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Sazetak

Diplomskog rada studentice Petre Pranji¢, naslova

UTJECAJ RAZLICITIH VRSTA BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

NA SASTAV | KAKVOCU VINA "CHARDONNAY’

Chardonnay je sorta bijelog grozda koja je u posljednjih 25 godina jedna od najpopularnijih
sorata u svijetu. lzuzetno je prilagodljiva i rasprostranjena u razli¢itim klimatskim zonama
uzgoja vinove loze. To je sorta koja se smatra “ulaznicom® na trziSte vina za nove proizvodace,
posebno u zemljama Novog svijeta. Kvaliteta svakog vina uvjetovana je raznim biokemijskim
reakcijama u koje se ubraja i malolakti¢na fermentacija. To je proces bioloSkog otkiseljavanja
odnosno transformacije jabu¢ne kiseline u mlije¢nu kiselinu uz oslobadanje CO>, a provode ga
odredene vrste bakterija mlije¢ne kiseline.

U ovom radu, nakon inokulacije razli¢itih vrsta bakterija mlijeéne kiseline praéene su
koncentracije organskih kiselina te su provedene fizikalno-kemijske, instrumentalne i
senzorne analize kojima je utvrden utjecaj malolakti¢ne fermentacije na sastav i kakvocu vina
"Chardonnay’.

Kljucne rijeci: "Chardonnay’, Lactobacillus plantarum, malolakti¢na fermentacija,
Oenococcus oeni



Summary

Of the master’s thesis — student Petra Pranji¢, entitled

THE INFLUENCE OF DIFFERENT SPECIES OF LACTIC ACID BACTERIA

ON THE COMPOSITION AND QUALITY OF CHARDONNAY WINE

Chardonnay is a white grape variety that has been one of the most popular varieties in the
world for the last 25 years. It adapts extremely well, and it is widespread in different climate
zones. It is a variety that is considered “a ticket” to the wine market for new winemakers,
especially in the countries of the New World. The quality of each wine is determined by various
biochemical reactions, including malolactic fermentation. Malolactic fermentation is a process
of biological deacidification breakdown of malic into lactic acid with the release of CO; and is
carried by certain lactic acid bacteria species. In this paper, after the inoculation of different
types of lactic acid bacteria, the concentrations of organic acids were monitored, and a
physicochemical, instrumental, and sensory analysis were performed to determine the
composition and quality of "Chardonnay’ wines.

Keywords: ‘Chardonnay’, Lactobacillus plantarum, malolactic fermentation, Oenococcus
oeni



1. Uvod

Chardonnay je sorta koja svoje podrijetlo vuce iz Francuske, odnosno Burgundije. Do
kraja 20. st. ampelografi su ga povezivali sa sortom "Pinot bijeli’, dok nije utvrdeno da je
"Chardonnay’ potpuno samostalna sorta. Danas je rasprostranjen diljem svijeta i smatra se
jednom od najpopularnijih sorata. Neki ga ¢ak smatraju i sinonimom za bijela vina (Mirosevi¢
i Karoglan Konti¢, 2008). Upravo zbog svoje prilagodljivosti rasiren je u svim klimatskim
zonama, tako da se i kod nas takoder prostire u cijeloj zemlji. Upotrebljava se za proizvodnju
razlicitih vinskih stilova i to je samo jedan od razloga njegove popularnosti.

Alkoholna fermentacija koju provode kvasci je sloZzen biokemijski proces kojim nastaje
vino. Jedan od biokemijskih procesa je i malolakti¢na fermentacija (MLF) tijekom koje bakterije
mlije¢ne kiseline (BMK) razgraduju jabucnu kiselinu do mlije¢ne. O provodenju malolakti¢ne
fermentacije potrebna je odluka vec na pocetku vinifikacije kako bi se moglo odrediti pravo
vrijeme inokulacije te prava metoda. Takoder, ovisi i 0 sastavu te Zeljenom stilu vina (Vrbanac,
2012).

Malolakti¢na fermentacija je oduvijek bila prihvacena u proizvodnji crnih vina, dok su u
proizvodniji bijelih vina misljenja i dalje podijeljena. Kod zrelih vina kod kojih se Zeli utjecati na
kompleksnost i mekoéu, svakako se preporucuje. Tijekom malolakti¢ne fermentacije dolazi do
mikrobioloSke stabilnosti te nastaje veéa aromatska kompleksnost nakon ¢ega vino postaje
mekse, zaobljenije i blaze (Boulton i sur., 1996).

Oenococcus oeni je enoloski najvaznija bakterija mlijecne kiseline, a uz nju koriste se i
selekcije bakterije Lactobacillus plantarum koja je ucinkovita i pri visokoj pH vrijednosti vina.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada bio je pratiti kretanje i koncentracije organskih kiselina tijekom
malolakti¢ne fermentacije te utvrditi osnovna fizikalno-kemijska te senzorna svojstva vina
"Chardonnay’, obzirom na primijenjene MLF tretmane.



2. Pregled literature

2.1. Sorta ‘Chardonnay’

Chardonnay je bijela sorta groZda Cije se podrijetlo povezuje s Francuskom, odnosno
regijom Burgundijom, gdje ¢ak postoji i selo imena Chardonnay. Dugo vremena povezivan je s
"Pinot” grupom sorata i ¢ak smatran njihovim mutantom (Priewe, 2019). Podrijetlo sorte je
tesko utvrditi i u vecini slucajeva je joS uvijek nepoznato, medutim primjenom molekularno-
genetickih metoda moguce je utvrditi roditeljstvo i dokazati autohtonost (Maletié, 2020). Sve
do 1990-ih ampelografi vjeruju da je njegova genetika ista kao i kod sorte "Pinot bijeli’, dok
detaljnija istraZivanja nisu pokazala da su to dvije razli¢ite sorte, odnosno da je ‘Chardonnay’
potpuno samostalna sorta (Priewe, 2019). Razlikuju se i po morfoloskim i fenoloskim
znacajkama. Novija geneticka istrazivanja, putem SSR markera, utvrduju kako je "Chardonnay’
spontani krizanac sorata ‘Pinot crni’ i ‘Gouais Blanc” ('Belina starohrvatska’). Jedan od
sinonima za ‘Chardonnay’” je upravo i 'Pinot Chardonnay’ kao i "Chardonnay blanc’,
‘Chardonet’, "Aubain’, ‘Arnaison blanc” i jo$ puno drugih.

Krajem 80-ih i 90-ih proslog st., Siri se po cijelom svijetu, u sva vinogradarska podrucja
te je danas jedna od najpopularnijih sorata (Hazi¢, 2007). Od svih bijelih sorti, on dozivljava
najbrzu stopu rasta u posljednjih 25 godina te se diljem svijeta proizvode njegova vina od
izvrsnih pa sve do sasvim obic¢nih. Po zastupljenosti bijelih sorti druga je po redu u svijetu, dok
je ukupno sedma. Smatra se ’ulaznicom’ na trzZiste vina za nove proizvodacde, posebno u
zemljama Novog svijeta.

Izuzetno je prilagodljiv pa je tako rasprostranjen u svim klimatskim zonama, pogotovo u
podrucjima umjerene klime (Maleti¢, 2020). U Hrvatskoj se prostire od PleSivice, Slavonije pa
sve do toplijih krajeva kao S$to su Istra i Dalmacija. 2017. g. bio je na sedmom mjestu po
zastupljenosti u Hrvatskoj. Jedan od razloga njegove popularnosti je Sto se koristi za razne
vinske stilove. Naravno, ovisno o njegovom klonu, podrudju i na¢inu uzgoja ovisi i kategorija
kakvoce vina.

Najpoznatija vina su upravo ona iz Burgundije npr. Montrachet, Corton-Charlemagne i
Chablis grand cru. Uz "Pinot crni” i "Pinot Meunier’, "Chardonnay’ je jedna od tri sorte koje se
koriste u proizvodnji Sampanjaca. Pjenusci s etiketom blanc de blancs proizvode se od ove
sorte. Osim u Europi, intenzivno je posaden i rasiren u Kaliforniji, koja je poznata po ,Wente
klonu” selekcioniranom 1912. godine i smatra se kraljem kalifornijskih "“Chardonnay-a’
(https://daily.sevenfifty.com/how-the-wente-clone-came-to-define-california-chardonnay/).
Napa, Sonoma County i Monterey samo su neka od podrucja gdje se ,Wente klon” udomacio.
Osim ovog, ‘Chardonnay’ ima puno drugih klonova. U Cileu su vina sorte ‘Chardonnay’
koncentriranijai s hladnijih tala. Dolaze iz podrucja kao Sto su Casablanca, San Antonio i dolina
Leyda. U Australiji su takoder najbolji “Chardonnay-i” iz hladnijih podrucja poput Adelaide Hills,
Victoria i Tasmanija (Jeromel, 2021).



Vec spomenuto, prisutan je u razli¢itim stilovima vina, ovisno o onome $to vinar Zeli
postic¢i. Moze se koristiti za proizvodnju svjezih pjenusavih vina pa sve do kremastih, bogatih i
dozrelih vina u drvu. Razlikuju se vina “Chardonnay” odlezana u hrastovim bac¢vama (oaked) i
standardna, svjeZa vina (unoaked).

Vina “Chardonnay’ odleZana u hrastovim bacvama povezujemo s podrucjima Kalifornije
i Francuske, odnosno Burgundije (Jeromel, 2021). Vina su punijeg tijela u odnosu na ostala
bijela vina, kremasta i bogata, s aromama drva (vanilije, maslaca i zacina). Vina iz toplih klimata
imaju tropske arome poput ananasa, a ona vina iz hladnih klimata imaju arome zelene jabuke
i citrusa (https://thegrapegrind.com/oaked-chardonnay-the-buttery-one/). Cile i Novi Zeland
su neka od podrucja gdje se proizvodi svjezi "Chardonnay’. Ta vina su svjeZija, ne odleZavaju u
hrastovini i ovisno o zrelosti, arome koje prevladavaju su citrusi, breskva, ananas i zelena
jabuka.

Chardonnay from Chablis Chardonnay from Napa

_ rich gold core

pale yellow core

primary colors

primary colors

WineTolly

Slika 1: Stilovi vina "Chardonnay’
Izvor: Wine Folly

2.1.1. Obiljezja sorte "Chardonnay’

Chardonnay ima dvospolan cvijet. Vrsci mladica su bjelkasti i pahuljasti. Odrasli listovi su
mu srednje veli¢ine i okrugli, a sinus peteljke je otvoren i u obliku slova U. MoZe biti trodijelan,
peterodijelan ili cijeli. Lice lista je golo, dok nali¢je moZze biti prekriveno s rijetkim paucinastim
dlac¢icama. Plojka mu je neravna, hrapava ili mjehurasta.

Grozd je malen do srednje velicine, valjkast i zbijen. Zrele bobice su Zuckastobijele boje,

okruglaste ili malo duguljaste, a velicinom su male do srednje velike. Meso mu je so¢no, a
koZica tanka i prozirna (MiroSevi¢ i Turkovi¢, 2003). Nije prikladan kao zobatica.


https://thegrapegrind.com/oaked-chardonnay-the-buttery-one/

Dozrijeva u Il. razdoblju, kao i sorte grupe "Pinot’. Oplodnja mu je redovita, a otpornost
na niske temperature dobra. Pogoduju mu topla i propusna tla juznih ekspozicija. Moguca
osjetljivost na Botrytis. lako mu je sadrzaj ukupnih kiselina jednak ‘Pinot bijelom’, obi¢no
nakuplja 2-3 % vise sladora od njega (MiroSevi¢ i Karoglan Konti¢, 2008).

Slika 2: “Chardonnay bijeli’
lzvor: www.krizevci.net

2.2. Organske kiseline

Nakon Secera, najzastupljeniji spojevi vina su organske kiseline. One su te koje utjecu na
okus vina, njegovu stabilnost, boju i pH vrijednost. Vinska, jabucna, limunska i jantarna kiselina
su predstavnici, a u manjoj mjeri nalaze se mlijecna, glukonska, glukoronska kiselina i ostale
(Jeromel, 2019). Razli¢ite organske kiseline imaju razli¢ita organolepti¢ka svojstva. Kiseline
koje se nalaze u vinu dolaze iz dva izvora: tijekom primarne vinifikacije, iz grozda ¢e prijeéi u
most, te metabolickom aktivnosSc¢u kvasaca i bakterija u procesima razgradnje kiselina iz grozda
i biosinteze tijekom fermentativnih procesa (Volschenk i sur., 2006).

Kiselost vina dijeli se na hlapljivu i nehlapljivu kiselost, a njihov zbroj daje ukupnu kiselost vina
(Jackson, 2008).

Sve do faze Sare koncentracija kiselina raste na racun nepotpune oksidacije Sec¢era. Od
trenutka Sare kao izvor energije bobica koristi jabucnu kiselinu, a kiselost pada. U usporedbi s
jabuénom kiselinom, koncentracija vinske kiseline tijekom dozrijevanja se ne smanjuje
(Jackson, 2008). Jabucna kiselina se prirodno pojavljuje u L-obliku, dok D-jabuéna kiselina nije
prirodno prisutna u soku grozda i ne metabolizira se od strane BMK (Hazi¢, 2007).

L-vinska kiselina koja je prvi puta izolirana u cistom stanju 1769. godine iz vinskog
kamena nalazi se u svim zelenim dijelovima vinove loze. Stvara se u mladim organima kao sto
su bobica i lis¢e, dok se u ve¢ formiranom lis¢u ne stvara. Relativno je jaka organska kiselina i
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locirana je u srediSnjem dijelu bobice. Iznad 37-40 °C u bobici pocinje i njezina razgradnja, a u
punoj zrelosti ona je najveéim dijelom u vezanom obliku, kao soli tartarati (Jeromel, 2019).
Njena koncentracija ¢e se nakon alkoholne fermentacije smanijiti jer se ona veze s ionima kalija
i kalcija tvoredi kristale kalijevog bitartarata i kalcijevog tartarata koji se taloZe tijekom
fermentacije (Conde i sur., 2007). Moreno i Peinado (2012) navode da vinska kiselina ima
metalni karakter koji pojacava osjecaj trpkode.

Zelena bobica u svojoj fazi rasta sadrzi vece koli¢ine L-jabucne kiseline u usporedbi s
punom zrelosti, odnosno nakon Sare kada se njena koncentracija smanjuje. Jabuéna kiselina
je proizvod nepotpune oksidacije Secera u lis¢u gdje se kao jaki metaboliti razgraduju na vodu
i CO,. U vinu je razgraduju mlijecno kisele bakterije u mlije¢nu kiselinu i CO; te kvasci u etanol
i CO2. Moreno i Peinado (2012) navode kako jabucéna kiselina donosi zeleni i svjez okus koji
podsjeéa na zelenu jabuku. Isti autori navode da mlije¢na kiselina ima ostar, prepoznatljiv okus
koji podsjeca na jogurt.

Mlije€na kiselina se u niskim koncentracijama stvara metabolizmom kvasca tijekom
alkoholne fermentacije, a ved¢inom tijekom malolakticne fermentacije radom bakterija
mlije¢ne kiseline. Metabolizam organskih kiselina tijekom malolakti¢ne fermentacije ima velik
utjecaj na senzorna svojstva vina. Nakon provedene MLF dolazi do zamjene oStrog i zelenog
okusa jabucne kiseline s blazim okusom mlije¢ne. Ona vina kod kojih je protekla razgradnja
jabucne kiseline postaju pitkija, bogatija i meksa (Plavsa, 2020).

2.3. Malolakti¢na fermentacija

Ovisno o stilu vina i onome Sto vinar Zeli ovisi i hoce li se provoditi malolakti¢na
fermentacija. Takoder, odluku o tome treba donijeti ve¢ na pocetku vinifikacije kako bi se
mogla primijeniti odgovaraju¢a metoda i vrijeme inokulacije. Sama kvaliteta vina je posljedica
brojnih biokemijskih procesa i reakcija medu koje se moze uvrstiti i malolakti¢na fermentacija.
To je bioloski proces u vinima izazvan od strane bakterija. U proslosti je MLF mnogo cesée
protjecala spontano Sto rezultira negativnim posljedicama za vino (Hazi¢, 2007).

Malolakti¢na fermentacija (MLF) je bioloski proces u kojem se dogada razgradnja
jabucéne kiseline u mlije¢nu uz oslobadanje CO,, a provode ga odredene bakterije mlijecne
kiseline. Njihovi glavni produkti su mlije¢na kiselina i CO,. Naravno, nastaju i sekundarni
produkti koji utjeCu na senzorna svojstva, poput diacetila, acetaldehida, octene kiseline i sl.
(blog.hannaservice.eu).

Kako bi ona bila brza i kontrolirana, krenulo se s ispitivanjima starter kultura i
koriStenjem selekcioniranih sojeva koji pridonose poboljSanju mirisa i okusa vina. Utjecaj
malolakti¢ne fermentacije ovisit ¢e o sortii soju mlijeCnih bakterija koje su i odgovorne za sami
proces MLF. Razna istrazivanja pomazu boljem razumijevanju hranidbenih potreba
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malolakti¢nih starter kultura i vezi kvasac-bakterije. Poznato je da periodi¢no dolazi do manjka
hranjiva koji podrZzavaju rast i razvoj BMK, ako kvasci s velikim nutritivnim zahtjevima provode
alkoholnu fermentaciju. U takvoj situaciji medij (most, vino) treba obogatiti potrebnim
tvarima. Klju€na je pravilna ishrana kvasaca i bakterija mlijecne kiseline (Hazi¢, 2007).
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Slika 3: Malolakti¢na fermentacija
Izvor: sl.wilson-drinks-report.com

2.3.1. Bakterije mlijecne kiseline

1886. godine Louis Pasteur potvrduje postojanje bakterija mlijecne kiseline i dokazuje
kako su za fermentaciju bitni rast i razvoj mikroorganizama (Plavsa, 2020). Kako se te bakterije
prirodno nalaze na grozdu, mogu se naci i u podrumu, pa ako se ne sprijeci, doéi ¢e do
malolakticne fermentacije (Priewe, 2019). U trenutku porasta temperatura, u podrumu
postaje toplije pa se fermentacije u vinu mogu ponovno aktivirati.

Razlikuju se dvije porodice bakterija mlijeéne kiseline: Lactobacillaceae s rodom
Lacobacillus i Streptococcaceae s rodovima Oenococcus i Pediococcus. Sve te bakterije su
gram-pozitivne i nepokretne. Bakterije koje su izolirane iz mosta su Oenococcus, Pediococcus
i Lactobacillus (Plavsa, 2020). Zbog brojnih komercijalnih malolakti¢nih bakterija danas je
omoguceno bolje i brZze provodenje procesa i razumijevanje istog. lako je Oenococcus oeni
enoloski najvaznija bakterija mlijecne kiseline i pokazuje se kao najadaptivnija, uz nju postoje
i selekcije bakterija drugih rodova (Krieger-Weber i sur., 2020). Npr. Lactobacillus plantarum
je bakterija mlijeéne kiseline koja se pokazuje kao najbolja za inokulaciju vina s visokom pH
vrijednosti (Lerenai sur., 2016).



Bakterije mlijeCne kiseline provode jabucnu kiselinu u mlije¢nu na tri nacina: putem
oksaloctene i piruvi¢ne kiseline, piruvi¢ne kiseline ili direktnim prelaskom jabucne u mlije¢nu
uz oslobadanje CO..

U kontroliranoj malolakticnoj fermentaciji razgradnja jabucne kiseline od strane
bakterija nije zasluZna za poveéanu hlapljivu kiselost. Tom rastu Cesto je razlog prisutnost
epifitnih bakterija koje mogu biti unesene u vino uslijed losih higijenskih uvjeta te visokog pH
koji im olakSava rast i razmnozavanje. One se razvijaju tako Sto koriste Secer kao izvor energije,
a produkt je octena kiselina (Hazi¢, 2007).

Tablica 1: Podjela bakterija mlijecne kiseline

Porodica i oblik stanice Rod Vrsta

Lactobacillus casei
Lactobacillaceae Lactobacillus | |qgctobacillus plantarum

(Stapicasti oblici) Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii

Streptococcaceae Pediococcus | Pediococcus damnosus
(okrugli oblici) Pediococcus pentosaceus
Oenococcus Oenococcus oeni

2.3.2. Malolakti¢na fermentacija u proizvodnji bijelih vina

Vecina crnih vina prolaze tzv. drugu fermentaciju, nakon alkoholne fermentacije. To je
upravo malolakti¢na fermentacija koja je dobila naziv po latinskoj rije¢i ,malum” Sto znaci
jabuka. NepoZeljna je kod bijelih suhih vina koji imaju izrazen voéni karakter, kod rosé vina i
onih koji imaju niZze koncentracije organskih kiselina jer MLF moZe negativno utjecati na
senzorna svojstva. Bijela vina iz hladnijih klimata sadrzavaju vise jabucne kiseline, dok ona iz
toplijih manje (Priewe, 2019). S godinama se promijenio ukus potrosaca i traZze se vocna bijela
vina umjerenih i ugodnih kiselina pa je reduciranje ukupne kiselosti vina vazan dio i vinifikacije
bijelih vina.

Vina s visokom ukupnom kiselo$¢u sadrzavat ¢e i vise koncentracije jabucne kiseline
koja im moze dati grubi, kiseli okus. Nakon zavrsetka malolakti¢ne fermentacije, vino ne sadrzi
jabucnu kiselinu i okus im je meksi, bogatiji i zaobljeniji (Vrbanac, 2012).



2.3.3. Cimbenici koji utje¢u na MLF

Ako se Zeli provesti djelomi¢na malolakti¢na fermentacija ili se Zeli sprijeciti, provode
se neki od postupaka poput bistrenja, dodavanja SO; i sniZavanja temperature. Koristi se i
lizozim koji je ekstrahiran iz bjelanjka jajeta koji se prvenstveno koristio u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (Jeromel, 2019). On razgraduje stani¢nu stijenku gram-pozitivnih
bakterija (Oenococcus, Pediococcus i Lactobacillus).

SO, pH vrijednost, alkohol i temperatura samo su neki od ¢imbenika koji utjeu na
uspjeSnu malolakti¢nu fermentaciju (Plavsa, 2020). Ovi ¢imbenici djeluju sinergijski, ali isto
tako moguce je da pozeljna razina jedne komponente, ugrozi razinu druge komponente.
Slobodan SO; bi trebao biti Sto niZi kako ne bi kocio rast i razvoj malolakti¢nih bakterija. Uz ove
¢imbenike, utjecaj jos imaju i soj kvasca i mlije¢nih bakterija, hranjiva, koncentracija tanina i
fenolnih kiselina, masne kiseline (C6-C12), rezidue fungicida i pocetna koncentracija jabucne
kiseline. Neki kvasci imaju bolju kompatibilnost s odredenim bakterijama i njihovim sojevima.
U nekim uvjetima, odredeni kvasci mogu proizvesti viSe koncentracije SO; koje mogu imati
negativan utjecaj na MLF bakterije (Hazi¢, 2007). Odabir dobrog soja bakterija s pozitivnim
svojstvima u kombinaciji s enoloskim metodama vinifikacije vinaru daje kontrolu nad
razvijanjem aromatskog profila. Sama kontrola provodenja MLF je presudna za uspjesan
proizvod.

2.3.4. Prednosti i mane provodenja MLF

Vrijeme inokulacije bakterijama mlije¢ne kiseline moZze biti istovremeno s alkoholnom
fermentacijom (koinokulacija) ili nakon alkoholne fermentacije (inokulacija). Koinokulacija je
postupak u kojem se bakterije mlijecne kiseline dodaju otprilike 24-48 sati nakon dodatka
kvasca (Maslek, 2017). Njene prednosti su brZi zavrSetak, zadrzavanje vo¢nih aroma i brie
postizanje mikrobioloSke stabilnosti te bakterije ne pate od manjka hranjiva i visokih
koncentracija alkohola. lako je u ovom tipu inokulacije mogu¢ porast octene kiseline, brojna
istrazivanja svjedoce kako koinokulacija ne mora voditi ka tome. Kod inokulacije temperatura
vina bi trebala biti iznad 20 °C, izraZajnije su mlijecne i maslacne arome te je potreban dodatak
hranjiva (Jeromel, 2019).

Malolakti¢na fermentacija se prvenstveno provodi zbog smanjenja kiselosti, promjena
mirisa i okusa, odnosno kompleksnosti arome i kod vina namijenjenih za dulje starenje. Ona
vina koja produ MLF imaju naglasenije tijelo, duzi, izraZeniji i bogatiji okus. Aroma vina postaje
kompleksnija i sloZzenija. Razgradnju jabucne kiseline prati povisenje pH, smanjenje ukupne
kiselosti te sinteza novih kemijskih spojeva pa je tako vino bolje strukture i mekseg okusa.
Sporijom degradacijom jabucne kiseline stvaranje diacetila se poveéava. To je diketon
specificnog mirisa na masla¢no (Vrbanac, 2012). Neki vinari preferiraju provodenje MLF prije



ili istovremeno s alkoholnom fermentacijom, a u tom slucaju Lactobacillus plantarum ima
prednost jer sprjecava rast octene kiseline. Takva vina imaju manje izrazene masla¢ne arome,
a vise vocnije.

Malolakti¢na fermentacija moZe protecii spontano. MozZe poceti odmah ili nakon nekoliko
mjeseci po vec zavrSenoj alkoholnoj fermentaciji. U prolje¢e kada je u podrumu toplo,
fermentirano vino opet moze postati aktivno. U procesu spontane malolakti¢ne fermentacije
bakterije koje su zasluzne za taj proces dolaze iz vinograda, odnosno grozda ili podrumske
opreme (Priewe, 2019). Koliko ¢e bakterije mlije¢ne kiseline napredovati i razvijati se ovisi o
izdrZljivosti na povecanje koncentracije alkohola i otpornost na nizak pH (Lerena i sur., 2016).
Kod spontane fermentacije se povecava rizik od kvarenja ¢ime dolazi do razvoja neugodnih
mirisa poput mirisa kiselog zelja, repe i pregorjelog maslaca.



3. Materijali i metode

3.1. Berba i prerada grozda

Rucna berba sorte ‘Chardonnay’ provedena je 13.9.2021. godine na pokusalistu Jazbina u
Vinogorju Zagreb. Pazilo se da groZde do primarne prerade ostane cijelo, da ne bude oSte¢eno
u berbi jer se tako sprje€ava mogucnost razvoja mane ili bolesti. Seéer je mjeren
refraktometrom, a vrijednost je bila 95 °Oe.

Ukupna kiselost iznosila je 7,7 g/L, a pH vrijednost bila je 3,25.

Slika 4: Grozd sorte “Chardonnay’ na pokusalistu Jazbina
Izvor: Petra Pranijic¢

Nakon berbe i prije primarne prerade grozde je hladeno u komori na 8°C oko 24 sata.
Dodan je pektoliticki enzim Lallzyme Cuvée blanc, Lallemand (2g/100kg). To je specificna
pektinaza koncentrirane glukozidazne aktivnosti. Svojom aktivhos¢u omogucuje bolje
istjecanje mosta i bistrenje nakon presanja te olakSava taloZenje, takoder zbog koncentrirane
beta-glukozidazne  aktivnosti povecava aromatsku kompleksnost  bijelih  vina
(http://www.pavin.hr).
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Slika 5: Lallzyme Cuvée Blanc
Izvor: www.brewing.hu

Grozde je preSano pneumatskom presom (do 2 bara), ne pod prevelikim pritiskom kako
se ne bi povecala gruboda i potencijal oksidacije. Nakon primarne prerade dodana je 5 %-tna
sumporasta kiselina (SUMPOvin). U most prije taloZenja dodano je 50 mL/hL SUMPOvina.
Prvenstveno se koristi kao antioksidativno i antimikrobiolosko sredstvo ¢ime omogucava bolju
kvalitetu bez utjecaja na organolepticka svojstva (boja, okus i miris). Nakon Sto je most
sulfitiran, uslijedilo je hladno taloZenje 24 sata na 10 °C.

Slika 6: Presa na pokusalistu Jazbina
Izvor: Petra Pranji¢
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Slika 7: SUMPOQvin
Izvor: Petra Pranji¢

4 . A : ,‘,
Slika 8: Masulj tijekom presanja
Izvor: Petra Praniji¢
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Slika 9: Most od grozda "Chardonnay’
Izvor: Petra Pranji¢

3.2. Postavljanje pokusa

U bistri most dodano je enolosko sredstvo Optimum White, Lallemand (30g/hL). To je
specifican inaktivan kvasac koji ima jaka antioksidativna svojstva. Otapa se u Cetiri puta vecoj
koli¢ini vode ili mosta, dobro promijesa i odmah dodati u most nakon bistrenja, na pocetku
fermentacije. Namijenjen je primjeni kod bijelih vina i sudjeluje u o¢uvanju boje i aromatike
te smanjuje mogucnost posmedivanja vina. Istovremeno moze biti i hrana za kvasce, iako sam
ne moZze zamijeniti uobi¢ajenu hranu za kvasce (www.pavin.hr).
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Slika 10: Optimum White, Lallemand
Izvor: Petra Pranji¢

Koli¢ina stvorenog taloga u mostu ovisi o sorti, zrelosti, zdravstvenom stanju grozda i
primarnoj preradi. 24 h nakon taloZenja i odvajanja Cistog mosta dodani su kvasci. Bistri most
podijeljen je u 4 staklene posude od 10 litara u 2 ponavljanja. Ostavljeno je otprilike 10 %
praznog prostora jer tijekom fermentacije dolazi do stvaranja pjene i Sirenja tekucine uslijed
oslobadanja topline.

Sve posude inokulirane su istim Saccharomyces cerevisiae kvascem Lalvin ICV D47
(Lallemand) koji je izoliran s grozda na podrucju Cotes du Rhone. Selekcioniran je medu 450
izoliranih sojeva izmedu 1986. i 1990. godine. Ima brzi po¢etak fermentacije i proizvodi malo
pjene, Sto omogudéuje maksimalno koristenje kapaciteta. U vinima koja su inokulirana ovim
kvascem malolakti¢na fermentacija jako dobro protjec¢e. Na 100 litara mosta dodaje se 25 g
suhog kvasca. Njega je potrebno pomijesati u 5 puta vecoj kolicini Ciste vode na 37 °C, ostaviti
oko 15 minuta i zatim ga dodati u most. Uz njega dodan je i Goferm Protect Evolution,
Lallemand (30 g/hL), odnosno starter za rehidraciju kvasca.
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Slika 11: Posude za fermentaciju
Izvor: Petra Pranji¢

Slika 12: Kvasac Lalvin ICV D47 (Lallemand) i starter Goferm Protect evolution™
Izvor: Petra Pranji¢
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Slika 13: Rehidracija kvasca Lalvin ICV D47
Izvor: Petra Pranjic

24 sata nakon dodavanja kvasaca, uslijedile su inokulacije razli¢itih bakterija mlije¢ne
kiseline, odnosno tretmani: (1) kontrola, bez MLF, (2) Lactobacillus plantarum (ML Prime,
Lallemand) 1 g/L, (3) Lactobacillus plantarum (ML prime, Lallemand) 2 g/L i (4) Oenococcus
oeni (Lalvin VP41, Lallemand) 1 g/L. Temperatura prostora fermentacije bila je 18-20 °C.

Slika 14: Bakterije Lactobacillus plantarum i Oenococcus oeni u istrazivanju
Izvor: Petra Pranji¢
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Slika 15: Bakterije mlije¢ne kiseline prije ihokulacije
Izvor: Petra Pranji¢

Tijekom fermentacija pracene su koncentracije Secera i organskih kiselina. Nakon 1/3
alkoholne fermentacije 22.9.2021., pri otprilike 63 °Oe dodano je hranjivo Stimula
‘Chardonnay’, Lallemand (4 g/10L). Od 1.10.2021. Seceri se prate kemijskom metodom u
laboratoriju. Za odredivanje Secera koristila se metoda po Rebelein-u.

Slika 16: Uzimanje uzoraka za analize
Izvor: Petra Pranji¢
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Slika 17: Odredivanje koncentracija Secera u vinu
Izvor: Petra Pranji¢

Po zavrsetku alkoholne fermentacije, dodan je SO, (SUMPOvin) 10 mL/10L te sredstvo
Reduless, Lallemand (1g/hL) koji se dodaje 24 sata prije pretoka. Reduless™ je specifi¢ni
inaktivni kvasac za otklanjanje nepozeljnih sumpornih spojeva u vinu, doprinosi kvaliteti vina
i otklanja neugodne mirise. Slijedio je pretok vina i dodavanje sredstva Pure Lees Longevity™,
Lallemand (40 g/hL) te Noblesse™, Lallemand (20 g/hL). Pure Lees Longevity™ je novi
specifican inaktivni kvasac koji sudjeluje u o¢uvanju vina od oksidacije jer nakon alkoholne
fermentacije vino je jako osjetljivo na kisik. Noblesse™ je inaktivni kvasac koji pomaze u
modifikaciji i stabilizaciji vina te rezultira s intenzivnijom strukturom i punijim okusom
(www.pavin.hr).

Slika 18: Talog tijekom pretakanja vina
Izvor: Petra Pranjic¢
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Slika 19: Pure Lees Longevity™, Lallemand
Izvor: Petra Pranji¢

I8

Slika 20: Noblesse™, Lallemand
Izvor: Petra Pranji¢
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3.3. Fizikalno-kemijska analiza

Dva mjeseca nakon alkoholne fermentacije napravljena je fizikalno-kemijska analiza svih
vina na Agronomskom fakultetu u Zagrebu, u laboratoriju Zavoda za vinogradarstvo i
vinarstvo.

Ispitivali su se parametri specificne tezine (20/20°C), alkohola (% vol.), ukupni ekstrakt
(g/L), reducirajuci Seceri (g/L), ekstrakt bez Secera (g/L), ukupna kiselost kao vinska (g/L),
hlapljiva kiselost kao octena (g/L), pH, slobodni, vezani i ukupni SOz (mg/L) i pepeo (g/L).

Tijek malolakti¢ne fermentacije pracen je odredivanjem koncentracija organskih kiselina
koje su analizirane tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC). Uzorak vina se
filtrira primjenom membranskog filtra veli¢ine pora 0,22 um te je potom izravno injektiran.
Analiza je provedena uz izokratno eluiranje pri protoku od 0,6 mL/min, temperaturi kolone
65°C i detekciju pri 210 nm. Koristena kolona bila je kationski izmjenjivac Aminex HP-87H 300
x 7,8 mmi.d. (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) dok je kao pokretna faza koristena 0,0065%-
tna vodena otopina fosforne kiseline.

Slika 21: Uzoreci za fizikalno-kemijsku analizu
Izvor: Petra Pranji¢

3.4. Senzorna analiza

Senzorna svojstva vina analiziralo je 5 certificiranih ocjenjiva¢a metodom redoslijeda uz
Compusense. Ocjenjivacisu rangirali Cetiri uzorka, a ispitivala se punoca okusa, kakvoca mirisa
i intenzitet kiselosti.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Kretanje Secera

Tijek alkoholne fermentacije u periodu od 20.9.2021. do 29.9.2021. pracen je
refraktometrijskim mjerenjem (Oe®) svaki drugi dan na pokusalistu Jazbina.
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Graf 1: Dinamika alkoholne fermentacije
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Na grafovima su prikazane vrijednosti Se¢era mjerene refraktometrom za kontrolni
tretman (KMLF) koji je oznafen plavom bojom, tretman s Oenococcus oeni Lalvin VP41
oznacen zelenom bojom, te Lactobacillus plantarum — Lp (crvena boja) i Lactobacillus
plantarum u duploj dozi (Lp2x) naznaéen naranéastom bojom. Seéeri su mjereni digitalnim i
analognim refraktometrom te prikazuju kretanje i pad vrijednosti do otprilike 40 °Oe.
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Graf 2: Koncentracija Secera (g/L) po tretmanima, 01.10.2021.

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza

Lactobacillus plantarum)

Na grafovima (2., 3. i 4.) prikazan je pad Secera u periodu od 1.10. do 11.10.2021. ¢ije
su vrijednosti mjerene u laboratoriju kemijskom metodom po Rebeleinu (g/L).
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Graf 3: Koncentracije Secera (g/L) po tretmanima, 06.10.2021.
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza

Lactobacillus plantarum)

22



0- T
< "
& & N &

Graf 4: Koncentracija Secera (g/L) po tretmanima, 11.10.2021.
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Graf 4. prikazuje kako su kontrolni tretman (KMLF) i tretman s bakterijom Oenococcus
oeni Lalvin VP41 imali iste vrijednosti Se¢era dok je tretman s dvostrukom dozom Lactobacillus
plantarum (Lp2x) rezultirao s najnizom vrijednosti Se¢era, odnosno najbrzom razgradnjom
Secera u istom razdoblju.

4.2. Koncentracije organskih kiselina

Glavne organske kiseline grozda i vina su vinska, jabucna, limunska te jantarna. Njihova
koncentracija mijenja se tijekom dozrijevanja grozda i fermentacije te ovisi o puno ¢imbenika
jer pojedini kultivari npr. sadrze viSe vinske kiseline u odnosu na jabucnu. Kako se u
malolakti¢noj fermentaciji jabuéna kiselina prevodi u mlijeénu, potrebno je pratiti i njihove
koncentracije. Koncentracije organskih kiseline pratile su se pomoéu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC).

14.9.2021. uzeti su uzorci mosta kako bi se odredile pocetne koncentracije organskih
kiselina Cije se vrijednosti mogu vidjeti u tablici 2.
Tablica 2: Koncentracije organskih kiselina (g/L) u mostu Chardonnay 2021

Jantarna | Mlije¢na

CH 2021 most ‘ Limunska | Vinska ‘ Jabuéna

g/L ‘ 0,29 ‘ 6,05 ’ 2,36 ‘ 0 ‘ 0
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Koncentracije organskih kiselina (g/L) provjeravale su se u Cetiri navrata, odnosno
svakih par dana do kraja malolakti¢cne fermentacije.

Tablica 3: Prosjec¢ne koncentracije organskih kiselina (g/L) u vinima "Chardonnay’, 20.9.2021.

Limunska | Vinska | Jabucna | Jantarna | Mlije¢na
VP41 0,61 5,90 2,44 0,18 0
Lp 0,61 5,74 1,44 0,21 0,73
Lp2x 0,60 5,75 0,98 0,22 1,49
(VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza Lactobacillus
plantarum)

Prvi uzorci tijekom fermentacije uzeti su 20.9.2021. (tablica 3). U svim tablicama
kontrolni tretman oznacen je oznakom KMLF, tretman bakterijom Oenococcus oeni Lalvin
oznakom VP41, a tretmani bakterijom Lactobacillus plantarum i Lactobacillus plantarum u
duploj dozi s oznakama Lp i Lp2x.

Protjecanje malolakti¢ne fermentacije oCituje se kroz smanjenje koncentracije jabuéne
kiseline te rast mlijecne. U tablici 3. moze se vidjeti kako su kod svih tretmana BMK veé
zapocele razgradnju jabucne kiseline (5 dana od inokulacije), osim kod tretmana bakterijama
Oenococcus oeni Lalvin (VP41) u kojem je koncentracija mlijecne kiseline bila 0 g/L. Uocen je i
rast limunske kiseline, kao i ocekivani pad vinske kiseline koja se tijekom fermentacije gubi
kroz talozenje tartarata.

Tablica 4: Prosje¢ne koncentracije organskih kiselina (g/L) u vinima ‘Chardonnay’, 24.9.2021.

Limunska Vinska Jabuéna | Jantarna | Mlijecna
KMLF 0,77 5,26 1,99 0,57 0
VP41 0,82 4,91 1,05 0,57 1,03
Lp 0,73 4,77 0,23 0,63 1,69
Lp2x 0,73 4,78 0 0,63 2,12

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

24.9.2021. uzorci su uzeti i poslani na analizu uz pomo¢ HPLC-a, kako bi se pratio daljnji
tijek malolakti¢ne fermentacije. Kod svih tretmana s bakterijama mlije¢ne kiseline moze se
vidjeti pad jabucne kiseline i porast mlijecne, dok se kod tretmana Lactobacillus plantarum
bakterijom u dvostrukoj dozi moze vidjeti najbrzi zavrSetak malolakti¢éne fermentacije (12
dana), kada je koncentracija jabuéne kiseline iznosila 0 g/L.

Tablica 5: Prosje¢ne koncentracije organskih kiselina (g/L) u vinima "Chardonnay’, 27.9.2021.

Limunska | Vinska | Jabucéna | Jantarna | Mlijecna
KMLF 0,79 4,73 1,74 0,69 0
VP41 0,68 4,49 0 0,67 1,71
Lp 0,71 4,52 0 0,7 2,04
Lp2x 0,71 4,52 0 0,74 2,34

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)
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Tablica 5. prikazuje kako su 27.9.2021. uzeti uzorci za provjeru koncentracije organskih
kiselina treci put. Koncentracije jabucne kiseline pale su na 0 g/L kod svih tretmana s
bakterijama mlijecne kiseline (15 dana), dok se kod kontrolnog tretmana vidi pad iste kiseline,
ali bez sinteze mlije€ne kiseline Sto moze biti posljedica talozenja malata.

Tablica 6: Prosjec¢ne koncentracije organskih kiselina (g/L) u vinima "Chardonnay’, 29.9.2021.

Limunska | Vinska | Jabuéna |Jantarna | Mlijecna
KMLF 0,67 4,76 1,55 0,77 0
VP41 0,64 4,25 0 0,75 1,78
Lp 0,67 4,06 0 0,74 2,04
Lp2x 0,64 4,12 0 0,80 2,37

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Tablica 6. prikazuje koncentracije organskih kiselina posljednjeg mjerenja 29.9.2021.
Malolakti¢na fermentacija je trajala nesto manje od dva tjedna. NajviSe koncentracije mlije¢ne
kiseline zabiljezene su kod tretmana s bakterijama Lactobacillus plantarum u dvostrukoj dozi
(Lp2x) koji je i najbrze zavrSio razgradnju jabucne kiseline, dok je tretman s bakterijom
Oenococcus oeni Lalvin VP41, stvorio najnizu koncentraciju mlije¢ne kiseline (1,78 g/L).

4.3. Fizikalno-kemijska analiza

Fizikalno kemijska analiza provedena je 8.12.2021. u
vinogradarstvo i vinarstvo, na Agronomskom fakultetu u Zagrebu.

laboratoriju Zavoda za

4.3.1. Specifi¢na tezina

Prema Pravilniku o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih
proizvoda od grozda i vina te vo¢nih vina, relativna gustoc¢a pri 20 °C/20 °C (ili specifi¢na teZina
pri 20 °C) je omjer gustoce nekog odredenog volumena vina ili mosta pri 20 °C prema gustoci
istog volumena vode pri istoj temperaturi.

Tablica 7: Specifi¢na teZina vina "Chardonnay’ 2021.

| KMLF | vP41 | 1p | Lp2x

Specifi¢na tezZina
(20/20°C)
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

‘0,9900 0,9900 | 0,9892 0,9896

Gledajuc¢i prethodnu tablicu moZzemo vidjeti kako kontrolni tretman i tretman s
Oenococcus oeni Lalvin (VP41) imaju identi¢nu vrijednost, dok se kod bakterija Lactobacillus
plantarum (Lp) i Lactobacillus plantarum u duploj dozi (Lp2x) mogu uoditi nize vrijednosti.
Uzimajuci u obzir sve tretmane, razlike u vrijednostima u zanemarive.

25



4.3.2. Alkoholna jakost

Alkoholna jakost izrazena volumenom predstavlja broj litara etanola sadrzanog u 100
litara vina.

Tablica 8: Prosje¢na alkoholna jakost vina "Chardonnay” 2021.

KMLF | VP41 |Lp Lp2x

Alkoholna jakost (g/L) | 124,00 | 122,55 | 122,55 | 121,10

Alkohol (% vol.) 15,75 | 15,55 | 15,55 | 15,35

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Tablica 8. prikazuje alkoholnu jakost u g/L i % vol. Razlike u alkoholnoj jakosti vidljive
su kod kontrolnog tretmana, koji ima najvise alkohola u odnosu na vrijednosti tretmana s
bakterijama mlijecne kiseline. Najvisa alkoholna jakost zabiljeZzena je kod kontrolnog tretmana
(KMLF), a najniza kod tretmana s bakterijama Lactobacillus plantarum u dvostrukoj dozi
(Lp2x).

4.3.3. Ekstrakt vina

Ekstrakt vina predstavlja sastojke koji su otopljeni u vinu ili prisutni u obliku koloida, to
su oni sastojci koji ne mogu ishlapiti. Svi ekstrakti se iskazuju u g/L (Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groZda i vina te vocnih vina,
Zakona o vinu »Narodne novinex, br. 96/03). Opcenito, bijela vina sadrze izmedu 16 i 19 g/L
suhog ekstrakta, odnosno ekstrakta bez Secera.

Tablica 9: Prosje¢na koncentracija (g/L) ekstrakta vina "Chardonnay’ 2021.

KMLF | VP41 | Lp | Lp2x

Ekstrakt ukupni (g/L) 25,6 25,1 | 23,0 | 23,4

Ekstrakt bez Secera (g/L) 21,2 | 20,0 | 20,15 | 19,9

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Iz tablice 9. vidljive su male razlike izmedu tretmana. Najveci ukupni ekstrakt zabiljezen
je u kontrolnom tretmanu, dok je tretman bakterijama Lactobacillus plantarum (Lp) imao
najnizu vrijednost. Gledajuéi vrijednosti ekstrakta bez Seéera uoavamo da je kontrolni
tretman takoder imao najviSu vrijednost u odnosu na druge tretmane, ali je Lactobacillus
plantarum u dvostrukoj dozi dao najnizu vrijednost ekstrakta bez Secera.

Iz prethodne tablice moze se zakljuciti kako svi tretmani sadrze viSe vrijednosti od
onih koje opcenito sadrze bijela vina.
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4.3.4. Rezidualni secer

Reducirajuci Seceri su oni koji imaju funkcionalnu skupinu takvu da u alkalnoj sredini
mozZe reagirati s ionima bakra, to su aldehidne i keto skupine. Od tih Secera najzastupljeniji su
glukoza i fruktoza. Prisutne su i pentoze, ali one nisu fermentabilne Sto znaci da ih kvasac u
procesu alkoholne fermentacije ne metabolizira i kao takvi ¢ine rezidualne Secere vina. Prema
Pravilniku o vinu, mirna vina se dijele prema koli¢ini neprovrelog Secera na suha (do 4 g/L),
polusuha (izmedu 4 g/Li 12 g/L), poluslatka (izmedu 12 g/Li 50 g/L) i slatka (vise od 50 g/L).

Tablica 10: Prosjec¢na koncentracija rezidualnih Secera (g/L) u vinima "Chardonnay’ 2021.

‘ KMLF ‘ VP41 ‘ Lp ‘ Lp2x

Rezidualni secer (g/L) 4,9 6,1 3,9 4,5

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Dobiveni rezultati prikazani su tablicom 10. i pokazuju da su sva vina, osim tretmana s
bakterijom Lactobacillus plantarum (Lp), klasificirana kao polusuha vina. Vino inokulirano Lp
bakterijama, uvrsteno je u kategoriju suhih vina s obzirom na to da vrijednost Secera iznosila
3,9 g/L. Najveli ostatak Secera zabiljezen je u tretmanu VP41, odnosno fermentacija se
zaustavila najranije u odnosu na ostale tretmane.

4.3.5. Ukupna i hlapljiva kiselost

Ukupna kiselost izraZava se kao vinska kiselina u g/L. Opcenito u vinima, ukupna
kiselost vina se krece od 4 g/L pa sve do 14 g/L. Ukupna kiselost predstavlja sumu njegovih
titrabilnih kiselina kada se titrira do pH 7 sa standardnom alkalnom otopinom. Hlapljiva
kiselost oznacava homologne octene kiseline koje su prisutne u vinu bilo u slobodnom obliku
ili u obliku soli, koji su nastali radom kvasaca ili bakterija tijekom ili nakon fermentacije
(Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i
vina te voénih vina, Zakona o vinu »Narodne novine«, br. 96/03). Ona se izraZzava kao octena
kiselina u g/L, a maksimalna dopustena koncentracija u bijelim i rosé vinima je 1,1 g/L. Njena
povecana koncentracija moze biti posljedica bolesti vina (octikavost).

Tablica 11:Prosje¢na koncentracija ukupne i hlapljive kiselosti u vinima “"Chardonnay’ 2021.

KMLF | VP41 | Lp | Lp2x

Ukupna kiselost

(kaovinska, g/L) | &% | 73 | 70 |77

Hlapljiva kiselost

(kao octena, g/L)
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

0,59 | 0,68 | 0,60 | 0,69
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Tablica 11. pokazuje kako su sve vrijednosti unutar zakonski dopustenih koncentracija.
Kod kontrolnog tretmana (KMLF) moZe se uociti porast ukupne kiseline, dok kod svih tretmana
inokuliranih mlije¢nim bakterijama primjeéujemo njen pad, sto je jedan od oéekivanih ishoda
provodenja MLF.

Takoder primjeéujemo da je hlapljiva kiselost visa kod MLF tretmana u odnosu na
kontrolni tretman, a najvisu hlapljivu kiselost uo¢avamo kod tretmana Oenococcus oeni Lalvin
(VP41) koja iznosi 0,68 g/L i kod bakterije Lactobacillus plantarum u duploj dozi (Lp2x) koja
iznosi 0,69 g/L.

4.3.6. pH vrijednost

pH vrijednost mjeri se pomoc¢u pH-metra, odnosno elektrode uronjene u ispitivanu
tekudinu. Optimalna pH vrijednost bijelih vina je izmedu 3,0 3,3.
pH ili realna kiselost predstavlja negativan logaritam koncentracije vodikovih (H+) iona u nekoj
otopini: pH = -log [H*]

Tablica 12: Prosjecne pH vrijednost vina "Chardonnay” 2021.

‘ KMLF ‘ VP41 ‘ Lp ‘ Lp2x

pH | 3,36 3,48 | 3,44 3,43

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Tablica 12. prikazuje pH vrijednosti vina svih tretmana iz kojih se moZze zakljuciti kako
kontrolni uzorak (KMLF) ima najnizu pH vrijednost, $to je ujedno i posljedica najvise ukupne
kiselosti. Vidljiv je rast pH vrijednosti u MLF tretmanima kao rezultat razgradnje jabucne
kiseline.

4.3.7. Ukupni, slobodni i vezani sumporov dioksid (SO2)

Sumporov dioksid (SO2) u vinu se nalazi u slobodnom i vezanom obliku, a njegova
upotreba u vinarstvu je prakticki nezamjenjiva. Prema Pravilniku o kategorijama proizvoda od
grozda i vina, enoloskim postupcima i ogranic¢enjima, bijela i rosé vina ne smiju imati vise od
200 mg/L ukupnog SO, osim kada imaju vise od 5 g/L neprovrelog Secera, tada je njihova
dopustena koncentracija 250 mg/L.
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Tablica 13: Prosjecne koncentracije ukupnog, slobodnog i vezanog SO, u vinima

‘Chardonnay’
KMLF | VP41 | Lp | Lp2x
SO; slobodni (mg/L) | 26,5 | 20,5 | 18,0 | 24,0
SO, vezani (mg/L) | 54,5 | 45,0 |49,0 | 58,0
SO, ukupni (mg/L) | 81,0 | 655 |67,0 | 82,0

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

U Tablici 13. moze se vidjeti kako su koncentracije ukupnog SO; unutar dopustenih
koncentracija. Najvisa koncentracija slobodnog SO, zabiljezena je kontrolnom tretmanu, a
najniza vrijednost u tretmanu Lactobacillus plantarum (18,0 mg/L). Promatrajuci vezani i
ukupni SO2 najvisu vrijednost imao je tretman Lactobacillus plantarum u duploj dozi (Lp2x), a

najnizu tretman Oenococcus oeni Lalvin (VP41).

4.3.8. Pepeo

Koncentracija pepela oznacuje ukupno sve produkte koji su ostali nakon Zzarenja taloga
(550 °C) preostalog od isparavanja vina i oznacava mineralne tvari (K, Ca, Mg, Na, Fe, Al, Cu,
anioni sulfata itd.). Nakon dobivene mase pepela, ona se mnozi s 50 kako bi se dobio rezultat

u g/L. Prema Zakonu o vinu bijela vina moraju sadrZzavati najmanje 1,2 g/L pepela.

Tablica 14: Prosjecne koncentracije (g/L) pepela u vinima "Chardonnay” 2021.

‘ KMLF ‘VP41‘ Lp ‘Lpr

Pepeo

(g/L)

(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Dobiveni rezultati vidljivi su u Tablici 14. te se moze zakljuciti da vina svih tretmana,
zadovoljavaju uvjete vazedih propisa. Tretman Oenococcus oeni Lalvin VP41 imao je najvisu,
dok je tretman Lactobacillus plantarum (Lp) imao znacajno najniZzu koncentraciju pepela koja

1,57

1,66

je ujedno i zakonski najniza koncentracija za bijela vina.

1,2

1,57



4.4, Senzorno ocjenjivanje

Sest mjeseci nakon pocetka istraZivanja, odnosno tri mjeseca nakon analiza vina su i
senzorno ocijenjena. Uz softver Compusense, metodom redoslijeda, svojstva vina (kakvodéu
mirisa, intenzitet kiselosti i kakvoéu okusa) ocjenjivalo je pet certificiranih ocjenjivaca.

I Ranked 1 Ranked 2 Ranked 3
Ranked 4 — Total
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Graf 5: Kakvoéa mirisa vina "Chardonnay” 2021.
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

Graf 5. prikazuje rezultate za kakvoéu mirisa vina u istrazivanju. Uzorke vina trebalo je
poredati prema kakvoc¢i mirisa od najboljeg (1) do najloSijeg (4) Sto znaci da je uzorak s
najmanjim zbrojem bodova najbolje ocijenjen. Prvi uzorak ili kontrolni tretman ocijenjen je
kao vino najnize kakvoée mirisa, dok je tretman s bakterijom Oenococcus oeni - CH VP41
ocijenjen kao najbolji.
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Graf 6: Intenzitet kiselosti u vinima "Chardonnay” 2021.
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)

U grafu 6. prikazane su ocjene intenziteta kiselosti. Graf prikazuje kako je CH kontrolni
tretman ocijenjen najnizom ocjenom, u ovom slucaju broj 1 u ocjenjivanju predstavlja
najkiseliji uzorak $to je bilo i o¢ekivano s obzirom na ukupnu kiselost, pH vrijednost i to da nije
prosao malolakti¢nu fermentaciju koja smanjuje kiselost, dok je najmaniji intenzitet kiselosti
zabiljezen kod tretmana CH LP s bakterijom Lactobacillus plantarum.
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Graf 7: Punoca okusa vina "Chardonnay” 2021.
(KMLF- kontrola; VP41- Oenococcus oeni Lalvin VP41; Lp- Lactobacillus plantarum; Lp2x-dvostruka doza
Lactobacillus plantarum)
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Graf 7. pokazuje rezultate ocjenjivanja punoce okusa. U ovom sluéaju tretman s
bakterijom Oenococcus oeni — VP41 je najbolje ocijenjen i dodijeljen mu je najmanji zbroj
ocjena. Upravo je malolakti¢na fermentacija pridonijela punodi i mekSem okusu vina. Kontrolni
tretman i tretman s bakterijom Lactobacillus plantarum u duploj dozi (CH LP2X) ocijenjeni su
kao najlosiji kad je punoéa okusa u pitanju.
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5. Zakljucak

Istrazivanje predoceno u ovom diplomskom radu, provedeno je u berbi 2021. na
pokusalistu Jazbina u Vinogorju Zagreb, na groidu sorte ‘Chardonnay’. Nakon primarne
prerade most je sulfitiran i hladno taloZzen te podijeljen u Eetiri tretmana u dva ponavljanja.
Svi tretmani inokulirani su istim kvascem Lalvin ICV D47 (Lallemand), a nakon 24 sata s
razli¢itim bakterijama mlijecne kiseline, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus plantarum u
dvostrukoj dozi i Oenococcus oeni —VP41. Provedena je koinokulacija, odnosno malolakti¢na
fermentacija je provedena istovremeno s alkoholnom fermentacijom. Cilj rada bio je istraZiti
ucinak i opravdanost primjene razli¢itih MLF tretmana pra¢enjem koncentracija organskih
kiselina i analizom osnovnih fizikalno-kemijskih parametara te senzornih svojstva vina
‘Chardonnay’.

Tretman s Oenococcus oeni Lalvin VP41, najkasnije je zapoceo razgradnju jabucne kiseline,
a najkraca i najbrZa malolakticna fermentacija provedena je u tretmanu Lactobacillus
plantarum u duploj dozi, koji je ujedno dao najvise mlije¢ne kiseline i najnizu koncentraciju
alkohola u odnosu na druge tretmane. Razgradnju jabucne kiseline pratio je rast pH vrijednosti
i smanjenje ukupne kiselosti kod tretmana s bakterijom Lactobacillus plantarum (Lp) i
Oenococcus oeni VP4,

Na temelju provedenog istraZivanja i senzornog ocjenjivanja moze se zakljuciti kako su vina
‘Chardonnay’ inokulirana bakterijama mlijecne kiseline punijeg, mekseg i zaobljenijeg okusa,
u odnosu na kontrolni tretman. Tretman s Oenococcus oeni Lalvin-VP41 dao je najbolje
rezultate u vidu kakvoée mirisa i punoce okusa. Najnizi intenzitet kiselosti uo¢ava se kod
tretmana s Lactobacillus plantarum, a najvisi kod kontrolnog tretmana.

Tretman s Lactobacillus plantarum u dvostrukoj dozi nije pokazao bolje rezultate
senzornog ocjenjivanja u odnosu na druge, Sto se s obzirom na visSu cijenu, nije pokazalo
isplativim. Za joS bolje prakti¢ne i primjenjive rezultate potrebno je ponoviti istrazivanje s
raznim vrstama, sojevima i dozama bakterija kako bi uocili njihove prednosti i nedostatke.
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