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INLEIDING

Botrytis cinerea Pers., of die "edelvrot" skimmel

is reeds baie lank aan veral die Europese wynmakers sowel as
fynproeérs van sekere Europese wyne bekend. Onder gunstige
weersomstandighede verander, die skimmel die samestelling van
wyndruiwe sodanig dat wyne van spesiale en hoé kwaliteit daar-
uit berei kan word. Voorbeelde van sulke wyne is die "Aus-
leseweine" van Duitsland en die Sautern-wyne van Frankryk.

Miiller-Thurgau het reeds in 1888 'n intensiewe stu-
die cor die sogenaamde "Edelfaule" (edelvrot) van druiwe ge-
maak. Hy het gevind dat die swam suiker sowel as suur af-
breek. Die suurafname is relatief groter as die suikeraf-
name, aangesien die sogenaamde veredeling van druiwesap by
edelvrot te wyte is aan die verdamping, d.w.s. konsentrasie
van die selsap van die druif. In absolute waardes bereken
word daar egter meer as viermaal soveel suiker as suur ver-
bruik. Stalder het in 1954 bewys dat die algemene aanname
dat B.cinerea organiese sure bo koolhidrate as koolstofbron
verkies, verkeerd is. Die swam is ook in staat om benewens
glukose en fruktose ander koolhidrate af te breek.

Verder is dit ook bekend dat B.cinerea in 'n sin-
tetiese voedingsmedium wynsteen~, appel- en sitroensuur af-
breek, terwyl oksaalsuur onaangeraak bly (Behrens, 1898;
du Plessis, 1936). Hierdie bevindinge is deur Peynaud, La-
fourcade en Charpentié (1959) met proewe op druiwemos gestaaf.
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Stalder (1954) het gevind dat wynsteensuur en appelsuur om-
trent ewe geredelik afgebreek word. Die vorming van glukoon-
suur (Rentschler en Tanner, 1955(a)) en sitroensuur (Ribéreau-
Gayon, Peynaud, Lafourcade en Charpentié, 1955) uit glukose,
en galaktufoonsuur uit pektiene is waargeneem. Die navorsers
het altyd groot hoeveelhede glukoonsuur in edelvrot druiwe
aangetref, terwyl die'suur in gesonde druiwe afwesig is. An-
der sure wat deur die swam gevorm kan word is onder andere
asynsuur (Rlbereau-Gayon, 1960), glukuroonsuur (Rentschler en
Tanner, 1955(a)), slymsuur (Kielh8fer en Wardig, 1961) en
selfs oksaalsuur (Gentile, 1954). Die vorming van oksaalsuur
word egter deur sommige navorsers weerl€.

Die feit dat sommlge navorsers sekere sure in Botry-
i;g-mos gev1nd het terwyl andere hulle aanwesigheid nie kon
vasstel nie, kan moontlik aan die voorkoms van oneindig baie
geneties verskillende stamme van B.cinerea gekoppel word

(Stalder, 1954). -

Die vorming van gliserol is 'n bekende eienskap
van die swam (Nelson en Amerine, 1957; Dittrich, 1964), ter-
wyl dit ook as koolstofvoedsel gebruik word. Die gliserol
verbruik deur B.cinerea neem volgens Peynaud et al. (1959)
af namate die pH van die mos toeneem.

| Die stikstofinhoud van die druiwe waarop B.cinerea
groei is ook van groot belang wat betref die mate van swam-
groei (Ribereau-Gayon, 1960).
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Uit die bogenoemde kan dus afgelei word dat die
uitgebreide besmetting van wyndruiwe deur B.cinerea nie al-
tyd as voordelig vir wynkwaliteit beskou kan word nie, maar
dat dit ook groot verliese in dfuifkwaliteit kan meebring.
Die sure en suikers van die druiwe word tot so 'n mate ver-
nietig dat die wyne wat van sulke druiwe gemaak word van
laagstaande kwaliteit is. In Suid-Afrika is die wyne oor die
algemeen arm aan vrugtesure en die moontlikheid bestaan dat
die besmetting van ons wyndruiwe deur B.cinerea altyd 'n kwa-
liteitsverlagende in plaas van ‘'n kwaliteitsbevorderende in-
vloed op ons wyne sal hé.

Die doel van hierdie ondersoek was dus om 'n studie
te maak van die biochemiese veranderinge wat sekere variante
van B.cinerea, afkomstig uit Suid-Afrikaanse wingerde, in
druiwemos veroorsaak. Aan die hand van hierdie informasie
kan dan vasgestel word tot welke mate die betrokke skimmel
of variante daarvan enige voordeel of nadeel vir die Suid-
Afrikaanse wynbedryf inhou.
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HOOFSTUK I

MATERIALE EN TEGNIEKE

1.1. MATERIALE

Dit is lank reeds bekend dat reinkulture van Botry-
tis cinerea 'n aansienlike mate van variasie kan ondergaan wat

betref die tipe swamdraad, produksie van konidiospore, aanwesig-
heid, grootte en karakter van sklerotiums en ander eienskappe
(Skinner, Emmons en Tsuchiya 1951; Stalder 1954; Hansen en
Smith 1932). Om dus konstante kulture te verkry moes suiwer

en konstante lyne van die swam verkry word.

Korrels van ryp druiwe waarop Botrytis-infeksie dui-
delik was, is oor die hele wynbouarea versamel, nl. uit die
Stellenbosch-, Franschhoek-, Wellington-, Riebeeck-Wes-, Wolse-
ley-, Tulbagh~, Montagu-, Bonnievale~, Robertson-, Worcester-
en Villiersdorp-areas.

Vanaf hierdie korrels is spoorsuspensies gemaak en
daaruit is enkelspoorisolasies met behulp van die mikromgni-
pulatortégniek gedoen. Kulture wat op hierdie wyse verkry is
se variabiliteit is getoets met behulp van waarnemings op plate,
assimilasie van spesifieke koolhidrate asook groeiwyse op ver-
skillende media. Aangesien al hierdie kulture onstabiel was,
is oorgegaan om plate herhaaldelik oor te ent totdat hulle ho-
mogene kultuureienskappe getoon het. Van hierdie plate is een
enkelspoorkultuur gemaak waarvan weer herhaaldelik tien enkel-
spoorkulture gemaak is totdat al tien sulke kulture absoluut
homogeen gebly het. Op hierdie manier is vanaf die ongeslag-
telike fase van die swam (konidiospore) kulture verkry wat
as geneties suiwer beskou kon word (Buxton, 1962).

Vier geneties konstante tipes van Botrytis cinerea

wat die duidelikste kultuurverskille getoon het, nl. M3(iii)
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65(iv), 10(iii) en 73(i) is vir die biochemiese werk uitgesoek.
Hierdie kulture is deur die Centraalbureau voor Schimmelcul-
tures te Baarn in Holland bevestigend as rasse van Botrytis
cinerea Persoon geidentifiseer.

Die kulture het op mos-agar plate die volgende eien-
skappe getoon: Ras 65(iv) het 'n digte swamdraadmat en baie
konidiospore gevorm. Die kleur van die kultuur was aansienlik
donkerder as die gewone vaalgrys wat kenmerkend van Botrytis
cinerea is (Jd8rgensen, 1956). Sklerotiums was baie klein en
min. Ras 73(i) was nie so 'n aktiewe groeier as ras 65(iv) nie
en het baie minder konidiospore, maar meer en groter sklero-
tiums gevorm. Die kleur van die kultuur was kenmerkend vaal-
grys. Ras 10(iii) was weer 'n sterker groeier as 73(i). Die
kultuur het 'n vaalgrys kleur gehad, maar in die medium is 'n
rooi kleurstof gevorm. Dit was netsoos ras 65(iv), 'n sterk
spoorvormer, en het 'n redelike hoeveelheid sklerotiums gevorm.
Ras M3(iii) het in feitlik alle opsigte van die ander drie kul-
ture verskil. Die swamdraad was spierwit van kleur en dit was
'n redelike sterk groeier, alhoewel aanvanklik stadig. Geen
konidiospore en sklerotiums, maar wel spermatiums is gevorm
(Schanderl,1959).

Die eksperimentele mos is in die 1961 seisoen van ge-
sonde, Typ Steendruiwe gepars. 'n Konvensionele parsmasjien is
gebruik en die mos is met die doppe in 10 liter glasflesse op-
gevang en gevries. Geen 802 is op die druiwe gebruik nie.

1.2. TEGNIEKE
l1.2.1. Voorbereiding en inenting van mos

Nadat die mos 'n geruime tyd in bevrore toestand be-
waar is, is dit ontdooi en met 'n growwe filter gefiltreer om
doppe, pitte en ander growwe dele te verwyder. Die wynsteensuur,
wat met bevriesing tot 'n geringe mate uitgekristalliseer het,
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is nie weer opgelos nie, omdat die moste tydens die duur van
die ontledings in bevrore toestand bewaar moes word en 'n kris-
tallisering van wynsteensuur in hierdie stadium ongewens sou
wees. Vervolgens is die mos met 'n Ks—filter gefiltreer om

die fyner troebelinge te verwyder, met 'n E.K.-filter gesteri-
liseer en 500 ml asepties in 1 liter reagensflesse gevul. Die
reagensflesse is vooraf in 'n outoklaaf vir 15 minute by 15 1b.
stoomdruk gesteriliseer (Burroughs, 1957). Verder is voldoende
hoeveelhede van hierdie gesteriliseerde mos gehou vir kontrole-
ontledings van mos waarop die skimmels nie gegroei het nie.

Die genoemde rasse van B.cinerea is elk in sesvoud
op die mos in die reagensflesse ingeént. Die steriele swam-
draad-tipe, ras M3(iii), is met 'n stukkie van die swamdraad
ingeént,terwyl die ander drie met konidiospore ingeént is.

Rhizopus nigricans is as vergelykende organisme ge-

neem aangesien die swam met 'n ho€ frekwensie saam met B.cine-
rea op druiwe voorkom. Hierdie swam is dan ook in sesvoud soo0s

die rasse van B.cinerea op die mos ingeént.

Die reagensflesse is in 'n broeikas met 'n glasdeur
by 25°¢ gelaat en van tyd tot tyd rekord gehou van die mate van
groei van die swamme op die mos. Na 'n groeitydperk van 2 maan-
de 1is die swamgroei by drie flesse van elke kultuurreeks ge-
staak, terwyl groei by die orige drie flesse van elke reeks na
4 maande gestaak is. Dit is gedoen deur die mos tesame met die
swamgroeisel in 'n homogeniseerder vir 5 minute te behandel
en daarna te sentrifugeer vir 20 minute by 3800 o.p.m.. Die
helder vloeistof wat so verkry is, is dan weer met gedistil-
leerde water tot die oorspronklike wvolume van 500 ml aangevul
aangesien die volume as gevolg van verdamping tydens die groei-
tydperk afgeneem het. Die monsters is in 'n bevrore toestand
bewaar totdat die ontledings daarop gedoen is.
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l.2.2. Bepalingsmetodes:

l1.2.2,1. Stikstof

Die stikstofbepalings op die mos is uitgevoer nog
voordat enige proteiene as gevolg van bevriesing kon koaguleer,
Gewysigde metodes vir die bepaling van verskillende stikstof-
fraksies, soos beskryf deur Burroughs (1957), is aangewend.

Die totale stikstofgehalte van die eksperimentele
moste is met behulp van die mikro-Kjeldahl-metode bepaal (Lin-
stead, Elvidge en Whalley 1955).

160 ml Etielalkohol (96%) is by 40 ml mos gevoeg en
goed geroer. Nadat dit oornag gestaan het, is die gevormde
neerslag met 'n "sintered glass" filter (porosity No.4) afge-
filtreer. Hierdie behandeling het pektiene en 'n hoeveelheid
stikstof, wat as proteien-stikstof en hoér peptiede beskou is,
vefwyder. Die neerslag op die filter is met 10 ml 80% etiel-
alkohol gewas en die filtraat is tesame met die wasalkohol
kwantitatief in 'n 250 ml volumetriese fles oorgespoel en met
80% etielalkohol tot by die merk opgevul.

Vervolgens is 100 ml van die alkoholiese oplossing,
ekwivalent aan 16 ml mos, met 5 ml 2N H2804 aangesuur en in 'n
vakuumoond by 25°¢ gekonsentreer. Die swawelsuur bind vry am-
moniak wat in die filtraat aanwesig mag wees. Die gekonsen-
treerde oplossing (i 15 ml) is kwantitatief in 'n 25 ml volu-
metriese fles oorgespoel en met gedistilleerde water tot volume
gebring. 'n Geskikte monster van hierdie oplossing is in du-
plikaat volgens die mikro-Kjeldahl-metode verteer en die stik-
stofgehalte daarin bepaal.

Die orige 150 ml van die 250 ml alkoholiese filtraat
is kwantitatief deur 'n kolom van Dowex 50 W x 4 (100-200 maas)



Stellenbosch Unive;)sity http://scholar.sun.ac.za

kunshars, in die gt vorm, teen 'n vloeispoed van ongeveer 30 ml
per uur gestuur. Die deursnee van die kolom was 1.1 cm en die
lengte 15 cm. Nadat die alkoholiese oplossing deur die kolom
gestuur is, is die kolom met 25 ml gedistilleerde water gewas
om alle nie-~geadsorbeerde stowwe daaruit te verwyder. Die
oplossing saam met die waswater is weer soos voorheen onder
vakuum gekonsentreer, kwantitatietf opgevul na 25 ml, 'n monster
in duplikaat verteer en die stikstofgehalte bepaal (mikro-
Kjeldahl).

Die verskil tussen die stikstofgehalte van die op-
lossing voor- en nadat dit deur die kolom gestuur is, gee die
hoeveelheid stikstof aan wat deur die kolom geadsorbeer en as
aminostikstof beskou kan word. Die stikstofgehalte van die op-
lossing nadat dit deur die kolom geloop het, is beskou as res-
stikstof. Die verskil tussen die totale stikstofgehalte en die
stikstofgehalte van die mos wat met alkohol behandel was, dui
die hoeveelheid stikstof aan wat as proteienstikstof deur die
alkohol neergeslaan is.

Bostaande prosedure is in duplikaat op die suiwer
mos, die Botrytis- en Rhizopus-moste deurgevoer.

Vry ammoniak-stikstof is in afsonderlike 5 ml hoeveel-
hede van elke eksperimentele mos, na behandeling met voldoende
I 30% NaOH oplossing (tot alkalies), volgens die mikro-Kjeldahl-
metode gedistilleer en bepaal.

l.2.2.2. Suikers

Die metode vir die bepaling van totale reduserende
suikers berus op die reduksie van 'n alkaliese oplossing van
kopersulfaat, gestabiliseer deur tartraat. Die kopersulfaat
word in sy gereduseerde vorm as kuprogksied neergeslaan. Laas-
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genoemde is eweredig aan die hoeveelheid reduserende suiker
teenwoordig (Somogyi, 1945). Die kuprodksied is vervolgens
met arsenomolibdaatreagens behandel en die gevormde molibdeen-

blou kolorimetries bepaal (Nelson, 1944).

Die suikergehalte van die moste is in duplikaat di-
rek en op 'n voorafbehandelde monster bepaal.

Vir die voorafbehandeling is 5 ml mos met 'n mespunt
aktiewe plantkool, Norit A, gemeng en na 'n tydjie gesentrifu-
geer. Die helder oplossing is gedekanteer en die koolstof in
die sentrifugeerbuis weer met 5 ml gedistilleerde water omge-
roer en gesentrifugeer. Die wasproses is drie maal herhaal en
die mos saam met die waswater kwantitatief deur kolomme van
Amberlite IR - 4 B (OH ) en Amberlite IRC - 50(HY), in serie
geskakel, gestuur. Die deursnee van die kolomme was 1 cm en
lengte 10 cm en 'n vloeispoed van 30 ml per uur is gehandhaaf.
Daarna is die kolomme met 50 ml gedistilleerde water gewas en
die eluaat saam met die waswater kwantitatief in 'nm 200 ml
volumetriese fles oorgespoel. Van hierdie oplossing is dan
'n geskikte verdunning gemaak vir die bepaling van reduseren-
de suikers volgens Neisn (1952).

Die funksie van die plantkool is om van fenoliese bestand-
dele en kleurstowwe in die mos ontslae te raak (Partridge,
1949), terwyl die Amberlite kunsharse ander reduserende stowwe,
soos organiese sure (b.v. galakturoonsuur), amiene, amiede en
aminosure uit die mos verwyder. Indien sterker adsorbeerders
as bogenoemde twee Amberlite-tipes gebruik word, kan die sui-
kers 'm keto-enol isomerie ondergaan, of selfs geoksideer word
en sal dan nie kwantitatief uit die kolomme herwin kan word nie
(Hulme, 1953).
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Vir die kwalitatiewe bepaling van die verskillende
heksoses en pentoses wat in die moste aanwesig mag wees, is
10 m1 van elke mos in 'n Einhorn-buis met di-etiel-pirokool-
suurester gesteriliseer (van Zyl, 1962). Een reeks is met
0.5 ml van 'n kultuur van die gis Saccharomyces acidifaciens

ingeént en die ander reeks met Saccharomyces veronae. Eers-

genoemde gis besit die eienskap om slegs glukose en fruktose

te gis en soms galaktose te assimileer, terwyl laasgenoemde
glukose, maltose, sukrose en raffinose gis. Op hierdie wyse

is gepoog om van die groot oormaat glukose en fruktose in die
moste ontslae te raak sodat die oorblywende heksoses en pentoses
papierchromatografies geidentifiseer kon word (Colombo, Corbetta,
Pirotta,Ruffini en Sartori, 1960 en Kockova-Kratochvilova en
Vojtkov&lep8ikova, 1958).

Ten einde 'n aanduiding te kry van die invloed wat
Botrytis-groei op die gisting van 'n mos het, is 50 ml van elke
mos soo0s voorheen met di-etiel-pirokoolsuurester behandel en

met die gis Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus ingeént.

Gissnelheid is met behulp van daaglikse gewigsverlies bepaal.

l1.2.2.3., Gliserol

Gliserol in die mos is volgens die prosedure van
Neish (1950, 1952) op ‘'n Celite 535 kolom geskei en daarna deur
middel van perjodaatoksidasie kolorimetries bepaal (Lambert en
Neish, 1950).

Drie gram droé Celite is met 2 ml water benat en deeg-
1ik met behulp van 'n‘glasstaaf gemeng. Vervolgens is dit met
ongeveer 20 ml van 'n waterversadigde etielasetaatoplossing
(5 etielasetaat : 1 water v/v) omgeroer en in die glasbuis
(deursnee 14 mm) oorgespoel. Die inhoud van die buis is met be-
‘hulp van 'n geskikte papierskyfie (2 mm dik) vasgedruk. Daarna
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is 0.5 g droé Celite op dieselfde wyse in die buis oorgebring
en ook met behulp van 'n papierskyfie vasgedruk. Die bostaande
etielasetaast is gedekanteer en die monster mos (0.5 ml) direk
op die boonste papierskyfie oorgebring sonder om die kante van
die glasbuis te raak. Die monster is met 2-3% ml waterversa-
digde etielasetaat ingespoel., Die kolom is agtereenvolgens
geélueer met 51 ml waterversadigde etielasetaat en 95 ml water-
versadigde butanol-benseenmengsel (3 butanol : 1 benseen : 1
water v/v). Die laaste 60 ml wat opgevang word, is die frak-
sie waarin gliserol voorkom.

Aangesien die gliserolgehaltes van sommige van die
eksperimentele moste baie laag was, is in plaas van 0.5 g droé
Celite 1.0 g gebruik. Gevolglik is ook 1 ml monster van die
moste op die kolom oorgedra. In hierdie geval is agtereenvol-
gens met 51 ml waterversadigde etielasetaat en 90 ml waterver-
sadigde butanol-benseenmengsel geélueer. Dit is gevind dat
al die gliserol in die laaste 70 ml aanwesig was.

Herwinningstoetse is uitgevoer met gliserolstandaarde
waarvan die konsentrasie tussen 2.5 mg/l en 5 mg/l gewissel het.
Herwinste van 97-98% is verkry, wat ooreenstem met die her-
winste verkry op die standaard kolom soos beskryf deur Neish
(1952).

Dit is gevind dat sekere van die eksperimentele moste
buitengewoon hoé gliserolwaardes getoon het. Dit het die ver-
moede laat ontstaan dat dihidroksiasetoon en/of gliseraldehied
saam met die gliserolfraksie uit die skeidingskolom elueer.
Aangesien hierdie twee verbindings,net soos gliserol, deur per-
jodaat geoksideer word, word hulle verkeerdelik as gliserol
bepaal. Om hierdie moontlike fout uit te skakel is standaarde

van dihidroksiasetoon, bevattende 2-2.5 mg/0.5 ml oplossing
en asetaldehied, bevattende 1-2 mg/0.5 ml oplossing, op die
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skeidingskolom oorgedra en die elueerprosedure deurgevoer sS00S
beskryf.

Dit is gevind dat gliseraldehied voor die begin en
saam met die gllserolfrakS1e sowel as daarna uit d1e kolom
elueer. Die hoeveelhede was soos volg'

20 ml eluaat 25 ml eluaat

. Gliserol- :
voor gliserol- : na gliserol-
fraksie frakSle _fraksie
Gliseraldehied 9.5% 42.8% 24.9%

Herwins: 77.2%

Dihidroksiasetoon is voor en saam met die gliserol-
fraksie geélueer. Die hoeveelhede in hierdie geval was soos
volg:

40 ml eluaat

voor gliserocl- Gliserolfraksie
fraksie
Dlgég;ok51ase- 3% 234

Herwins: 61%

Aangesien beide hierdie verbindings reduserend is,
is hulle met behulp van die Somogyi koperreagens bepaal soos.
beskryf vir reduserende suikers,
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Vervolgens is ook 'n 0.5 ml monster van 'n oplossing
bevattende 1 g glukose en 1 g fruktose per 100 ml oplossing
deur die kolom gestuur om die posisie waar die suikers elueer
te bepaal. Dit is gevind dat suikers eers lank na die gliserol-
fraksie geélueer word. Suikers kon dus nie die gliseroloksi-
dasie beinvloed nie.

1.2.2.4, Organiese Sure

(a) Vaste sure

Die vaste organiese sure is kwantitatief volgens
'n gewysigde metode van Hulme en Wooltorton (1958) op 'n Dowex
ioon-uitruilkolom bepaal. Voordat die sure in die moste egter
kwantitatief geskei kon word, is 'n voorafbehandeling op die
mos uitgevoer. Die doel van hierdie behandeiing was om die
suikers en ander stowwe van die suurfraksie te skei, aangesien
aromatiese verbindings onder andere die kunshars kon kontami-
neer en die skeiding dus nadelig kon beinvlced. Om tyd en
materiaal te begspaar is die triplikate van elke kultuurreeks
van die vier Botrytis- en die Rhizopus-moste in gelyke hoeveel-
hede gemeng en die bepalings op die mengsels uitgevoer. In
die meeste gevalle was slegs twee van die oorspronklike
drie moste van elke kultuurreeks nog beskikbaar aangesien ge-
kontamineerde moste verwyder is. .

75 ml Van hierdie verteenwoordigende mengsel is in
duplikaat met 75 ml gedistillerde water gemeng en deur kolomme
van Dowex 50W x 4 in die H+ vorm (100-200 maas) en Dowex
1 x 8 in die asetaat vorm (100-200 maas) gestuur teen 'n vloei-
spoed van 30 ml per uur. Die kolomme is in die volgorde soos
hierbo genoem in serie geskakel en het 'nm deursnee van 1.3 cm
en 'n lengte van 16 cm gehad. )
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Nadat die verdunde mos deur die kolomme gestuur is,
is 80 ml gedistilleerde water deufgewas om suikers en ander
nie-geadsorbeerde stowwe te verwyder. Die Dowex 50 W kolom
het gedien om aminosure te adsorbeer terwyl die Dowex 1 x 8
kolom die organiese sure en ongewenste aromatiese verbindings
geadsorbeer het. Die ongewensde aromatiese verbindings is op
Dowex 1 x 8 geadsorbeer om te voorkbm dat hulle 'n nadelige
uitWerking op die hars van die skeidingskolom uitoefen. Ge-
adsorbeerde sure islvervolgens uit die Dowex 1 x 8 kolom met
80 ml 6 N mieresuur geélpeer. Die eluaat is in 'n plat porse-
leinbakkie met behulp van 'n warm lugstroom in 'n oond by 40°¢
drooggedamp. Voordat die bakkie uit die oond verwyder is, is
die temperatuur vir 10 minute tot 48°-50°C verhoog om alle
spore van mieresuur te verdryf. Die organiese sure is in
Coz—vrye gedistilleerde water opgelos en kwantitatief in 'n
200 ml volumetriese fles oorgespoel. Twintig ml van hierdie
oplossing is teen 0.1 N NaOH oplossing getitreer en die totale
suur as wynsteensuur bereken. Van hierdie oplossing is 'n
volume, wat ongeveer 200 mg suur (as wynsteensuur) bevat, deur
die Dowex 1 x 8 skeidingskolom (Ac vorm, 200-400 maas) gestuur.
Die kolom is aan 'n mengbuis gevul met gedistilleerde water |
gekoppel,'soos deur Hulme en Wooltorton (1958) beskryf.

Die elueerproses is met 100 ml 3 N asynsuur begin
en opgevolg deur 170 m1 6 N asynsuur. Aanvanklik is teen 'n
vloeispoed van ongeveer 25 ml per uur geélueer. Dit is bewerk-
stellig deur die toediening van 'n bepaalde druk op die kolom
en mengbuis. Praksies van ongeveer B'ml'elk is met behulp
van 'm fraksieversamelaar opgevang. Na fraksie 50 is die druk
op die kolom verhoog'ten einde 'n vloeispoed van 30 tot 35 ml
per uur te bereik. Sodra 90 fraksies versamel is, is die
kolom van die mengbuis verwyder en verder direk met 80 ml
6 N mieresuur deur gravitasie geelueer om wynsteensuur en si-
troensuur te verplaas° ’
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Die individuele fraksies uit die versamelaar is kwan-
titatief in 50 ml bekers oorgebring en soos voorheen beskryf
in 'n oond drooggedamp. Dit is gevind dat fraksies 55-85
al die appelsuur bevat. Hierdie fraksies is derhalwe saamge-
voeg, in 'n porséleinbakkie drooggedamp, in CO2—vrye gedistil-
leerde water oOpgelos, kwantitatief in 'n 100 ml volumetriese
fles oorgespoel en tot die merk opgevul.

Al die sure is teen 0.01 N NaOH onder 'n stikstof-
atmosfeer (fenolftaleieh indikator) gétitreer en die titrasie-
syfers grafies teenoor die ffaksienommers voorgestel. Van
die totale titrasiewaardes van elke piek kan, na identifikasie
en aftrek van die blankowaarde, die hoeveelheid van elke suur
bereken word.

Die eluaat wat die wynsteensuur- en sitroensuurfrak-
sies bevaf’het, is ook ingedamp en met COz-vrye,gedistilleerde
water kwantitatief in 'n 50 ml volumetriese fles oorgespoel.

Op duplikaatmonsters van 20 ml elk van hierdie oplossing is ‘'n
wynsteensuurbepaling uitgevoer volgens Amerine (1955). Die
bepaling berus op die neerslaan‘van die wynsteensuur as kalium-
waterstoftartraat. Die totale aantal gramekwivalente suur in
die 50 ml oplossing isuop'die'oorblyWende oplossing deur ti-
trasie teen 0.01 N NaOH bepaal. Die reeds bepaalde hoeveelheid
gramekwivalente wynsteensuur is dan van hierdie waarde afge-
trek en die verskil uitgedruk as sitroensuur.

Bostaande kolomskeidings en bepalings op die eluate
is in duplikaat op elke eksperimentele mos uitgevoer.

Om die herwins van die verskillende sure deur die
skeidingskolom te bepaal, is 'n standaardoplossing van geiden-
tifiseerde sure in die moste gemaak en die skeiding deurge-
voer soos reeds beskryf.
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Die herwinste vir elke afsonderlike suur was <2
glukoonsuur 76.5%, galakturoonsuur 103.7%, barnsteensuur 99.4%,
appelsuur 104.6%, wynsteensuur 115%, sitroensuur 86.9%.

Figuur 1 is 'n grafiese voorstelling van die skeiding van eers-
genoemde drie sure, Glikolsuur is nie weer herwin nie (sien
2.5.1.3.).

Vir die bepaling van barnsteen- en glikolsuur is die
gesamentlike fraksies voorberei soos onder die identifikasie
van sure uiteengesit. Dieselfde silikagelkolom en prosedure
soos by die bepaling van vlugtige sure (1.2.2.4. c¢) is gebruik.
Sodra die mieresuurfraksie geélueer is, is die volgende elu-
eringspatroon verder deurgevoer:

Suur Oplosmiddel eggigﬁ?ml)
Melksuur CHClS: Butanol : 0.01N HCL(9:1:2 v/v) 50
Barnsteen- . . o1

cuur CHCl3. Butanol : 0.01N HC1l(9:1:2 v/v) 70
Glikolsuur CHCl,: Butanol : 0.01N HC1(4:1:1v/v) 70

3

Toetse met suiwer oplossings van barnsteen- en gli-
kolsuur het bewys dat die eluering van barnsteensuur deur die
aanwesigheid van glikolsuur vertraag word. Derhalwe word
70 ml eluaat opgevang. Die herwinste van die twee sure op die
kolom was 98-100%.

Om die konsentrasies barnsteen- en glikolsuur af-
sonderlik te bereken is die totale titrasiesyfer van die twee
sure na skeiding op die Dowex~kolom verdeel in die verhouding
waarin hulle op die silikagelkolom geskei is. Die konsentra-
sies is in elke geval as ml 0.01 N NaOH uitgedruk en omgewerk
na die ooreenstemmende gewig suur.
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81 FIGUUR |, CHROMATOGRAM VAN ORGANIESE _SURE IN DI
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(b) Identifikasie van sure

Vir die identifikasie van die verskillende sure
is die getitreerde fraksies van elke afsonderlike suur bymekaar-
gevoeg, met Dowex 50 W x 8 (H ) opgeskud en gefiltreer. Die
hars op die filter is met gedistilleerde water gewas. Die fil-
traat tesame met die waswater is soos voorheen genoem in 'n
oond ingedamp tot ongeveer 2-3 ml. Hierdie konsentrate bevat
die betrokke sure weer in die vry vorm en is gebruik vir die
identifikasie van die sure. Konsentrate wat barnsteensuur en
glikolsuur (diglikolsuur ?) bevat het, is kwantitatief na 'n
geskikte volume opgevul (5 of 10 ml) en genoeg HC1 bygevoeg
om die oplossing ongeveer 0.01 N te maak. Dit was noodsaak-
lik aangesien die barnsteensuur- glikolsuurmengsel op 'n
silikagelkolom oorgedra en die konéentrasie van elk bépaal is.

Die werklike identifikasie van die organiese sure in
die konsentrate is papierchromafografies en elektroforeties
deurgevoer. In die geval van die papierchromatografie is 'n
mengsel van n-pentancl en 5 M mieresuur (l:lv/v) as elueer-
middel gebruik (Buch, Montgomery en Porter, 1952). Vir die
elektroforetiese skeidings is (NH4)2 CO3 by pH 8.9 as elektro-
liet gebruik, terwyl 'n spanning van 50 V/cm vir 50 minute by
'n buffertemperatuur van —3°C volgehou is. Whatman 3MM papier
is gebruik. Nadat die buffer van die papier in 'n oond by
85°C vir 15 minute afgedryf is, is laasgencemde met 'n mengsel
van fluoressien-Na en AgNO3 bespuit soos beskryf deur Polard,
Nickless en Burton (1962). Die sure op die sferogram toon
onder U.V.-1ig geel fluoresserende kolle teen 'n rooi agter-
grond. '

(¢) Vliugtige sure

50 ml Mos is in 'n distilleerfles gepipetteer
1ml)lON H2804 en 17-18 g MgSO4-krista11e bygevoeg en stoom~
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gedistilleer (Olmsted, Whitaker en Duden, 1929). Nadat onge-
veer 250 ml oorgestook is, is die distillaat met 0.1 N NaOH
getitreer tot by die fenolrooi endpunt. Die totale vlugtige
sure is berecken (as asynsuur) en die geneutraliseerde distil-
last op 'n stoombad drooggedamp. Die oorblywende Na-soute

is in 'n desikkator oornag gedroog en vir die bepaling van die
individuele sure gebruik soos beskryf deur Neish (1952).

Ses gram silikagel (Ramsey en Patterson) is met
2.7 ml 0.01 N HCl goed gemeng, omgeroer in ongeveer 20 ml van
'n 0,01 N HC1l versadigde chloroform oplossing (5 chloroform:l
0.01 N HC1 v/v) en in 'n kolom met 'n deursnee van 1.4 cm
gepak (Neish, 1952). Die prosedure vir die pak van die kolom
is identies met die beskryf vir die kolomskeiding van gliserol
(1.2.2.3.). 'n 0.6 g Monster dro€ silikagel is vir die adsorp-
sie van die mengsel van sure gebruik. Behandeling van die Na-
soute en oordraging van 'nm 0.5 ml monster op die kolom is vol-
gens die voorskrifte van Neish deurgevoer.

By die eluering van die kolom is nie van 'n indika-
torstroom gebruik gemaak nie. In plaas daarvan is elke maat-
silinder, waarin die eluaat opgevang is, van 1 ml fenolrooi
indikatoroplossing voorsien. Aangesien die indikator bo-op
die elueermiddel in die maatsilinder dryf, kon die omslagpunt
dadelik waargeneem word. Die kolom is agtereenvolgens met
chloroform en verskillende mengsels van chloroform en butanol
geélueer (Bulen, Varner en Burrell, 1952). Die elueermiddels
is vooraf'met 0.01 N HC1 versadig. Die verhoudings chloro-
form : butanol : 0,01 N HCY en die volume eluaat waarin elke
suur geélueer is, was soos volg:
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ngg— Suur Elueermiddel eXgig%?ml)
1 Bottersuur CHClB: 0.01N HC1 (5:1 v/v) 19
2 Propioonsuur CHClB; Q,OlN HC1 (5:1 v/v) 24
3  Asynsuur CHClB:Butanolzo,OlN HC1(19:1:4v/v) 30
4 Mieresuur CHCiB:Butanolzo.OlN HC1(19:1:4v/v) 50

Die hoeveelheid suur in elke fraksie is bepaal deur
titrasie teen 0.01 N NaOH onder 'n stikstofatmosfeer (Neish,
1952)., Die stoomdistillasie sowel as die kolomskeidings op
elke distillaat is in duplikaat op die mengsels van elke kul-
tuurreeks (sien 1.2.2.4.) uitgevoer.
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HOOFSTUK II

RESULTATE EN BESPREKING

2.1. Groei en ontwikkeling van die Botrytis- en Rhizopus-

kulture op die druiwemos

Ras 6551v) het drie dae na inenting op die mos in al
ses proefflesse dieselfde mate van groei getoon. Die swamdraad-
mat het rondom die rand van die flesse, met enkele eilande
(@ $-1 em) in die middel, gegroei. Een van die ses flesse was

gekontamineer en is verwyder. Na 'n groeitydperk vah een
week het 'n eweredige dik’swamdraadmat in elke fles gevorm,
met digte spoormassas op plekke. Na drie weke was die swam-
draadmat reeds ongeveer 1 cm dik. Die digte spooroppervlakte
op die swamdraadmat het vanaf die rande en op plekke in die-
middel weer met nuwe swamdrade begin toegrcei. Aan die rand
en onder die mat het 'm aaneenlopende laag sklerotiums gevorm,
terwyl 'n wollerigheid op die bodem van die flesse ontstaan
het. Die medium was verder nog helder. Een fles het op hier-
die stadium gekontamineer geraak en is verwyder. Na 'n groei-
tydperk van vyf weke het groot massas sklerotiums onder die
swamdraadmat gevorm, terwyl die wollerigheid onder in die flesse
toegeneem het. Die swamdraadoppervliakte was kenmerkend don-
ker vaalgrys van kleur,

Netsoos ras 65(iv) het ras 10(iii) drie dae na in-
enting ock in elk van die flesse dieselfde mate van groei ge-
toon. 'n Dun swamdrasdmat wat op plekke nog effens deurskynend
was, het oor die oppervlakte van die mos in elke fles gevouru.
Reeds op hierdie vroeé& stadium het die rooi kleurstof wat ken-—
merkend van hierdie ras is, begin ontstaan.
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Na verloop van een week het die ras 'n gevoude swamdraadopper-
vlakte met ‘n aaneenlopende, digte, gladde laag spore gevorm,
terwyl die rooi kleurstof verder toegeneem het. Na drie weke
het die oppervlakte van die swamdrade 'n gevoude voorkoms met
'n dik laag spore gehad. Die swamdraadmat was ongeveer 1 cm
dik en die laag spore was op plekke weer met nuwe swamdrade
toegegroei. Die rooi kleurstof het veral aan die onderkant

van die mat baie prominent geword. Aan die rand en onder die
swamdraadmat het 'n aaneenlopende laag sklerotiums gevorm, ter-
wyl 'n effense korrelrigheid op die bodem van die fles ontstaan
het. Die medium, dws. die mos, was verder nog helder. Net
soos in die geval van ras 65(iv) het groot massas sklerotiums
onder die swamdraadmat na vyf weke begin vorm, terwyl 'n wolle-
righeid op die bodem van die flesse ontstaan het. Die swam-
drade was vaalgrys van kleur.

Ras 73(i) het na 'n groeitydperk van drie dae die-
selfde voorkoms as ras 65(iv) gehad. ZEen fles was gekontamineer
en is derhalwe verwyder. Na een week het *n eweredige digte
mat op die oppervlakte van die mos in elke fles gevorm, terwyl
spore in die middel en plek-plek op die rand voorgekom het.

Na drieweke wasdie dik bultagtige spoormat op plekke reeds met
nuwe swamdrade toegegroei en ‘n aaneenlopende laag sklerotiums
het rondom aan die rand van die swamdraadmat gevorm. Aan die
onderkant van die mat was min sklerotiums aanwesig,terwyl 'n

. wollerigheid deur die hele medium (mos) en veral op die bodem
van die flesse ontstaan het. Na vyf weke het onder die swam-
draadmat groot massas sklerotiums gevorm en die wollerigheid
het verder toegeneem. Die swamdrade was wit tot vaalgrys

van kleur.

Ras M3(iii) het na drie dae nog geen tekens van groei

getoon nie. Die stukkies swamdraad waarmee die mos ingegnt is,
het daarin afgesak en as gevolg van suurstofgebrek nie gegroei
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nie. Na een week was daar nog steeds geen tekens van groei
nie, en die mos moes met vars swamdradg»heringeént word .
Veertien dae na herinenting het 'n swamdraadmat van ongeveer

2 cm breed aan die rand van die mos in sommige van die flesse
gevorm, terwyl by die res 'n mat in die middel (eiland) ont-
staan het. Die swam het egter in al die flesse dieselfde mate
van groei getoon. Onder die oppervlakte van die swamdraadmat
het 'nm wollerigheid ontstaan wat by die ander rasse eers drie
weke na inenting, en wel op die bodem van die flesse, ontstaan
het. Slegs een fles het na herinenting geen groei getoon nie
en is verwyder. Vier weke na herinenting het die wollerigheid
in die medium sterk toegeneem en die swamdraadmat het oor die
hele mosoppervlakte versprei met enkele dun plekke tussenin.
Soos verwag het geen spore gevorm nie. In teenstelling met
die ander rasse, wat hoofsaaklik op die oppervlakte van die mos
gegroei het, het ras M3(iii) veral onder die oppervlakte ont-
wikkel,

Rhizopus nigricans het na drie dae reeds die opper-

vlakte van die mos met 'n dun swamdraadmat bedek en 'n dun laag
spore gevorm. Na een week het groot hoeveelhede spore gevorm
en net soos ras M3(iii) het die swam onder die oppervlakte ‘'n
digte wollerigheid gevorm wat mettertyd al dieper in die medi-
um ingedring het.

Oor die algemeen kan gesé word dat die vier rasse van
B. cinerea op mos nie gevarieer het wat betref hulle kenmer-

kende kleur-, spoor- en sklerbtiumvorming nie. Ras M3(iii)

het aanvanklik baie stadiger gegroei en dieper in die medium
ingedring as die ander drie. By rasse 65(iv), 73(i) en

10(iii) het groei slegs op die oppervlakte plaasgevind en die
wollerigheid in die medium is eers na 'n groeitydperk van

twee tot drie weke waargeneem. Die mate van groei in elk van
die flesse met die vier:Botrytis-rasse sowel as in die Rhizopus—
flesse was oor die algemeen baie dieselfde.
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Die groei het by alle kulture, behalwe by ras M3(iii)
en Rhizopus,na 'n tydperk van ongeveer nege weke opgehou. Die
genoemde twee swamme darenteen het vir die volle tydperk van
vier maande aangehou groei, alhoewel die groeitempo geleidelik
afgeneem het,

2.2 Suikers

Tabel 1 toon dat die suikerwaardes by alle moste
waarop Botrytis, uitgescnderd ras M3(iii), vir twee maande
gegroei het, sterk afgenecem het. Ras M3(iii) is die uitsonde-
ring omdat hierdie ras aanvanklik swakker gegroei het. Na 'n
groeitydperk van vier maasnde het die suikergehalte van die
moste nog verder gedasl, By die moste waarop Rhizopus gegroei
het, was die afname in suikergehalte hecelwat geringer, veral
na vier maande van grcei. Slegs 70% van die suiker is deur
Rhizopus gedissimileer, terwyl die Botrytis-rasse 65(iv),
10(iii) en 73(i) ongeveer 90% afnames getoon het.

TABEL 1 Totale reduserendie suikergehalte van kontrole-,

Botrytis—- en Rhizopusmoste en persentasie afnames

nadat die swamme vir 2 en 4 maande op die mos

gegroei het

Suikergehalte Afname
Monster 271 %
Kontrole-mos 203

(2) (b) (a) (b)
M3(iii) 179.00 99.50 11.8 51.0
65(iv) 75.62 13.75 62.7 93.2
10(iii) 84.50 27.10 58.4 86.7
73(41) 88.50 17.63 56.4 91.3
Rhizopus 95.00 60.00 53.2 70.4

(a) 2 maande kultuur (b) 4 maande kultuur
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Die koolhidrate in mos bestaan hoofsasklik uit glu-
kose en fruktose, terwyl pentoses en ander suikers in baie
klein hoeveelhede voorkom (Vogt, 1958). Stalder (1954) het
gevind dat B. cinerea genoemde twee heksoses maklik dissi-

mileer. Volgens hom word die suikers aanvanklik vinnig ver-
bruik. Daarna is die tempo van suikerafname stadiger, alhoe-
wel die swam nog aktief groei. Hierdie tendens blyk ook dui-
delik uit Tabel 1. Slegs ras M3(iii) toon nie hierdie nei-
ging nie en wel, soos reeds genoem, weens die feit dat dit
aanvanklik baie stadiger as die ander gegroei het. Ongeveer
60% van die suiker is binne die eerste twee maande van groei
deur rasse 65(iv), 10(iii) en 73(i) gedissimileer, terwyl
slegs ongeveer 30% na verlbop van vier maande gedissimileer
is. Volgens Stalder (1954) is dit moontlik dat die swam ‘n
suikervoorraad opbou en sy suikerbehoeftes gevolglik na ver-
loop van tyd afneem. Vogt (1958) en Ribéreau-Gayon, Peynaud,
Lafourcade en Charpentié (1955) beweer onder andere dat fruk-
tose feitlik nie deur B.cinerea gedissimileer word nie.
Stalder (1954) het gevind dat die swam in staat is om glukose
vinniger as fruktose af te bou, maar dat laasgenocemde defini-
tief ook gedissimileer kan word. Vogt (1958) beweer dat fruk-
tose oorweeg in moste wat van Botrytis-geinfekteerde druiwe
afkomstig is, terwyl gesonde druiwemos die genoemde twee hek-
soses in gelyke hoeveelhede bevat. Indien dit die geval met
die eksperimentele mos onder bespreking sou wees, sou die aan-
vanklike vinnige afname in suikers hieraan toegeskryf kon word.
Dit wil dus voorkom asof die swam aanvanklik die maklik dissi-
mileerbare glukose aanval en eers daarna die fruktose. Die
groot hoeveelhede glukoonsuur wat aanvanklik deur direkte ok-
sidasie van glukose gevorm’word, kan as verdere bewys dien
(Tabel 9 ). Na 'n groeitydperk van vier maande is minder sui-
ker gedissimileer en volgens Tabel 9 het die glukoonsuurkon-
sentrasie oor hierdie tydperk nie tbegeneem nie., $Soos egter
reeds beskryf, het swamgroei na nege weke prakties opgehou en
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die afname in suikerverbruik kan dus ook aan hierdie faktor
toegeskryf word. In werklikheid lyk dit asof die suikerdis-
similasie vanaf nege weke na inenting 'n suiwer ensimatiese

proses was.

Die vier rasse van B.cinerea toon ook klein verskil-
le betreffende hulle suikerbehoeftes. Die resultate van du
Plessis (1936) stem hiermee ooreen. Miller-Thurgau het reeds
in 1888 en 1895 melding gemaak van die feit dat B.cinerea
in staat is om suikers aktief af te breek. Hy het verder ge-
vind dat hierdie swam ongeveer vier maal soveel suiker as
orgaeniese sure as koolstofvoedsel gebruik., Hierdie bhevindinge
is in 1954 deur Stalder bevestig. '

In hierdie studie is gepoog om die heksoses en pen-
toses in die eksperimentele moste kwalitatief te bepaal
(1.2.2.2.). Dit is papierchromatografies gedoen,maar die re-

sultate was baie onbevredigend.

Die gistingsproewe wat met die Botrytis- en Rhizopus
moste (twee maande en vier maande) uitgevoer is, het getoon
dat die gistingsaktiwiteit afneem namate die suiker- en stik-
stofinhoud van die moste daal. Die M3(iii)- en Rhigopus-moste
het na twee maande die aktiefste gisting getoon en het ook in
elke geval die hcogste suiker- en stikstofinhoud gehad (Tabel-
le 1 en 2). Die gistingsektiwiteit het derhalwe ook in die
vier maande moste dienooreenkomstig afgeneem. Die gistings-
aktiwiteit word in Figure 2 en 3, in terme van daaglikse ge-
wigsverlies, grafies voorgestel. :

Giste benodig onder andere stikstof en koolhidrate

as voedsel. ¥oolhidrate werd tydens alkoholiese gisting na

ctislallkohol, CO5 en under vorbindings owgesit (Schanderl,
195%; Vogt, 1956). Afan die hand van bogencemde is dit dus
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verstaanbaar dat die gistingsaktiwiteit in die eksperimentele
moste afgeneem het namate die stikstof- en suikerinhoud ge-
daal het. Peynaud et al. (1959), Jbrgensen (1956) en Ribéreau-
Gayon et al.(1955) skryf weer die stremmende effek van B.cine-
rea op die alkoholiese gisting van die moste aan 'n antibiotiese
stof, nl.botritisien,toe. Peynaud et al. (1959) het aangetooh
dat die konsentrasie van hierdie antibiotiese stof egter slegs
tydens konidiospoorvorming maksimaal is. Daarna egter, neem
die botr1t1s1engehalte, vermoedelik weens die vernletlglng
daarvan weer vinnig af. Hierdie feit versterk die vermoede
dat die daling in gistingsaktiwiteit van die moste nie deur

'n antibiotiese stof veroorsaak word nie.

2.3 Stikstof

Die gemiddelde waardes vir die verskillende stikstof-
fraksies wat in die verskillende moste bepaal is, word in
Tabel 2 aangegee.

Uit die tabel is dit duidelik dat die verskillende
stikstoffraksies in die swamgeinfekteerde moste .oor 'n periode
van twee maande afgeneem het. Na vier maande het die waardes
van al die fraksies, met uitsondering van die vry NHB-stikstof—
fraksie, egter weer 'n sterk styging getoon. Die waardes van
die proteienstikstoffraksies sowel as di€ wat aangedui word
as "resstikstof™, m.a.w, peptiede en hoér stikstofverbindings,

het selfs die aanvanklike waardes in die kontrolemos veér oor-
skry.

Tabel 3 toon die afnames van die verskillende stik-
stoffraksies met betrekking tot die oorspronklike suiwer mos.

Die totale stikstof het by die twee maande kulture
met 75-80% afgeneem, behalwe by ras M3(iii) waar die afname
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Tabel 2 Gemiddelde waardes vir die verskillende stikstoffraksies van die kontrole-mos en swamgeinfek-

teerde moste na 'n groeitydperk van 2 en 4 maande

Stikstof- Kontrole- SKIMMELKULTUUR
fraksie mos i ' v
M3(iii) ' 65(iv) 10(iii) 73 (1) Rhizopus

mg/100 ml (a) (b) (a) | (b) (a) (b) (a) (b) (a) (b)
Totale~N 71.6 30.9 49,2 16.1 23.1 14,3 22.9 17.4 26.3 17.7 37.7
Alkoholopl.-N 66.2 27.6 38.4 11.6 16.0 10.5 14,7 13.4 19.1 13,2 30.1
Proteien-~N 5.4 3.4 10.8 bk,s 7.1 3.8 8.2 k,o 7.2 b,s 746
Amino-N 63.3 25,2 32.8 10.1 11.#’ 8.8 11.2 11.6 14,5 11.0 25.1
Vry NH,-N 9.9 3.1 3.6 2.4 2.6 3.0 2.8 * 3.2 3.4 2.9
Res.-N 2.9 2.4 5.6 | 1.5 4.2 | 1.7 3.5 | 1.8 46 | 21 54

(a) 2 maande kultuur

(b) 4 maande kultuur

* nie bepaal nie
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Tabel 3 Persentasie afname van verskillende stikstoffraksies van swamgeinfekteerde moste na 'n groei-

tydperk van 2 en 4 maande

Stikstof-
SKIMMELKULTUUR
fraksie
M3(iii) 65(iv) 10(iii) 73 (1) Rhizopus
% afname (a) (v) (a) (b) (a) (b) (a) (b) (a) (b)
Totale-N 56.8 31.3 ?77.5 67.7 80.0 68.1 75.6 63.2 75.3 47,3

Alkoholopl.-N| 58.3 L2.,1 82.5 75.8 84,1 ?77.9 79.8 71.1 80.1 54,5

i

Proteien-N YL - 15.5 - 29.5 - 24 .7 - 15.9 -

Amino-N 60.2 48,2 84,1 82.1 86,1 82.3 81.8 77.1 82,5 60.4

Vry NHB-N €8.6 £2.6 75.7 73.7 59.7 ?71.7 - 67.7 65.7 70.7

Res.-N 17.3 - 48,3 - 41,4 - 37.9 - 27.6 -
(a) 2 maande kultuur

(b) 4 maande kultuur
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slegs 56% was. Dit is waarskynlik te wyte aan die feit dat

die ras aanvanklik baie stadiger as die res ontwikkel het.

Dit geld ook vir die alkoholoplosbare- en aminostikstoffraksies.
Die stikstoffraksie wat deur alkohol neergeslaan is, en as pro-
teienstikstof beskou kan word, het by ras M3(iii) na twee
maande groei met 37% afgeneem. Die afnames in hierdie fraksie
by die ander drie Botrytis-rasse en Rhizopus het tussen

15 en 29% gewissel. Volgens hierdie resultate wil dit voorkom
asof daar nie groot verskille is wat betref die stikstofhuis-
houding van die verskillende kulture nie. Ras M3(iii) is eg-
ter 'n uitscndering. Soos reeds gemeld, het die proteienstik-
stof van die swam-geienfekteerde moste na 'n groeitydperk van
vier mesande toegeneem tot 'n waarde wat ho€r was as die van
die kontrolemos. Dit geld ook vir die "resstikstoffraksie®.
Die toenames word in Tabel 4 weergegee.

Tabel 4 Persentasie toename in proteien-~ en resstikstof-

fraksies van swamgeinfekteerde moste na 'n groei-

tydperk van vier maande

SKIMMELKULTURE

M3(iii) 65(iv) 10(iii) 73(1) Rhizopus

% toename

Proteien-N 100.5 32.7 52.8 33.8 40.8
Res.-N 93%.2 62.1 20.7 58.6 75.9

Ten spyte van die feit dat ras M3(iii) deurgaans die
swakste gegroei het, was die toename in die betrokke twee stik-
stoffraksies by hierdie kultuur die hoogste. Die toename van
hierdie fraksies kan waarskynlik toegeskryf word aan die feit
dat aktiewe groei na nege weke opgehou het, dat selmateriaal
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begin afsak het en dat 'n stadige outolise daarvan plaasgevind
het. Op hierdie wyse kon van die selproteiene in die mos be-
land het. | | '

Die algemene toename van die aminostikstoffraksies
in die moste wat langer as twee maande met die swamkulture in
aanraking was dui daarop dat die ontbinding van selmateriaal
verder gegaan het as die proteien- of hoér molekul@re stikstof-
stadium. Die outolise het skynbaar egter nie tot die vry am-
moniakstadium gegaan nie. Die sterk toenawe in profeienstik-
stof en resstikstof is van groot belang en dui daarop dat
hoogmolekulére stikstof vrygestel word. Hierdie hoogmoleku-
l8re proteienstikstof hidroliseer gedeeltelik tot aminosure en
hoer peptiede en gevolglik het die aminostikstof en dus ook
totale stikstof in die mos na vier maande weer toegeneem.

Dit is bekend dat swamme in staat is om selproteiene
uit aminosure en ander opgeloste stikstofverbindings op te
bou (Schanderl, 1959 en Fruton en Simmonds, 1960). Hulle be-
sit egter ook proteolitiese ensieme wat hoogmolekulére prote-
ien tot laer molekul@re verbindings kan afbou-(J8rgensen,1956).

In teenstelling met die vier maande moste het die
swamkulture in die twee maande moste aktief gegroei en selpro-
teiene opgebou, terwyl hulle geen of slegs 'n geringe mate van
- outolise ondergaan het.

Volgens Vogt (1958) wissel die stikstofgehalte van
mos tussen 0.2 en 1.4 g/l. Hy beweer ook dat die stikstofge-
halte van suikerryke moste gewoonlik hoér as die van suikerarme
moste is. Die totale stikstofgehalte van die eksperimentele
moste in hierdie studie was 0.716 g/1. Volgens Koch en Schwahn
(1958) het E.K.-filtrering geeh invloed op die oplosbare pro-
teieninhoud van druiwemos nie. Die bewering van Vogt (1958)
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dat moste afkomstig van vrot druiwe relatief arm aan stikstof
is, is in hierdie studie by die Botrytis- en Rhizopus-geinfek-

teerde moste bevestig,

Die proteienstikstof van mos bedra volgens Prillin-
ger (1957) en Vogt (1958) ongeveer 5% van die totale stikstof.
Proteienstikstof bestaan hoofsaaklik uit peptone en albumiene,
terwyl peptiede in kleiner hoeveelhede voorkom, Die stikstof-
bevattende verbindings in druiwemos bestaan hoofsaaklik uit
aminosure. Uit Tabel 2 volg dit dat die proteienstikstof
van die kontrole-mos ongeveer 7% van die totale stikstof uit-
gemaak het, terwyl meeste van die stikstofverbindings uit ami-
nosure bestaan het. Hierdie syfers stem goed ooreen net dié
van Prillinger (1957) en Vogt (1958).

By die swam-geinfekteerde moste het die proteien-
stikstoffraksies egter toegeneem tot 'm hoogte van 10-33%
van die totale stikstof, terwyl die persentasies aminosuurstik-
stof dienooreenkomstig gedaal het. By die twee maande kulture
het 61-66% van die totale stikstof uit aminostikstof bestaan
(Tabel 5), terwyl die aminostikstofinhoud van die kontrole-
mos ongeveer 88% van die totaal was. In hierdie verband was
die mos van ras M3(iii) weer 'n uitsondering aangesien die ami-
nostikstof in hierdie geval 8l1% van die totaal bedra het. Na
'n groeitydperk van vier maande het die aminostikstof van al
die swamgeinfekteerde moste egter verder afgeneem soos in
Tabel 5 aangedui word. |

Tabel 5 / ...
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Tabel 5 Aminostikstof as persentasie van die totale stik-

stof van die kontrole-mos én die swamgeinfekteerde

moste na 'n groeitydperk van 2 en 4 maande

Monster Amino-N as % van totale-N
Kontrole-
108 88.4
(a) (b)
M3(iii) 81.5 66.6
65(iv) 62.5 49.4
IO(iii) 61.5 48.9
73(1) 66.7 55.1
Rhizopus - 62.2 66.5

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture

Die afname in aminostikstof as persentasie van die totale stik-
- stof na twee en vier maande groei, bewys dat die swamme die
maklik assimileerbare aminosure as stikstofvoedsel vif sel-
sintese gebruik. Hoe langer die swamme gegroei het des te min-
der aminostikstof was daar in verhouding tot_die totale stik-
stof.

Met outolise van die swamweefsels is 'n deel van die
geassimileerde aminostikstof, in die vorm van proteien- en
ander hoogmolekulére stikstof,skynbaar weer aan die medium
vrygestel. Hierteenoor meld Foster (1949) en Skinner et al.
(1951) dat swamme in staat is om aminosure en hoér peptiede
uit suikers op te bou wat dan vir die vorming van selproteien
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en ander stikstofverbindings aangewend wo:d. Hierdie prote-
iensintese uit suikers vie aminosure (Fruton en Simmonds,
1960) mag oor die groeitydperk van vier maande ook bygedra
het tot die wins aan aminostikstof en protelenstikstof. By
'n gebrek aan suiker en suur sal stikstofverbindings tot am-
moniak afgebou word, wat dan in die medium vrygestel word
(Sstalder, 1954). Tabel 2 toon dat die vry ammoniakstikstof
van die swamgeinfekteerde moste baie sterk afneem tot op twee
maande, maar daarna geen betekenisvolle skommelinge toon nie,

Prillinger (1957) het gevind dat daar tydens die al-
koholiese gisting van druiwemos 'n sterk afname in die amino-
suur- en ammoniakstikstof is, terwyl die afname in hoogmole-
kultre stikstof, b.v. proteien, minder opvallend is. Teen die
end van die gistingsproses neem die aminosuurstikstof as gevolg
van outolise van die gisselle weer toe. Die totale stikstof
neem dienooreenkomstig ook toe, maar bereik nooit die.peil
van die stikstof in die ongegiste mos nie.

_ Die waarnemings wat hier met Botrytis cinerea en
Rhizopus nigricans gedoen is, stem tot 'n grbot mate met hier-

die bevindinge van Prillinger (1957) ooreen.

2.4, - Gliserol

Soos verwag, het al die rasse van B.cinerea (Dittrich,

1964) en Rhizogus nigricans gliserol gevorm. Die hoeveelhede
word in Tabel 6 weergegee.

Tabel 6 / ...
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Tabel 6 Gliserolgehalte van kontrole-mos en swamgeinfek-
' teerde moste na 'n groeitydperk van 2 en 4 maande

Monster Gliserolgehalte
g/1
Kontrole-mos 1.2 ¥
(a) (b)
M3(iii) 8.10 15.90
65(iv) 1.65 0.46
10(iidi) 2,00 0.25
N 73(1) 2.40 0.39
Rhizopus 18.70% 17.85%°

(a) 2 maande kultuur
(b) 4 maande kultuur

Die gliserolgehalte het na 'n groeitydperk van twee
maande by al die rasse van B.cinerea sowel as by R.nigricans
toegeneem, maar die opvallendste hoeveelhede gliserol is deur
ras M3(iii) en Rhizopus gevorm. Dit het die vermoede laat
ontstaan dat gliseraldehied of dihidroksiasetoon, wat die be-

paling van gliserol mag beinvloed, hier teenwoordig was. Spe-
sifieke bepalings vir hierdie twee verbindings het egter ge-
toon dat hulle gladnie teenwobrdig was nie. Dit kan dus aan-
vaar word dat die syters in Tabel 6 slegs gliserol verteen- B
Woordig.

Volgens die algemene skema vir die koolhidraatme-
tabolisme is die tussenprodukte, gliseraldehied en dihidroksi-
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asetoon egter voorlopefs van gliserol (Fruton en Simmonds,
1960). Skinner et al. (1951)het aangedui dat die gliserolvor-
mende swamme, b.v. Aspergillus en Penicillium, gliserol volgens

die algemene gistingskema vorm.

Gliserolwaardes in moste afkomstig van Botrytis-
geinfekteerde druiwe wissel tussen 2 en 24 g/l1, afhangende van
die graad van Botrytis-infeksie van die druiwe (Muhlberger en
Grohman, 1962; Dittrich, 1964). Die swam is ook in staat
om gliserol in sintetiese voedingsmedia van dihidroksiasetoon
en gliseraldehied te vorm, terwyl van wynsteen-, appel- en
glukoonsuur, as enigste C-bronne, geeh gliserol gevorm kan
word nie. In vivo word die trioses in die gefosforileerde
toestand gedissimileer (Dittrich, 1964). Dittrich het ook
gevind dat B.cinerea op die parasitiese (lewende druiwekorrel)
sowel as op saprofitiese substrate (b.v. mos) dieselfde fisio-
logiese stofwisseling toon met betrekking tot gliserolvorming.,
In BOtrxtis—moste vind egter geen ophoping van dihidroksiase-
toon of gliseraldehied plaas nie.. Dit was dan ook die geval
by die eksperimentele moste onder bespreking.

Volgens Gentile (1954) verloop die koolhidraatafbre-
king in B.cinerea hoofsaaklik via die pentosefosfaatsiklus.
Stygende suikerkonsentrasies bevorder gliserolvorming, terwyl
'n styging in pH die gliserolkonsentrasie laat afneem (Pey-
naud et al., 1959). Volgens Dittrich (1964) word gllserol by

'n hoé€ pH dus verder gedissimileer.

Aangesien daar 'n afname in die wynsteensuur- en appel-
suurkonsenfrasies van die swamgeinfekteerde eksperimentele
moste was (2.5.1.4.), kon verwag word dat die pH van die moste
sou styg. Dit het dan ook werklik gebeur. Volgens Nelson
en Amerine (1957) besit kaliumbitartrast in mos 'n baie geringe
buffervermoé by pH 4 en hoér. Die ander sure van mos, b.V.
glukoonsuur en sitroensuur, besit ook geen noemenswaardige
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buffervernoé nie.
Tabel 7 pH's van kontrole-nos en swamgeinfekteerae moste

na groeitydperke van 2 en 4 maande

Monster PH
' Kontrole-mos 3.77
(a) (b)
M3(iii) 3,81 4.11
10(iii) 4,16 4.76
Rhizopus 3.23 3.42 '

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture
*® nie beraal nie

Die pH van die eksperimentele kontrole~mos was 3.77. Van Ta-
bel 7 is dit duidelik dat die pH van die moste tydens groei ge-
styg het, Die afname van glisercl na 'n groeitydperk van vier
maande kan dus aan die styging in pH gekoppel word. Van Ta-
bel 6 is dit duidelik dat die gliserolgehalte by al die kul=-
ture, behalwe ras M3(iii), na 'n groeitydperk van vier maande
sterk afgeneem het., Die Rhizogus—geinfekteerde mes het slegs
'n minimale afname getodn, terwyl ras M3(iii) nog verdere hoe-
veelhede gliserol gevorm het. As gevolg van die relatiewe ge-
ringe afnames in wynsteensuur en appelsuur het die pH-waardes
van die Rhizopus- en W3(iii)-moste ook die kleinste toenames
na vier maande getoon. Rhizopus het ook ultermate groct hce-
veellede sitroensuur geverm (Tabel 12).
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Die toename of afname van glisercl in die kultuur-

moste, in vergelyking met die gliserolgehalte van die kontrole-
mos, word deur die kwosiénte in Tabel 8 weergegee. |

Tabel 8 Kwosiént van gliseroltoename of -afname van swam-

geinfekteerde moste, tenopsigte van die gliserol-

gehalte van die kontrole-mos, na groeitydperke

van 2 en 4 maande

Monster Kwosient
M3(iii) 6.7 13.3
65(iv) 1.4 0.38
10(iii) 1.7 0.20
73(1) 2.0 0.33

Rhizopus 15.6  14.90 ’

(a) 2 maande kulture

(b) 4 maande kulture

Die afname van glisercl na vier maande van swamin-
feksie hou waarskynlik verband met die vorming van barnsteen-—
suur, soos uifeengesit onder paragraaf 2.5.1.3.. Volgens |
Fruton en Simmonds (1960) is sekere mikrodrganismes in staszt
om gliserol met vetsure te laat verester om sodoende vette te
vorm. Volgens Harper (1963) verloop dieselfde proses in giste.
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2.5, ORGANIESE SURE

2.5.1. Vaste sure

Die sure wat van die suiwer mos en die swamgeinfek-
teerde moste op die Dowex-kolom geskei is, is die volgende:
giukoonsuur, galakturoonsuur, barnsteensuur, glikolsuur,
appelsuur, wynsteensuur en sitroensuur. By hoér konsentrasies
was daar geen definitiewe skeiding tussen barnsteensuur en
glikolsuur nie. Fumaarsuur elueer eers na sitroen- en wyn-
steensuur uit die kolom en indien dit aanwesig is word dit
saam met wynsteen- en sitroensuur gee€lueer en dus as sitroen-
suur bepaal. Dit is gedoen om tyd te bespaar. Dit is streng-
gesproke 'n swakheid in die skeidingsprosedure, aangesien
fumaarsuur 'n belangrike komponent van die sitroensuursiklus
is en sekere swamme in staat is om fumaarsuur te vorm. Skin-
ner et al. (1951) het gevind dat Rhizopus nigricans redelike

hoeveelhede fumaarsuur kan vorm. Hierdie suur kon egter nie
in die sitroensuur- wynsteensuurfraksie van die Rhizopus- en
Botrytis-moste geidentifiseer word nie.

2.5.1.1. Glukoonsuur

By die titrasie van die fraksies wat glukoonsuur
bevat het,kon geen definitiewe endpunt met fenolftaleien ver-
kry word nie. Die rede hiervoor is waarskynlik dat 'n deel
van die suur in die laktoon-vorm aanwesig was. Op papierchro-

matogramme is die laktoon by suiwer glukoonsuur sowel as by die
glukoonsuurfraksie van die Botrztis—moste as 'n tweede dowwer
kol verkry. Deur die fraksies wat glukoonsuur bevat, d.w.s.
fraksies 20-30, voor titrasie effens te verhit, word die lak-
toon vinniger deur die alkali na die vry suur gehidroliseer en
gevolglik word 'n duldeliker omslagpunt van die indikator by
die endpunt van die titrasie verkry.
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Die hoeveelhede glukoonsuur wat deur die Botrytis-
rasse gevorm is, word in Tabel 9 aangetoon.

Tabel 9 Glukoonsuur- en galakturoonsﬁurinhoud van kontrole-
mos en swamgeinfekteerde moste na 'n groeitydperk

van 2 en 4 maande

Glukoonsuur Galakturoonsuur
Monster s g/l g/l
Kontrole-
oS 0.3488 0.2453
(a) (B) - (a) T A(p)
M3(iii) 2.3750 0.8453 |- 0.2686 0.2235
65(iv) 2.9400  1.2070 | 0.0969  0.0810
10(4iii) 3,9070 = 1.2470 0.1507 0.0805
73(1) 2.1270 0.3558 0.1073 0.0729 .
L Rhizopus | 0.2879  0.2653 | 0.3275  0.2643 }

I (a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture

Die vier rasse van B.cinerea het dus na 'n groeitydperk van
twee maande uitermate groot hoeveelhede van die suur gevorm,
terwyl daar na 'n groeitydperk van vier maande weer 'n groot
‘afname in die glukoonsuurkonsentrasie waargeneem is. Rhizopus
" het hom egter algeheel anders gedra. Die glukoonsuurgehalte
het na twee maande nmet 17% gedaal en daarna prakties dieselfde
gebly. Ras 10(iii) het die grootste hoeveelheid glukoonsuur
gevorm, maar die mos waarin dit vir vier maande gegroei het,het
ook die grootste afname getoon.
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Mos afkomstig van Botrytis-besmette dfuiwe bevat al-
tyd glukoonsuur in hoeveelhede'tot 2 g/1, terwyl mos van ge-
sonde druiwe geen of slegs spore van die suur bevat. Die aan-
wesigheid van glukoonsuur in mos is 'n bewys dat dit vanaf
Botrytis-besmette druiwe afkomstig is (Peynaud et al., 1959).

Die vorming van glukoonsuur deur B.cinerea en ander
skimmelswamme gaan volgens Rentschler en Tanner (1955 en
1955(a)) gepaard met die vormlng van glukuroonsuur. Laasge—
noemde suur is egter nie in enlge van die suurfraksies van dle
eksperimentele moste aangetref nie, Rlbereau—Gayon (1960) be-
rig ook van die vorming van glukoonsuur deur B.01nerea en Ri-
béreau—Gaybnbet al. (1955) skryf die vorming van die suur aan
die direkte oksidasie van glukose toe. Carlson (1960) wat
gewerk het op die vorming van glukoonsuur deur die swam Asper-~
gillus niger het gevind dat hierdie en ander organismes glukoon-

suur deur die oksidasie van glukose vorm. Hierdie omsetting is
'n eenvoudige oksidasie, wat ook deur 'n selvrye ensiem, glu-
koseoksidase (° n dehldrogenase) teweeggebring word. Peni-
01111um—spe81es vorm ook glukoonsuur die produksie waarvan
deur 'n lae stlkstofgehalte van die medium bevorder word.
Botrytis cinerea besit ook die ensiem glukbseoksidase (Rent-
schler en Tanner, 1955 en 1955(a)).

Die afname in glukoonsuur in die moste wat deur dle
eksperimentele swamkulture na vier maande teweeggebring is,
kan deur die werking van die pentosefosfaatsiklus in B.cinerea
verklaar word (Gentile, 1954). Glukose word direk geoksideer
en Qie gevormde glukoonsuur word in gefosforileerde toestand
(fosfoglukonaat) via pentose fosfaat en triosefosfaat na piro-
vaat geoksideer. Die laaste stappe verloop volgens die Embden-
Meyerhof skema. Pirovaat is 'n metabolies aktiewe verbinding
en word o.a. in die Krebssiklus verder gemotaboliseer.
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2.5.1.2. Galakturocnsuur

Hierdie suur elueer net na glukoconsuur uit die
Dowex-skeidingskolom en was aanwesig in fraksies 3%0-36.
Tabel 9 toon dat die galakturoonsuurinhoud in die moste waar-
op ras M3(iii) en Rhizopus vir twee maande gegroei het, toege-
neem het. Die galakturoonsuurinhoud van die suiwer mos was
0.2453 g/1. Ras M3(iii) het die suurgehalte met slegs 9.4%
laat toeneem, terwyl Rhizopus 'n toename van 3%.5% getoon
~het, In téenstelling hiermee het die ander rasse van B.cinerea
grodt afnames in die galakturconsuurgehalte teweeggebring.
Soos uit Tabel 10 gesien kan word, het al die swamme 'n afname
in suurkonsentrasie na 'n groeitydperk van vier maande téweeb-
gebring. '

Tabel 10 Persentasie afnames in galakturoonsuur na 'n

groeitydperk van 2 en 4 maande

Monster % Afname
M3(iii) - 8.9
65(iv) 60.5 67.0
10(iii) 38.6 68.0
73(1) 56.73 71.0
Rhizopus - -

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture

Dit is opvallend dat slegs ras M3(iii) en Rhizopus na twee
maande galakturonsuur gevorm het en eers na vier maande weer
'n afname getoon het. Dit moet waarskynlik aan 'n sterker
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pektinase-aktiwiteit van die twee swamme toegeskryf word. Na
'n tydperk van vier maande was die galakturoonsuurinhoud van
slegs die Rhizopus-mos nog hodr as die van die kontrole-mos.

Galakturoonsuur is die basiese bousteen van pektiene
wat in die selwande en middellamella van druiwe en ander vrug-
te voorkom, Pektiene is dus polimere van galakturconsuur
(Meyer, 1960) en kom volgens Vogt (1958) slegs in klein hoe-
veelhede in mos voor (0.06-1.08 g/l1). Die ensiem pektinase
(pektienpoligalakturonase), wat in Mucor, Rhizopus, Aspergil-
lus, Penicillium, Botrytis en ander skimmelswamme voorkom, hi-

droliseer pektiene tot mono-,diren trigalakturoonsuureenhede
(Kertesz, 1951; Nyeste en Halld, 1963 en Nyeste, Halld en
Kovdes, 1963%), v

Die galakturoonsuurgehalte van die kontrole-mos was
baie laag en dit kan toegeskryf word aan die feit dat die pek-
tiene tydens die voorafbevriesing en B.K.,-filtrasie uit die
mos verwyder is. Daar wae dus geen bron waarult galakturoon-
suur gevorm kon word nie. Rhizopus en B.cinerea is in staat
om pektiene na galakturoonsuureenhede te hidroliseer (Rentsch-
ler en Tanner, 1955).,

Phizopus en Botrytis is van die weinige skimmelswan-

me wat kutikul@re infeksie kan vercorsaak. 'n Ensiem wat

deur B,cinerea geprcduseer word, los die middellamel!la van
subkutikul@re selle op en simptone van die sogenaamde "slip
skin" is die gevolg (Nelson, 1951). Pektinase word altyd deur
B.cinerea, ongeag die samestelling van die voedingsmedium,
gevorm (CZumann en BOhni, 1947). Volgens Kielhdfer en Wirdig
(1961) kan B.cinerez en ander swamme galakturoonsuur na slym -
suur omsit. Die reaksie word deur ensieme gekataliseer. Hier-
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die omsetting bied 'n verklaring vir die afname in galaktur-
oonsuurinhoud van die eksperimentele Botrytis- en Rhizopus;
geinfekteerde moste. In hierdie studie is die slymsuurgehalte,
indien enige,nie bepaal nie. - o

2.5.,1.3, Barnsteensuur en glikolsuur

Hierdie sure word tussen fraksies 40 en 50 uit die
skeidingskolom geélueer. Waar die konsentrasie van die twee
sure laag is, is die skeiding byna volledig (Fig'e 4 en 5),
maar by hoé konsentrasies (Fig'e 6 en 7) is daar 'n sterk oor-

vleueling van die fraksies wat hierdie sure bevat.

Tabel 11 Barnsteen- en glikolsuurinhoud van die kontrole-

mos en moste wat aan 2 en 4 maande groeitydperke

van die swamme onderwerp was.

Monster Barnsteensuur Glikolsuur
g/1 ‘ g/1
Kontrole-mos 0.031 0.066
(a) (b) (a) (b)
M3(iii) 0.207 0.689 0.374 0.117
65(iv) 0.178 0.121 0.160 0
10(iii) 0.023 0.089 0.094 0
73(1) 0.174 0.102 0.013 0 )
Rhizopus 0.454  0.358 0.078 0

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture
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Die moontlikheid bestaan ook dat die suur wat saam
met barnsteensuur geélueer word diglikolsuur mag wees. Vol-
gens Buch et al.(1952) het glikol- en diglikolsuur dieselfde

Rf-waarde.

Alhoewel glikolsuur sowel as barnsteensuur tydens
die standaardisasie van die Dowex-skeidingskolom gebruik is,
is glikolsuur nooit saam met barnsteensuur geé&lueer nie;
glikolsuur kon trouens in geeneen van hierdie eluate gevind
word nie (1.2.2.4.).. Aangesien chemiese rein diglikolsuur
nie bekombaar was nie, kon geen toetse deurgevoer word om vas
te stel of dit saam met barnsteensuur,‘a] dan nie, uit die
Dowex-kolom geélueer word nie. Vervolgens is die eluaat van
die Dowex-kolom op 'n silikagelkolom oorgebring (bladsyl3 )
en dit is gevind dat barnsteensuur en glikolsuur wel skei.

Die skeiding was identies met did wat verkry is met barnsteen-
en glikolsuurstandaarde op 'n silikagelkolom. Die feit dat
barnsteen- en diglikolsuur struktureel naverwant is, het egter
die vermoede laat ontstaan dat dit wel diglikolsuur is wat saam
met barnsteensuur uit die Dowex-kolom geé&lueer het. Volgens
hierdie resultate word die betrokke suur as glikolsuur aange-
dui. ‘

Die barnsteensuurgehalte van die kontrole-mos was
0.031 g/1 en van Tabel 10 volg dit dat die suur by alle twee
maande kulture toegeneem het. Na 'n groeitydperk van vier
maande het ras M3(iii) 'n baie groot toename in barnsteensuur-
konsentrasie teweeggebring, terwyl die toename by ras 10(iii)
gering was. Die ander kulture het almal 'n afname in barn-
steensuur verocorsaak. Die glikolsuurgehalte van die kontrole-
mos was 0.066 g/l en hierdie konsentrasie het na twee maande
groei by al die kulture, uitgesonderd ras 73(i), toegeneemn.
Ras M3(iii) het weer die grootste hoeveelhede van die suur ge-
vorm., Na 'n groeitydperk van vier maande het al die swamme,
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behalwe ras M}(iii% glikolsuur totaal gedissimileer,.

Volgens Vogt (1958) en Rentschler en Tanner (1955
(a)) bevat druiwe, veral onryp druiwe, klein hoeveelhede
barnsteensuur en waarskynlik ook glikolsuur sowel as gliok-
saalsuur. Finar (1959) meld dat glikolsuur definitief in
onryp druiwe aasnwesig is. Jefferscn, Foster, Phares en Car-
son (1952) beweer dat swamme, o0.a. R.nigricans, in staat is

om barnsteensuur uit formiaat te vorm. Gentile (1954) verwys
in sy werk na die bevindinge van Nord en Vitucci in verband
met die ontstaan van barnsteensuur. Hulle het gevind dat daar
by sekere swamme 'n alternatiewe omkeerbare metabcliese roete
is waarvolgens barnsteensuur uit mieresuur via glioksaul-,
glikol- en asynsuur gevorm kan word. Volgens Vogt (1953)

en Haehn (1952) word barnsteensuur tydens alkoholiese gisting
deur sekere giste gevorm, veral tydens die stormagtige stadiwn,
Glutamiensuur, wat 'n produk van die proteienmetabolisme van
gis is, dien hier as uitgangstof en word via o -ketoglutaar-
suur na barnsteensuur geoksideer. Ander navorsers is weer van
mening dat barnsteensuur -tydens gisting uit heksoses via aset-
aldehied of pirodruiwesuur gevorm word (Vogt, 1958). Voclgens
Franke, Jilge en Eichhorn (1961) is glioksalaat transaminases
in A.fumigatus, A.oryzae, P.glaucum, Mucor racemosus, Rhizopus

nigricans, B.cinerea en baie ander swamme teenwoordig.

Glioksalaat transaminases van die swamme kataliseer die trang-
aminering van glioksaalsuur met aminosure, veral glutamien-
suur, om glisien te vorm. Neweprodukte van die reaksie is glia~
kolsuur en oksaalsuur. Glutaminaat-pirovaat transaminases is

ook aanwesig en ketosure, b.v.ef-ketoglutaarsuur, word gevorii.

Olson (1954, 1959) berig dat skimmelswanme, b.v.
Penicillium-, Aspergillus- en Rhizopus-spesies, isositroenswa

kan splits om glioksaalsuur en barnsteensuur te vorm. Die
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isositritase ensiemsisteem bewerkstellig hierdie omsetting in
genoemde swamme omkeerbaar so00s in onderstaande skema uiteen-
gesit word. )

Sitraat

cis~akonitaat

Glikolaat d -isositraat
' 455555555? . \\\\\‘ﬁ*<£-kjfoglutaarsuur
glioksalaat + suksinaat 1 - glutamaat

glisien (aminosuur)

Figuur 8

Fruton en Simmonds (1960) en Kornberg en Krebs (1957) maak
ook melding van die bostaande omsettings in swamme en ander
mikrobes.

Benewens die bogenoemde ensiemsisteme is die ensiem,
barnsteensuurdehidrogenase, in B.cinerea en ander skimmelswam-
me gevind (Novak en Voros-Felkai, 1958; Barinova, 1960 en No-
vak, 1958). Dit dui daarop datl'n gemodifiseerde trikarbok-
sielsuursiklus in swamme funksioneer (Franke et al., 1961 en
Gentile, 1954). |

'n Ander siklus, nl. die glioksaalsuursiklus, kom ook
in mikrodrganismes voor wat dieensieme malaatsintetase en iso-
sitritase bevat (Fig. 9). Hierdie siklus verplaas die stappe
vanaf isositroensuur na appelsuur in die sitroensuursiklus
en kan dus as 'n variasie van laasgenoemde siklus beskou word
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(Kornberg en Krebs, 1957). As die suksinaat wat vorm verder
gemetaboliseer word, kan die siklus, tesame met die daarop-
volgende reaksies van suksinaat, tot die sintese van ander
metaboliete., soos fumaarsuur en oksaalasynsuur, lei.

Asetaat CO-COOH Asetaat

-

+ 30
Appelsuur 23 CHZ-COOH

Asetiel-
KoA Oksaalasynsuur Asetiel-KoA
Glioksaalsuur
Suksinaat f\{
l Isositroen- €—» Sitroensuur
Fumaarsuur suur
Oksaalasynsuur
Figuur 9

Hierdie siklus verskil van dié in Figuur 8 deurdat deurdat
Cz—verbindings die uitgangstowwe is. Sitroensuur is die end-
produk van die oksidatiewe metabolisme van asetaszt en ander
Cz-verbindings.

In sekere bakteriese sisteme kan barnsteensuur ook
uit pirodruiwesuur ontstaan. Soos reeds ges@ kan laasgenoem-
de uit gliserol gevorm word en kan dit via oksaalasynsuur,
appelsuur en fumaarsuur na barnsteensuur omgesit word (Fru-
ton en Simmonds, 1960).
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Uit die bespreking van bostaande literatuur is dit
duidelik dat barnsteen-,glikol- en glioksaalsuur belangrike
skakels in die intermedidre metabolisme tussen koolhidrate
en proteien is. Die vorming van sure kan dus op verskillende
maniere plaasvind en wel met verskillende verbindings as
uitgangstowwe. ’

2.5.1.4, Appelsuur en wynsteensuur

Hierdie twee sure oorweeg in moste, terwyl sitroen-
suur in kleiner hoeveelhede voorkom (Vogt, 1958).

Tabel 12 Appel-, wynsteen- en sitroensuurgehaltes van die

kontrole-mos en moste waarop die swamme vir 2 en

4 maande gegroeijhet

Monster Appelsuur Wynsteensuut Sitroensuur
g/1 8/1 g/1
Kontrole- ' |
mos 3.094 2.77% 0.139

(a) (b) (a) (b) (a) (b)
M3(iii) 2.302 1.13%36 | 2.368 1.511| 0.203 0.435

65(iv) 0,974 0.281}| 0.595 0.310] 0.751 0.725
10(iii) 0.546 0.222| 0.747 0.185| 1.621 1.609
73(1) 0.741 0.237| 0.378 0.285| 1,517 1.220

Rhizopus 5.129 3.581] 2.986 2.282| 3.093 1.945

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture
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Van Tabel 12 is dit duidelik dat al die rasse van B.cinerea
groot hoeveelhede appel- en wynsteensuur gedissimileer het.
Na 'n groeitydperk van twee maande het ras 10(iii) die groot-
ste afname in appelsuur- en ras 73(i) die grootste afname in
wynsteensuur teweeggebring. Na vier maande het almal behalwe
ras M3(iii) ongeveer 90% van die appel- en wynsteensuur ver-

bruik.

Tabel 13 Persentasie afname in appel- en wynsteensuur
van die kontrole-mos nadat die rasse van B.cine-
rea en Rhizopus vir 2 en 4 maande daarop gegroei
het

Monster Appelsuur Wynsteensuur
afname % afname

(a) (b) (a) (b)
M3(iii) 25.6 63.3 14.6 45.5
65(iv) 68.5 90.9 78.6 88.8
10(iii) 82.4 92.8 73.1 93.3
73(i) 76.1 92.3 86.4 89.7

<~ Rhizopus - - - 18.0 |~

(a) 2 maande kulture
(v) 4 maande kulture

Na vier maande het ras M3(iii) nog minder appel- en wynsteen-
suur verbruik as die ander rasse na '‘n tydperk van twee maande.
Dit wil dus voorkom asof hierdie ras nie so 'n sterk dissimi-
leerder van sure is nie. B.cinerea gebruik benewens suikers
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veral wynsteen- en appelsuur as koolstofbron (du Plessis,
1936). Peynaud et al. (1959), Rentschler en Tanner (1955(a)),
Ribéreau?Gayon (1960) en ander navorsers maak melding van die
vernietiging vanAappelsuur en wynsteensuur deur B.cinerea,
Sommige beweer dat die sWam appelsuur bo wynsteensuur verkies
en dus groter hoeveelhede appelsuur verbruik, terwyl andere
weer die teenoorgestelde bewering maak.

Volgens Tabel 13 blyk dit dat sekere rasse van
B.cinerea voorkeur aan een vah hierdie:-twee sure gee, al-
hoewel dle verskille nie so groot is dat dit enigsins beteke—
nisvol is nie. Rasse 65(iv) en 73(i) het na twee maande on-
'geveer 10% ‘meer wynsteensuur as appelsuur gedissimileer, ter-
wyl rasse M3(iii) en 10(iii) weer ongeveer 10% meer appelsuur
as wynsteensuur verteer het. Hierdie verskille het egter na
'n groeitydperk van vier maande totaal vefdwyn, behalwe in die
gevalvvan ras M3(iii) waar ongeveef 20% meer appelsuur as |
Wynsteensuur verbrulk is. Stalder (1954) het gevind dat
B.cinerea beide sure ewe geredelik afbou, maar dat daar wel
verskille kan voorkom aangesien daar oneindig baie geneties
verskillende stamme van B.cinerea kan bestaan.

Tabel 12 toon dat Rhizopus nigricans 'nm toename in
appelsuur teweeggebring het; terwyl wynsteensuur feitlik on-.
aangeraak gebly het. Na 'n groeitydperk van vier maande het
slegs 'n geringe afname in laaSgenoemde suur voorgekom. Op
grond hiervan, en die toename in appelsuurkonsentrasie, wil
dit voorkom asof R.nigricans nie van hierdie sure in die mos

vir sy voeding gebruik gemaak het nie. Gedurende dieselfde

groeitydperk van vier maande het Rhizopus 70% van die suiker
gedissimileer (Tabel 1) en heelwat barnsteensuur is ook ge-

- vorm (Tabel 11). ’
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Jefferson et al. (1952), Me¥f¥ (1946) en Marquez en

Llaguno (1958) het gevind dat Rhizopus-spesies en ander swamme
in staat is om appelsuur en ander sure te sintetiseer.

2.5.1.5. Sitroensuur

Die vorming van sitroensuur deur skimmelswamme is
reeds goed bekend. Stalder (1954) bverig dat Muttelet in
1923 'n drievoudige toename in sitroensuur van moste, waarop
B.cinerea gegroei het, verkry het. Rentschler en Tanner (1955)
het gevind dat B.cinerea 'n toename van meer as 100% van die
suur in moste, afkomstig van edelvrot druiwe, kan veroorsaak.

Tabel 14 Kwosiént van sitroensuurtoename in swamgeinfek-

teerde moste na 'n groeitydperk van 2 en 4 maan-

de, bereken volgens die sitroensuurgehalte van
die kontrole-mos

Monster Kwosiént
(a) (v)
M3(iii) 1.4 3.1
65(iv) 5.4 5.2
10(4iii) 11.7. 11.6
73(1) 10.9 8.8
Rhizopus 22.3 14.0

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture
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Van Tabel 14 is dit duidelik dat veral rasse 10(iii) en 73(i)
en Rhizopus 'n.groot_toename in die sitroensuurgehalte van die
mos, na 'n groeitydperk van twee'maande, teweeggebring het.

Na vier maande het slegs ras M3(iii), waarskynlik weer as ge-
volg van sy aanvanklike stadige groei, nog 'n toename van si-
troensuurkonsentrasie in die mos getoon. Al die ander rasse
van B.cinerea het baie klein afnames getoon, terwyl Rhizopus
'n groot vermindering van die suur teweeggebring het.

Die vorming van sitroensuur is 'n algemene verskyn-
sel by swamme van die genera Rhizopus, Aspergillus,Mucor, Peni-

cillium ens. (Skinner et al., 1951) en sommige navorsers is
van mening dat dit direk van glukose (heksose) afkomstig is.
Die suiker word via glukoonsuur, slymsuur enﬁb’—diketo-adipien—
suur na sitroensuur omgesit. 'n Ander groep navorsers is weer
van mening dat die suiker eers na asynsuur afgebreek word en
dat laasgenoemde dan na barnsteensuur en akonitiensuur omgesit
word. Akonitiensuur word na sitroensuur gehidroliseer,terwyl
barnsteensuur na fumaarsuur en verder na appelsuur omgesit
word (Skinner et al., 1951). 'n Meer presiese uiteensetting
van hierdie omsettinge deur swamme is reeds by die vorming van
barnsteensuur en glikolsuur bespreek (2.5.1.3.).

Kornberg en Krebs (1957) en Gentile (1954) het bewys .-
dat A.niger in staat is om sitroensuur uit suikers te.sinte—
tiseer deurdat C6—suikers, via fosfoglukonaat en pentosefos-
faat, na triosefosfaat omgesit word. Die sitroensuur ontstaan
deur verdere oksidasie van die triosefosfaat na pirovaat,
binding van CO2 en kondensering van die gevormde oksaalasetaat
met 'm molekuul asetiel-KoA. Die voorkoms varn lae konsentra-
sies van die ensiem isositritase in skimmels (Olson, 1954) is
egter verantwoordelik vir die ophoping van die suur deur mid-
del van die glioksaalsuursiklus. Die ophoping van fumaarsuur
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in die skimmels (b.v. R.nigricans) kan volgens Kornberg en Krebs

(1957) toegeskryf word aan die afwesigheid of lae aktiwiteit
van die ensiem fumarase.

In die eksperimentele kulture van B.cinerea en R.ni-
gricans is, soos reeds genoem, geen fumaarsuur gevorm nie.
Dit mag die gevolg van 'n hoé fumarase-aktiwiteit van die swam-
me wees., Fumaarsuur word waarskynlik na oksaalasynsuur omge-
sit wat weer verdere metaboliese transformasies ondergaan.
Fumaarsuur kon dus nie ophoop nie.

2.5.2., Vlugtig sure

Botter~,propioon7asyn-en mieresuur is in die eksperi-
mentele moste bepaal. Eersgenoemde twee sure het slegs in mi-
nimale hoeveelhede in die moste voorgekom of was totaal afwe-
sig. Hulle is gevolglik nie by die onderstaande tabel inge-
éluit nie.

Tabel 15 dui die toe- en afnames van totale vlugtige
sure sowel as asyn- en mieresuur in die moste aan. Uit die ta-
bel is dit duidelik dat die som van die ekwivalente hoeveel-
hede asyn- en mieresuur nie ooreenstem met die totale aantal
ekwivalente vlugtige suur (as asynsuur) wat in die moste ge-
vind is nie., Hierdie verskille kan nie aan die weglating van
propioon- of bottersuur tdegeskryf'word nie, omdat slegs mi-
nimale hoeveelhede van hierdie sure in die mos teenwoordig
was. Die rede vir hierdie verskille kan toegeskryf word aan
hoér vlugtige sure wat tydens stoomdistillasie oorgestook het,
of deur oofdraging van nie-vlugtige sure in die distillaat.
Hierdie sure is tesame met die laer vlugtige'sure dus as to-
tale vlugtige suur getitreer, terwyl hulle by die skeiding
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van die sure op die silikagelkolom nie bepaal is nie.

Tabel 15 Totale vlugtige~, asyn- en mieresuurgehaltes van
o die kontrole-mos en moste waarop die swamkulture

vir 2 en 4 maande gegroei het

Totale vlug- Asynsuur Mieresuur

Monster tige suur g/l :
SR (as asynsuur) &/l &/1
Kontrole |

mnos 0.219 0.187 0,021

(a) (b) (a) (| (a) (b)
W3(iii) |0.208 0,230] 0.118 0.230| 0,029 0,043
65(iv)- 0.302 0.115]| 0.147 0.063| 0.075 0.020
10(iii) | 0.177 0.182] 0.129 0.047| 0.036 0.014

CT3(1) 0.230° 0,132} 0.209 0.182] 0.059 0,041

Rhizopus | 0.235 0.093| 0.100 0.038}| 0.064 0,012

(a) 2 maande kulture
(b) 4 maande kulture

Die totale vlugtige suurgehalte van die swamgein-
fekteerde moste het oor die algemeen'na twee maande dieselfde
gebly. Die mos van ras 65(iv) het wel 'n toename van 36%
getoon, terwyl ras 10(iii) 'n afname van 18% teweeggebring
het. Die asynsuurgehalte van die moste het afgeneem, terwyl
die mieresuurgehalte by al die swamkulture toegeneem het.
Slegs ras 73(i) het 'n baie geringe toename in appelsuur
téweeggebringa Die mos waarop Rhizogus gegroei het, het die
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grootste afname in asynsuur ondergaan.

Na 'n groeitydperk van vier maande het}die viug-
tige suurinhoud van die moste, veral die van die Rhizopus
mos, afgeneem. Met uitsondering van ras M3(iii) was dit ook
die geval met die asynsuurinhoud van die moste. Behalwe in
die geval van ras M3(iii) het die mieresuurgehalte na vier
maande weer skerp gedaal. Die toename in die suur wat ras
M3(iii) teweeggebring het was I 50%. |

Nelson en Amerine (1957(a), 1957(b)) het ook gevind
dat die totale vlugtige suurgehalte van moste afkomstig van
Botrytis-gelinfekteerde druiwe baie laag is (0.06 tot 0.33g/1)
en dat die swam prakties geen invloed op die vlugtige suur-
gehalte het nie.
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HOQFSTUK III

GEVOLGTREKKINGS

Die biochemiese veranderinge wat deur aktiewe kul-

ture van Botrytis cinerea en Rhizopus nigricans in druiwemos

teweeggebring word, is ondersoek. Al die kulture wat gebfuik
is, is geselekteer uit 'n wye reeks isolate wat uit verskil-
lende wingerde van die Suid-Afrikaanse wynbou-area gemaak is,
Die volgende gevolgtrekkings kan uit hierdieJStudie gemaak
word e

1.
Daar is in geslaag om konstante kulture van B.cinerea

te verkry. ZEnkelspoorisolate van die kulture het geneties
konstante rasse opgelewer waarvaﬁ vier, wat die grootste mor-
fologiese verskille getoon het, vir die eksperimentele werk
gekies is. “ o '

29
Uitgesonderd ras M3(iii) het die geselekteerde rasse

van die swam dieselfde groeisnelheid op mos getoon. Die groei-
snelheid was min of meer in verhouding met die mate van meta-
boliese aktiwiteit.

3.
Rasse 65(iv), 10(iii) en 73(i) het feitlik dieselfde

mate van suikerverlies in die mos teweeggebring, terwyl ras
M3(iii) verreweg die minste suiker gedissimileer het. Die
omsetting van glukose na glukoonsuur en die verdere afbou
is aan die hand van die literatuur bespreek.
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4. :
Die gistingsaktiwiteit van die swamgeinfekteerde

moste‘staan in direkte verband met die stikstof- en suiker-
gehaltes daarvan. Dit wil dus voorkom asof 'n verlaging in
gistingsaktiwiteit van Botrytis-geinfekteerde moste aan 'n
voedselgebrek van die giste toegeskryf moet word en nie soseer
aan die afskeiding van inhiberende antibiotiese stowwe nie.

5. - .
Nadat die swamme vir vier maande op die mos gegroeil

het, het hulle 'n verhoging in al die stikstoffraksies van die
mos, tot 'n waarde wat hoér was as die van die twee maande
kultuurmoste, teweeggebring. Hoogmolekulére proteien~ en
residuele stikstof het toegeneem tot 'n waarde wat hoér was
as die van die kontrole-mos. Die swamme gebruik aanvanklik
die maklik assimileerbare aminostikstof en vry ammoniakstik-
stof vir selsintese. Later word die stikstof weer, veral

in die vorm van proteiene, deur middel van seloutolise aan
die medium vrygestel. Gedecltelike ensimatiese hidrolise
van die vrygestelde proteienstikstof het nie verder as die
amminosuurstadium gegaan nie, aangesien die vry ammoniakstik-
stof in die moste na twee en vier maande dieselfde was. Die
waarskynlike metaboliese omsettinge van die stikstofverbin-
dings is aan die hand van die literatuur bespreek.

6. :
Al die Botrytis-rasse en Rhizopus het gliserol ge-

vorm. Die afnames na 'n groeitydperk van vier maande kon
met 'n styging in die pH van die moste in verband gebring word.
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Te
B.cinerea vorm groot hoeveelhede glukoonsuur, ter-

wyl slegs ras M3(iii) en R.nigricans galakturoonsuur gevorm

het. Drie van die Botrytis-rasse en Rhizopus‘het barnsteen-
suur gevorm. Na 'n groeitydpefk van vier maande het slegs
ras M3(iii) 'n verdere toename van hierdie suur teweeggebring
terwyl dit deur die ander rasse van B.cinerea en Rhizopus ge-~
deeltelik gedissimileer is. Glikolsuur is ook deur al die
rasse, uitgesonderdvras 73(i), gevorm en na vier maande is
die suur totaal gedissimileero B.cinerea bring groot afna-
mes in die wynsteen- en appelsuurgehaltes van druiwemos teweeg.
Rhizopus het prakties geen wynsteensuur gedissimileer nie,
maar groot hoeveelhede appelsuur gevorm. Al die Botritis-
rasse, en Rhizopus by uitstek, het sitroensuur gevorm. Be-
treffende die hoeveelhede van die verskillende sure wat ge~-
vorm of afgebreek is, was daar op enkele uitsonderings na,

by die verskillende Botrytis-rasse geen verskille in suurme-
tabolisme nie. B

8.
In ooreenstemming met die bevindinge van oorsese

navorsers is bevestig dat B.cinerea ongeveer dieselfde mate
van suur- en suikerverlies in moste teweegbring. Indien die
besmetting van druiwe deur die betrokke»skimmelswammé enige
voordeel vir die Suid-Afrikaanse wynbereiding sou inhou, sou
Rhizopus,nigricans volgens hierdie resultate voordeliger wees,

aangesien die swam die grdotéte hoeveelhede sitroensuur, appel-
suur en gliserol vorm en minder wynsteensuur afbreek. Aan- ‘
gesien Rhizopus gewoonlik saam met B.cinerea op druiwe voor-
kom, ontstaan die vraag of Rhizopus nie in elk geval 'n by-
drae lewer tot die sogenaamde "veredeling" van "Botrytis~
rosyntjies" nie.
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Aan die hand van die resultate wat in hierdie stu-
die verkry is, mag dit voordelig wees om die ondersoek ver-
der te voer deur wyne te berei van druiwe wat onder gekon-

troleerde toestande met B.cinerea sowel as R.nigricans ge-

infekteer is. Afgesien hiervan, is daar egter ook nog ander
aspekte van hierdie studieveld wat met voordeel intensiewer
ondersoek kan word. In hierdie verband word veral gedink
aan die vesstelling van die metabcliese produkte wat deur
die betrokke organismes tydens die aforeek van b.,v. gliserol,
glukoonsuur, appelsuur, wunsteensuur en selfs barnsteensuur
gevorm word. Die produkte wat gevorm word, scwel as die me-
tabolise roetes wat gevolg word, sal moontlik deur die ge-
bruik van kunsmatige voedingsmedia bepaal kan word. Die
voédingstowwe wat ondersoek word, kan noukeurig beheer word.
Hierdie navorsingsrigting sal in aansluiting met die aange-
duide resultate 'n volledige beeld kan verskaf van die ver-
anderinge wat deur die betrokke skimmels in druiwemos teweeg-.
gebring word.

—~=000---
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