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Stirred Tank Reactor  

and instrumentation for on-line process control 



E =  Ecalomel + RT/ nF  ln aoxidants / a reductants 

   Standard redox potencial 

     Eh =  E0 + RT/ nF  ln aoxidants / a reductants 

Clark rH potential definition  

rH = 0.0343 Eh   +  2 pH  ; rH = - log pH2 ; pH = - log aH2  

REDOX  POTENTIAL 

          Ecalomel = 244 mV E0  



For more complex systems 
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REDOX POTENTIAL in WINE

Redox potential in wine express intensivity and the rate 

of  the sum of all oxydo - reductive processes

Wine represent complex oxydo-reductive system 

composed by :

 Chemical oxydo – reducitive compounds :

alcohols, aldehydes, organic (oxo & keto) acids 

polyphenols, kinons, ascorbic & dehydroascorbic acid, 

Ion couples Fe 2+ /Fe 3+ ; Cu + /Cu 2+

Metabolic activity of microbial culture 

and their metabolism

sugars (glucose)  alcohols + biomass



REDOX CHARACTERISTICS OF  WINES  
 

Premium quality wines are characterized by the lowest redox potential values 

Reductive and close character wines are disposed to oxidation  

 

Reductive non-oxydized wines Eh = 100 - 180 mV ;   rH=18 do 20 

Oxydized wines  Eh = 268 - 300 mV ;   rH=24 do 25 

White bottled wines : Eh = 275 -280 mV 

Red bottled wines : Eh = 100 -223 mV 
 

REDUCTANTS: 

SO2, ascorbic acid, cell products  (cisteine , glutatione) are parameters that are decreasing  redox 

potential and express  reductive character 

OXIDANTS: 

Air oxygen, bentonites, mineral adsorbents, peroxyde 

Protectors and antioxidants in fermentation : 

Carbone dioxyde, gaseous nitrogen are protective agents  

in the pipes and fermentor head space 

 



    

     Redox potential in wine fermentation 
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Redoks potencial med fermentacijo mošta brez dodatka SO2 pri 18oC 

območje za potek 

alkoholne fermentacije 

(od150 do -150 mV) 



Vpliv temperature 

T [°C] začetni Eh [mV] končni Eh [mV] ΔEh [mV] 

15 210 -10 220 

18 200 -150 350 

24 200 -200 400 
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Odvisnost končnih vrednosti 

redoks potenciala od temperature 

fermentacije  

-250

-200

-150

-100

-50

0

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

T / 
o
C

E
h

 /
 m

V



Redox potential,  reducitive sugars consumtion, acetaldehyde and ethanol at 15, 18 in 24°C 
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Redox potential and glycerol 
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Redox potential and glycerol in sulfurized 

grape must  

Redoks potencial in nastanek glicerola pri fermentacijah 

z dodano žveplovo(IV) kislino pri 15, 18 in 24 ºC 

Fermentation temperatures pri 15, 18, 24 °C 
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Redoks potencial in koncentracija glicerola med 

fermentacijami ob dodatku žveplove (IV) kisline 

Redoks potencial in nastanek glicerola pri fermentacijah 
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Primerjava nastajanja glicerola med 

fermentacijami brez in z dodanim žveplom 

pri 15, 18, 24 °C 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

čas fermentacije / (h)
g

li
c

e
ro

l 
/ 
(g

L
-1

)

glicerol(15)-S glicerol(18)-S glicerol(24)-S glicerol(15) glicerol(18) glicerol(24)

-250

-200

-150

-100

-50

0

50

100

150

200

250

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

čas fermentacije / (h)

E
h
 /
 (

m
V

)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

g
li
c

e
ro

l 
/ 
(g

L
-1

)

Eh(24)-S Eh(18)-S Eh(15)-S glicerol(24)-S glicerol(18)-S glicerol(15)-S



REZULTATI 

3. VPLIV MEŠANJA IN TEMPERATURE NA 
POTEK FERMENTACIJSKEGA PROCESA  

 



Redoks potenciala fermentacije pri 18 C z mešanjem in redoks potencial fermentacije brez 
mešanja in temperaturne regulacije. 
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REZULTATI 

4. VPLIV TEMPERATURNIH ŠOKOV NA 
POTEK FERMENTACIJSKEGA PROCESA 
IN NA NASTAJANJE GLICEROLA 



 

 

            T  18 , 22, 26 ° in aproksimacija 26 °C 

-200

-150

-100

-50

0

50

100

150

200

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77

čas(h)

E
h

(m
V

)

f-A

f-B

-300

-250

-200

-150

-100

-50

0

50

100

150

200

0 10 20 30 40 50 60 70 80

čas (h)

E
h

 (
m

V
)

f-18

f-22

f-26

f-22 apr

 Redoks potencial pri fermentaciji  kabernet sauvignona 

                    Z vpihavanjem CO2 in brez vpihavanja CO2  



-100

-50

0

50

100

150

200

250

300

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

fermentation time / (h)

E 
/ (

m
V)

; s
ug

ar
,  

Et
OH

 / 
(g

/l)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

bio
m

as
s 

/ (
g/

l)

-50

0

50

100

150

200

250

300

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

fermentation time / h

E
 / 

m
V

 ; 
re

d.
su

ga
rs

/ (
g/

l)
, E

th
an

ol
 

/ (
g/

l)
0

1

2

3

4

5

6

7

bi
om

as
s 

/ (
g/

l)

-300

-200

-100

0

100

200

300

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

fermentation time / (h)

E 
/ (

m
V)

; s
ug

ar
, E

tO
H 

/ (
g/

l)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

bi
om

as
s 

/ (
g/

l)

 Fermentacija sauvignona  pri  T  15, 18 in 24 °C 

              T  15°C 

               T  18 °C 

               T  24 °C 



Fermentacija  modre frankinje  pri T  24 °C 



Temperaturni šok v fermentaciji cv. Sauvignon  
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The Influence of  Galvanic Field on 
Saccharomyces cerevisiae  

in  Grape Must Fermentation  
M. BEROVIC 1) , M. POTOCNIK 1) and  J. STRUS 2) 

 

 

Vitis 47 (2), 117-122 (2008) 
 



Kvasovke S. cerevisiae tretji dan fermentacije z 

elektrostimulacijo obarvane z metilen modrim. 

 

 



The Influence of  Galvanic Field on  

Saccharomyces cerevisiae  

in  Grape Must Fermentation 
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                             T = 18, ■ 22 and ▲ 26 °C ,                          ◊ T = 26° C ( 1,3 µA) , □ T = 26° C ( 7,7 µA), ∆ T = 26° C ( 30 µA), 

                                    without electrostimulation                                                                    with electrostimulation. 

 

           



The Influence of  Galvanic Field on  
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Upadanje koncentracije jabolčne kisline med fermentacijo (g/l)
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REZULTATI 
PRIMERJAVA ŠTEVILA CELIC 
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ALKOHOLNA FERMENTACIJA 



Glikoliza in nastajanje etanola 



Influence of static magnetic field on 

Saccharomyces cerevisiae metabolism 
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ZAKLJUČKI 

• Statično magnetno polje ima pozitiven vpliv na 
metabolizem kvasovk 

• Kvasovke, ki so bile izpostavljene magnetnemu 
polju, so bolj tolerantne na etanol 

• Magnetnemu polju izpostavljene kvasovke so 
razgradile več sladkorjev v primerjavi s kontrolno 
kulturo 

• Biomasa je hitreje naraščala pri kvasovkah, ki so 
bile izpostavljene magnetnemu polju 

 



Glycolisis 



Metabolizem kvasovk v alkoholni fermentaciji 
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Nastajanje glicerola pri spreminjanju 

temperature fermentacije 
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• S predhodnimi raziskavami smo ugotovili, da 

lahko produkcijo glicerola povečamo s 

spreminjanjem  temperature med fermentacijo 

 

• Pri temperaturnem  šoku 45 ºC, ki smo ga izvedli 

na vcepku pa smo dosegli enake koncentracije 

glicerola kot pri temperaturnih šokih pri 34 ºC 

 

 

 

 

Ferm. 18ºC  T.Š. 

8h/34ºC  

T.Š. 

20min/45ºC  

12h /18-25ºC  

Glicerol 

(g/l) 

6,81  11,62  12,14  9,42  



Vpliv temperaturnega šoka na vcepek  

Sacharomyces cerevisiae 
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Slika 2. Produkcija glicerola v fermentaciji z 

 20 minutnim temperaturim šokom vcepka 

pri 45 °C in  kontrolni vzorec pri 

fermentaciji  pri 18 ºC.  

Slika 1. Biomasa v fermentaciji z  20 

minutnim temperaturim šokom vcepka pri 45 

°C in  kontrolni vzorec pri  

fermentaciji  pri 18 ºC. 
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Slika 2. Produkcija glicerola v fermentaciji z 

 20 minutnim temperaturim šokom vcepka 

pri 45 °C in  kontrolni vzorec pri 

fermentaciji  pri 18 ºC.  

Slika 1. Biomasa v fermentaciji z  20 

minutnim temperaturim šokom vcepka pri 45 

°C in  kontrolni vzorec pri  

fermentaciji  pri 18 ºC. 
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            Tabela 1.   Metaboliti nastali med fermentacijo ob uporabi termično  

obdelenega vcepka v primerjavi s kontrolnim vzorcem. 

 

Metaboliti Kontrolni 

vzorec 

 
(18 °C) (g l-1) 

 

Termično obdeleni 

vcepek 
    (20 min / 45 °C) 

(g l-1) 

Biomasa 6.7 ± 0.02 7.2 ± 0.02 

Red. sladkorji 6.5 ± 0.23 2.4 ± 0.09 

Ocetna kislina 0.28 ± 0.06 0.32 ± 0.02 

Jantarna kislina 0.63 ± 0.11 0.75 ± 0.12 

Jabolčna kislina 3.3 ± 0.16 3.4 ± 0.17 

Vinska kislina 2.5 ± 0.18 2.2 ± 0.09 

Etanol 84.70 ± 2.18 91.77 ± 0.93 

Glicerol 6.81 ± 0,06 12.14 ± 0,26 



Vpliv enojnih in dvojnih temperaturnih šokov na 

biosintezo glicerola 
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Fig. 1: Glycerol production at constant fermentation 

temperature of 18ºC; black square, control; black 

circle, single heat shock at 34ºC for 4 h; black 

triangle, single heat shock at 34ºC for  24 h.  

Fig. 2: Glycerol production at constant fermentation 

temperature of 18 ºC; black square, control; black 

circle, double heat shock at 34ºC (2 x 4 h); and black 

triangle, double heat shock at 34ºC (2 x 8 h). 



ZAKLJUČKI 

• S temperaturnimi šoki smo dosegli večjo metabolno 
aktivnost vinskih kvasovk in s tem višjo produkcijo 
glicerola in višjih alkoholov  

 

• Določili smo optimalni temperaturni šok pri 34C, ki je bil 
pri 8-urah in dokazali da nihanje temperature 18-25C 
pozitivno vpliva na produkcijo glicerola in višjih alkoholov 

 

• Kvasovke ki preživijo temperaturni šok 45C, ki smo ga 
izvedli na vcepku imajo povišano produkcijo glicerola 
tekom cele fermentacije. Ta metoda je zaradi tega zelo 
primerna za produkcijo vina v velikem merilu, saj s tem 
postopkom nimamo tehnoloških problemov s segrevanjem 
in ohlajanjem med fermentacijo, ter s hlapnimi aromami v 
vinu. 



               

          Rezultate raziskav smo objavili v člankih 

 

• Berovič M, Herga M. 2007 Heat shock on Saccharomyces 

cerevisae inocolum increases glycerol production in wine 

fermentation Biotechnol. Lett. vol. 29, 6, 891-894 (2007) 

 

• Berovič M, Pivec A., Košmerl T., Wondra M., Čelan Š.,      
Heat Shock on Glycerol Production in Alcohol 

Fermentation. J.Biosc.Bioeng.vol.103,2,135-139 (2007)  
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Naraščanje biomase in etanola med fermentacijo pri 18ºC, 20 

minutnem temperaturnem šoku na vcepku pri 45ºC in dvakratnem 12 

urnem temperaturnem šoku pri 34 ºC 
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Poraba glukoze in fruktoze med fermentacijo pri 18ºC, 20 minutnem 

temperaturnem šoku na vcepku pri 45ºC in dvakratnem 12 urnem 

temperaturnem šoku pri 34 ºC 
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Nastajanje izoamilalkohola, 1-propanola in acetaldehida med 
fermentacijo pri 18ºC, 20 minutnem temperaturnem šoku na vcepku 

pri 45ºC in dvakratnem 12 urnem temperaturnem šoku pri 34 ºC 
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  Nastajanje ocetne in mlečne kisline, upadanje vinske in jabolčne kisline med 
fermentacijo pri 18ºC, 20 minutnem temperaturnem šoku na vcepku pri 45ºC 

in dvakratnem 12 urnem temperaturnem šoku pri 34 ºC 
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Table 1a,b: Metabolites produced in fermentations at various temperature conditions 
           Single HS: single heat shock for 4 h and  single heat shock for  24 h 

           Double HS: double heat shock for 2 x 4 h and double heat shock for 2 x 8 h. 
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Control 
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    0.33 
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Double HS (2x4h) 2.0     0.51 0.037 0.013 101.00 10.0 0.56 0.78 0.72 2.3 3.6 

Double HS 

(2x8h) 
      1.9 

0.53 0.039 0.014 103.11 10.9 0.56 0.79 0.72 2.1 3.5 
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Produkcija glicerola v cv. Sauvignon   
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BTŠ TŠ DTŠ 

reducirajoči sladkorji 4,4 gL-1 2,6 gL-1 2,0 gL-1 

glicerol 6,65 gL-1 7,5 gL-1 10,5 gL-1 

etanol 86,9 gL-1 92,8 gL-1 101,1 gL-1 

čas trajanja alkoholne 

fermentacije 

156 ur 144 ur 120 ur 

Glicerol : etanol 7,65 % 8,08 % 10,39 % 

izoamilalkohol 240 mgL-1 330 mgL-1 500 mgL-1 

1-propanol 10 mgL-1 30 mgL-1 37 mgL-1 

acetaldehid 17 mgL-1 10 mgL-1 13 mgL-1 

Nastali produkti ob uporabi temperaturnih šokov 



Sensor for SO2 measurement 

on-line measurement of free SO2 

with  

modifyed CO2 electrode 

and sample acidification 

 

  

Potentiometric CO2 electrode 

AS7 CONNECTOR 

ELECTRODE HOUSING 

MEMBRANE 



Free SO2 measurement  
 

 Red wines            White wines 
 

    5-35 mg SO2/l         5-25 mg SO2/l                                 
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Rast biomase pri fermentacijah brez temperaturnega šoka 

(BTŠ), z enim temperaturnim šokom (TŠ) in z dvema 

temperaturnima šokoma (DTŠ). 
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on-line meritev SO2, vpliv galvanskega polja,  

povišanje produkcije glicerola  

in kontrola kristalizacija z merjenjem konduktivnosti 

s  precipitacijo in sočasnim ohlahlajanjem 
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