je ovisan o razvitku teorijskih mapa koje olakSavaju shvacanje
molekulskih mehanizama i identifikaciju podrucja za geneticku modifikaciju. Razvitak sojeva
predstavlja dostizan cilj sistemske biologije, posebice u kombinaciji sa genetickim metodama
kao S§to su viSestruke ekspresije kvasaca te mape delecije. Sojevi se mogu mijenjati
provedbom specifi¢nih promjena u prijenosu, pretvorbi ili regulaciji koje bi rezultirale
preraspodjelom putova i poboljSanom proizvodnjom Zeljenih spojeva ili promijenjenom
fiziologijom sojeva. Inovativne tehnike vaznih tehnologija mogu ubrzati promjene na

sojevima kvasaca koji se koriste u industriji proizvodnje vina.
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Budu¢i ciljevi:

Cilj enologije je spajanje vise znanstvenih disciplina, a klju¢ne su bioloske, kemijske,
ekoloske, geoloske i senzori¢ke znanosti, kao i odredenih dijelova procesnog i
kemijskog inZenjerstva. Kao §to je poznato, proces proizvodnje vina sa agrikulturne i
industrijske strane ukljucuje mnostvo povezanih faktora koji su veéinom slabo
razjasnjeni i jos slabije kontrolirani.

Sistemska biologija predstavlja najnoviji izazov znanosti. Kako bi imala koristi od
dosadasnjih i budu¢ih znanstvenih postignuéa, enologija bi treba prigrliti ,,omnicke*
znanosti 1 uklopiti ih u standardna istraZivanja.

Holisti¢ki pristup, za razumijevanje sloZzenih metaboli¢kih 1 regulatornih fenomena
koji opisuju zive sustave, nedvojbeno ¢e otkriti mnoge nepoznate interakcije izmedu
gena, proteina i metabolita, olakSavajuci time napredak procesa proizvodnje i novih
biotehnoloskih pristupa koji ¢e smanjiti trenutna ogranienja rasta grozda i
proizvodnje vina.

Velike su moguénosti koriStenja geneticki modificiranog kvasca u proizvodnji vina,
jer bi se potrosacima ukazalo na organolepti¢ke, zdravstvene i ekonomske prednosti

takvih sojeva, a vina bi imala Sir1 spektar okusa.
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