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Iva Babic', Ana Jeromel', Ana-Marija Jagatic¢ Korenika’ Izvorni znanstveni rad

Utjecaj kvasaca Saccharomyces cerevisiae i Lachancea
thermotolerans na kemijski sastav vina sorte ‘Frankovka

Sazetak

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u¢inke primjene razlic¢itih sojeva kvasaca Saccharomyces cerevisiae i
Lachancea thermotolerans na osnovni kemijski sastav, koncentracije pojedinacnih organskih kiselina,
fenolnih spojeva i glicerola u vinu. U istraZivanju provedenom 2018. godine, grozde sorte ‘Frankovka’
koristeno je za fermentacije s komercijalnim sojevima kvasca Saccharomyces cerevisiae (Uvaferm BDX™ i
lonys WF™) i sekvencijalnu inokulaciju s Lachancea thermotolerans (Laktia™) u ulozi startera, te Uvaferm
BDX™ kvasca, cija je uloga bila provesti fermentaciju do kraja. Rezultati potvrduju utjecaj kvasca Uvaferm
BDX™ na pojacanu ekstrakciju antocijana i tanina, te utjecaj kvasca lonys™ na povecanu sintezu glicerola
u vinu. lako je doslo do zastoja u fermentaciji, potvrden je ucinak sekvencijalne inokulacije na povecanje
ukupne kiselosti te boju i strukturu vina temeljem vise koncentracije ukupnih fenola sto potencijalno moze
opravdati njenu primjenu u ekstremno toplim godinamaiili toplim klimatima.

Kljucne rrijeci: fenolni spojevi, ‘Frankovka ‘, ne-Saccharomyces kvasci, sekvencijalna fermentacija, ukupna
kiselost

Uvod

Proizvodaci vina oduvijek su morali odgovarati na ucinke brojnih ¢imbenika kako bi proi-
zveli vrhunski proizvod. U posljednje vrijeme cijeli svijet suocava se s klimatskim promjenama.
Grozde, pod utjecajem klimatskih promjena, dozrijeva u uvjetima visokih prosje¢nih tempera-
tura zraka, a Cesto i ekstremno visokih temperatura te duzih susnih perioda. Sve vise prosje¢ne
temperature, pogotovo u toplim klimatima, utje¢u na vece nakupljanje Secera u grozdu, sto se
odrazava i na visu alkoholnu jakost vina. Veliki problem je i sve niza ukupna kiselost vina te ne-
zreli tanini zbog prisilne zriobe, $to ¢esto rezultira neharmoni¢nim vinima. Kao odgovor na naj-
novije probleme u vinarstvu, na trziste dolaze selekcionirani kvasci koji svojim metabolizmom
utjecu na ublazavanje promjena u kemijskom sastavu mosta i vina, kroz povecanje ukupne ki-
selosti vina i glicerola, snizavanje koncentracije alkohola te povecanu sintezu aromatskih spo-
jeva koji doprinose aromatskom profilu vina. Razliciti sojevi kvasaca imaju i razlicite enoloske
karakteristike, kao $to su tolerancija na visoke temperature, pH vrijednost, koncentraciju SO, te
brzinu fermentacije. Takoder, razlikuju se i po sposobnosti proizvodnje sekundarnih produkata
alkoholne fermentacije, iznimno vaznih za okus i aromu vina (Margalit, 1997). Najpoznatija i
najc¢esce koristena vrsta kvasca koja se koristi u proizvodniji vina je Saccharomyces cerevisae
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006). lako su se nekada uglavnom povezivali s negativnim utjecajem
na kakvocu vina tijekom spontanih fermentacija, ne-Saccharomyces vrste kvasaca posljednjih
godina dobivaju svoje mjesto, uz Saccharomyces cerevisiae, u kontroliranim fermentacijama.
Literatura navodi kako selekcionirani ne-Saccharomyces kvasci tijekom alkoholne fermentacije
svojim metabolizmom oslobadaju spojeve koji doprinose kompleksnosti aromatskog profila
vina te proizvodnjom organskih kiselina povecavaju ukupnu kiselost vina. Obzirom na dokaza-
ne pozitivne ucinke na kakvocu vina, ne-Saccharomyces kvasci koriste se kao starter kulture u
sekvencijalnoj fermentaciji s kompatibilnim Saccharomyces cerevisiae sojevima, koji se dodaju
24-72 h kasnije. Jedna od najvecih prednosti ovakvih fermentacija je proizvodnja vina s jedin-
stvenim karakterom (Mateo i sur., 2016).
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Materijali i metode

Sorta ‘Frankovka’

Frankovka je crna sorta grozda podrijetlom iz sredisnje Europe. Jo$ uvijek nije to¢no utvrde-
no odakle potjece, a mnogo zemalja smatra je svojom autohtonom sortom. Neki od sinonima
su: Blaufrankisch, Lemberger, Modra frankinja, Franconia, Moravka (www.winemag.com). ‘Fran-
kovka“ je sorta kasnijeg razdoblja dozrijevanja, tipi¢na za uzgoj u kontinentalnim klimatskim
uvjetima. Rasprostranjena je u cijelom kontinentalnom dijelu Republike Hrvatske, a posebno u
podregijama Moslavina, Plesivica i Slavonija. Daje razlicite stilove vina ovisno o vinorodnom po-
dru¢ju, ampelotehnickim i agrotehni¢kim zahvatima, tehnologiji vinifikacije i duljini dozrijeva-
nja. U odredenim godinama i dobro odabranim polozajima za uzgoj, moze dati i vina vrhunske
kakvoce. Prvo vrhunsko vino od sorte ‘Frankovka” bila je llocka frankovka (Herjavec, 2019). Vino
‘Frankovka“ je puno, skladno, s naglasenom kiselo$¢u te izrazenom vo¢nom aromom, specifi¢-
nog mirisa i okusa svojstvenog sorti te intenzivne rubinske crvene boje. Vo¢ni miris podsjeca na
arome tamnih zrelih visanja, crvenog ribiza i kupine. Vina su ¢esto vise ukupne kiselosti te srednje
do jace alkoholne jakosti. Aroma sorte odli¢no se slaZze s aromama hrastovine (Miro3evic i Karo-
glan Konti¢, 2008). Grozde ove sorte sadrzi od 18 do 22 % Secera, a sadrzaj ukupnih kiselina iznosi
7-9 gL' (Bedli¢ i sur., 2010). Vrhunsku kvalitetu osim na podrucjima lloka daje i na vinogradarskim
polozajima Feri¢anaca i Orahovice. Harmoni¢nost mirisa i okusa te bolju fino¢u ‘Frankovka“ ¢e
posti¢i dozrijevanjem u ve¢ koristenim barrique ba¢vama (Herjavec, 2019).

Proizvodnja vina

IstraZivanje je provedeno u berbi 2018. godine na grozdu sorte ‘Frankovka” u vinogorju
Zagreb. Grozde je runjeno i muljano pomocu elektri¢cne muljace-runjace. Maceracija masulja u
trajanju od 8 dana, provedena je pri temperaturi od 22+2 °C. Alkoholna fermentacija provede-
na je s tri razli¢ita komercijalna soja kvasaca u inoks tankovima zapremine 15 L u dva ponavlja-
nja. Sulfitiranje masulja obavljeno je 5 %-tnom sumporastom kiselinom u dozi 50 mg/100 L. Tri
varijante kontrolirane fermentacije provedene su kako slijedi: kontrolno vino FrBDX - Uvaferm
BDX" (Lallemand); vino FrLakt — sekvencijalna fermentacija s Laktia” (Lallemand) + Uvaferm
BDX" (Lallemand); Frlon - lonys, " (Lallemand).

Presanje masulja u fermentaciji uslijedilo je nakon 8 dana, uz dodatak kompleksne hrane
za kvasac Fermaid E” (Lallemand). Most je pretocen u demizone od 5 L u dva ponavljanja, u
kojima je fermentacija provedena do kraja. Nakon utvrdenog zavrietka fermentacije, vina su
pretocena i sulfitirana te su izdvojeni uzorci za daljnje analize.

Uvaferm BDX"

Komercijalni Uvaferm BDX™ kvasac je Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae, selekcioniran
u Bordeaux-u, Francuska. Specifican metabolizam Uvaferm BDX" daje snazne i izrazajne tipove
crnih vina zbog pojacane ekstrakcije polifenolnih spojeva, posebno antocijana i tanina te in-
tenziviranja sortnog karaktera crnih vina. Ve¢ na samom pocetku fermentacije s Uvaferm BDX™
uocava se brza ekstrakcija tvari boje. Rezultat fermentacije su strukturirana crna vina punog
tijela te velikog potencijala za dozrijevanje i starenje (www.lallemandwine.com).

Laktia™

Laktia™, selekcija kvasca iz Spanjolske regije Rioja, ¢ista je kultura kvasca Lachancea thermo-
tolerans. Prirodna je alternativa za povecanje svjezine i kiselosti u crnim i bijelim vinima zbog
jedinstvene karakteristike proizvodnje visoke koncentracije mlijecne kiseline tijekom fermen-
tacije, ¢ak do 7 gL, Koristi Secer za proizvodnju mlijecne kiseline te mu odgovaraju vise tem-
perature za razmnozavanje. Laktia™ primjenjuje se u sekvencijalnim inokulacijama, zajedno sa
selekcioniranim Saccharomyces cerevisiae kvascem. Laktia™ proizvodi znacajne koli¢ine mlijec-
ne kiseline i prirodni je alat kojim se mogu smanijiti posljedice globalnog zatopljenja u toplijim
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klimatima, a koji se ocituju kao gubitak svjezine i kiselosti u vinu. Osim $to znacajno doprinosi
svjezini i kiselosti vina, takoder utjece i na aromatsku kompleksnost vina od pocetka alkoholne
fermentacije (www.lallemandwine.com).

lonys . "~

Ionysme”je selekcija vinskog kvasca bolje prilagodenog uvjetima uzrokovanim globalnim
zatopljenjem. lonys " je Saccharomyces cerevisiae kvasac specifi¢nog i jedinstvenog metabo-
lizma koji sintetizira znacajne koncentracije glicerola, do 15 gL i organskih kiselina. lonys "
prvi je selekcionirani kvasac unutar vrste Saccharomyces cerevisiae koji ima sposobnost znacaj-
nog i prirodnog zakiseljavanja mosta tijekom fermentacije. Takoder, specifi¢na je proizvodnja
vina nize alkoholne jakosti, do 0,4-0,8 vol.% alkohola manje u usporedbi s drugim kvascima u
istim uvjetima. Vecini vinskih kvasaca potrebno je 16,8 g Secera da bi proizveli 1 vol.% alkohola,
dok je kvascu lonys " potrebno 17,3 g Secera da bi proizveo istu koli¢inu alkohola. lonys .
prilagoden je za fermentaciju crnih vina i dobivanje uravnotezenih vina vece svjezine
(www.lallemandwine.com).

Osnovna fizikalno-kemijska analiza vina

Osnovni parametri kakvoce vina poput alkoholne jakosti (vol %), ukupne kiselosti (gL' kao
vinska), pH vrijednosti, reducirajucih Secera (gL"), ukupnog suhog ekstrakta (glL), ekstrakta bez
Secera (gL"), hlapljive kiselosti (gL™), pepela (gL") odredeni su prema metodama O.l.V.-a (2012).

Odredivanje organskih kiselina

Organske kiseline vina- vinska, jabuc¢na, limunska, mlije¢na i jantarna kiselina odredene su teku-
¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti ( Agilent 1050, Palo Alto, SAD). Uzorak je prethodno
filtriran uz pomo¢ PTFE membranskih filtera (0,45 um). Kvantifikacija i identifikacija provedene su
na valnoj duljini A= 210 nm na Aminex HPX-87H (BioRad, Hercules, CA, SAD) (Puhelek, 2016).

Odredivanje ukupnih antocijana

Ukupni antocijani odredeni su spektrofotometrijski, metodom izbjeljivanja s natrijevim bi-
sulfitom, a kao standard koristio se malvidin-3-0-glukozid. Alikvot uzorka od 1 mL se odpipetira
i prenosi u epruvetu u koju se dodaje T mL 0,1 % HCl u 96 % etanolu (v/v) i 20 mL HCl u vodi
(v/v). Otopina se podijeli u dvije epruvete, u svaku po 10 mL. U prvu epruvetu s otopinom
dodaje se 4 mL 15 % otopine natrijevog metabisulfita (w/v), a u drugu 4 mL destilirane vode.
Nakon 20 minuta mjere se apsorbancije pri A=520 nm. Oduzimanjem apsorbancije uzorka bez
dodatka natrijevog metabisulfita od apsorbancije uzorka koji je reagirao s natrijevim metabi-
sulfitom dobiva se vrijednost koja se potom preracunava u masenu koncentraciju prema baz-
darnoj krivulji. Rezultat je izrazen u ekvivalentima malvidin-3-O-glukozida (MAE mgL™").

Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenolni spojevi u vinu odredeni su spektrofotometrijski prema metodi Singleton i
Rossi (1965). Navedena metoda temelji se na kolornoj reakciji fenolnih spojeva sa Folin-Ciocal-
teu reagensom. Alikvot uzorka od 1 mL odpipetira se i prenosi u odmjernu tikvicu od 100 mL
u koju se dodaje 60 mL destilirane vode i 5 mL Folin-Ciocalteu reagensa. Reakcijska smjesa
mijesa se tocno 8 minuta i 30 sekundi, a potom se dodaje 20 mL Na,SO, (y= 200 gL"). Otopina
se razrijedi do 100 mL s destiliranom vodom i ostavlja u vodenoj kupelji 2 sata na temperaturi
od 20 y Apsorbancija je izmjerena na A= 765 nm uz slijepu probu. Provodena su tri uzastopna
mjerenja, a rezultat je srednja vrijednost izrazena u ekvivalentima galne kiseline (GAE mgL").
Crno vino se razrjedivalo u omjeru 1:5 s destiliranom vodom, a krajnji rezultat je pomnozen s
faktorom razrjedenja 5.
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Odredivanje pojedinacnih polifenolnih spojeva

Analiza pojedina¢nih polifenolnih spojeva odradena je na tekucinsko-kromatografskom
sustavu (HPLC; Agilent 1100). Analiza je provedena na fenil-heksilnoj koloni (Phenomenex,
SAD) uz detektor s nizom dioda. Analiza uzoraka traje 65 minuta. Kromatogrami se istovreme-
no biljeze detektorom s nizom dioda pri razli¢itim valnim duljinama i fluorescencijskim detek-
torom na razli¢itim valnim duljinama ekscitacije i emisije. Istovremeno se snimaju i UV-Vis spek-
tri pojedinih sastavnica u rasponu valnih duljina od 200 nm do 650 nm. Identifikacija sastavnica
vina provedena je usporedbom njihovih vremena zadrzavanja na kromatografskoj koloni te
pripadnih UV-Vis spektara i fluorescencije na karakteristi¢cnim valnim duljinama ekscitacije i
emisije s vremenima zadrzavanja, spektrima i fluorescencijom standardnih spojeva. Masene
koncentracije identificiranih spojeva odredene su pomocu bazdarnih krivulja nacinjenih anali-
zom vanjskog standarda (Puhelek, 2016).

Odredivanje udjela glicerola u vinu

Za enzimatsko odredivanje glicerola koristen je komercijalno dostupan enzimatski kit K-
GCROL (Megazyme, Irska) koji sadrzi reagense potrebne za 70 analiza i spektrofotometar Vari-
an Cary 3 UV/VIS Spectrophotometer, SAD (www.megazyme.com).

Statisticka analiza podataka

Razlike u kemijskom sastavu mostova i vina te utjecaju tretmana na kakvocu razlicitih vari-
janti vina sorte ‘Frankovka’, testirane su faktorskom analizom varijance (ANOVA). Znacajnost
razlika izmedu razina faktora testirana je na razini znacajnosti p=5%, uz Bonferonijevu korek-
ciju. Za sve analize varijance upotrebljavala se procedura iz statistickog paketa SAS (SAS Insti-
tute, Cary NQC).

Rezultati i rasprava
Tablica 1. Osnovni fizikalno-kemijski sastav vina ‘Frankovka”2018.
Table 1. Basic physicochemical composition of Blaufrankisch wines, 2018.

Parametar/Parameter FrBDX FrLakt Frlon
Specifi¢na tezina/ Specific gravity (20/20°C) 1,00° 1,00° 1,00°
Alkohol/ Alcohol (gL") 107,10° 98,45° 100,20°
Alkohol/ Alcohol (vol%) 13,62 12,5 12,7°
Ekstrakt ukupni/ Total extract (L") 32,3¢ 44,7 40,3°
e el
Sugarfree exiact (6L 276" 24 3205
gtgg?caalgfcil?st(];otal acidity (kao vinska/as 75¢ 10,1° 9,00
ol Ko Votie dty aoocens gy
Nehlapljiva kiselost/ Non-volatile acids (gL™) 6,75¢ 9,252 8,25
pH 3,38° 3,30° 3,31°
Pepeo/ Ash (gL™) 3,112 3,112 2,952

FrBDX = Uvaferm BDX"; FrLakt= Laktia™ + Uvaferm BDX"; Frlon=lonys , ."; Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim
slovima (2#<) u istom reduy, signifikantno su razli¢ite pri p=0.05
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Tablica 1. prikazuje razlike u osnovnom fizikalno-kemijskom sastavu analiziranih vina sorte
‘Frankovka’. U groZdu sorte ‘Frankovka“ zabiljezena je relativno visoka koncentracija $ecera
od 106° Oe. Rezultati reducirajuceg $ecera u vinima, potvrduju spontani zastoj alkoholne fer-
mentacije u sve tri varijante. FrBDX varijanta s koncentracijom reducirajuceg Secera od 5,7 gL
i Frlon s 9,2 gL' pripadaju kategoriji polusuhih vina, dok FrLakt s 13,3 gL pripada kategoriji
poluslatkih vina (Pravilnik o kategorijama proizvoda od grozda i vina, enoloskim postupcima i
ogranicenjima, NN 114/2010). Uzrok zastoja fermentacije najvjerojatnije je bila visoka koncen-
tracija Secera u mostovima i nagli pad temperature, $to je znacajno utjecalo na mikrobiolosku
aktivnost u posudama male zapremnine.

Koncentracije $ecera u mostu odrazile su se na visoke koncentracije alkohola u vinima, uz
statisticki znacajne razlike izmedu varijanti. U vinu FrBDX, gdje je fermentacija bila najucinkovi-
tija te su kvasci BDX iskoristili vecu koli¢inu $ecera, izmjerena je najvisa koncentracija alkohola
(13,6 vol.%). U vinima Frlon i FrLakt utvrdena je nizZa alkoholna jakost, bez znacajne razlike, za
razliku od znacajne razlike izmedu koncentracija rezidualnih Secera.

Analiza ukupne kiselosti vina potvrdila je znacajnu razliku izmedu tri vina razlicitih tretma-
na. U varijanti FrLakt, u kojoj je protekla sekvencijalna fermentacija s L. thermotolerans, zabilje-
Zena je najvisa ukupna kiselost od 10,1 gL, slijedi je Frlon s 9,05 gL' i varijanta FrBDX s 7,55 gL
Takoder, u varijanti FrLakt zabiljeZzena je najvisa koncentraciju hlapljive kiselosti od 0,67 gL".
Fermentacije s razli¢itim vrstama i sojevima kvasaca nisu znacajno utjecale na pH vrijednost ni
koncentraciju pepela.

FrBDX = Uvaferm BDX"; FrLakt= Laktia™ + Uvaferm BDX"; Frlon=lonys "

Grafikon 1. Promjene koncentracija organskih kiselina tijekom alkoholne fermentacije vina
‘Frankovka“ 2018.

Graph1. Organic acids concentration dynamics during alcoholic fermentation of Blaufran-
kisch wines, 2018.
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Grafikon 1. prikazuje promjene koncentracija najvaznijih organskih kiselina vina za vrije-
me alkoholne fermentacije, temeljem Sest uzorkovanja u razdoblju od mjesec dana. Pocetne
koncentracije vinske kiseline u vinima ‘Frankovka” bile su oko 6 gL'. Tijekom fermentacije, kon-
centracije vinske kiseline smanjivale su se gotovo jednakom dinamikom u svim varijantama.
Najvisa koncentracija vinske kiseline kod posljednjeg uzorkovanja, zabiljeZzena je u vinu FrLakt
i iznosila je 3,05 gL. Poetne koncentracije jabu¢ne kiseline iznosile su prosje¢no 1,2 gL' kod
svih analiziranih vina. U varijanti FrBDX bio je vidljiv najsporiji pad koncentracije jabucne kise-
line, a prilikom zadnjeg uzorkovanja zabiljeZzena je najvisa koncentracija od 0,75 gL™. U vinima
FrLakt i Frlon koncentracije jabu¢ne kiseline kod posljednjeg uzorkovanja iznosile su 0,5 gL, a
kod FrLakt zabiljeZen je najveci pad koncentracije.

Najizrazenije razlike, kao posljedica fermentacije razli¢itim kvascima, pokazali su rezultati
analize mlije¢ne kiseline. Jedna od glavnih karakteristika kvasca L. thermotolerans, sinteza mli-
jecne kiseline, potvrdena je i ovim istrazivanjem. U varijanti FrLakt kod prvog uzorkovanja mli-
jec¢na kiselina nije bila prisutna, no poslije drugog uzorkovanja koncentracija mlije¢ne kiseline
pocinje postupno rasti sve do 1,09 gL. Prisutnost mlije¢ne kiseline u varijanti Frlon zabiljeZzena
je tek prilikom Cetvrtog uzorkovanja i rasla je do 0,41 gL, $to uz usporedni pad jabucne kise-
line upucuje na spontanu malolakti¢cnu fermentaciju. Mlije¢na kiselina u varijanti FrBDX nije
sintetizirana.

Koncentracije jantarne kiseline takoder su vidljiv pokazatelj razlike u radu kvasaca tijekom
fermentacije. Vina FrLakt i Frlon imala su izrazito vise koncentracije jantarne kiseline u odnosu
na vino FrBDX.

Tablica 2. Koncentracija ukupnih fenola i antocijana (mgL") u vinima ‘Frankovka’, 2018.
Table 2. Concentration of total phenols and anthocyanins (mgL") in Blaufrankisch wines, 2018.

Uzorak/ Sample FrBDX FrLakt Frlon

Ukupni fenoli/
Total phenols

Ukupni antocijani / Total
anthocyanins

2112,9° 2309,32 2013,3°

995,0° 1065,0* 903,0°

FrBDX = Uvaferm BDX"; FrLakt= Laktia™ + Uvaferm BDX"; Frlon= lonys "
Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima (**<) u istom redu, signifikantno su razli¢ite

pri p=0,05

Fenolni spojevi iznimno su vazni za boju i strukturu crnih vina. Tablica 2. prikazuje znacajnu
razliku u koncentracijama ukupnih fenola. Znacajno najvisa koncentracija ukupnih fenola od
2309,34 mgL" utvrdena je u vinu FrLakt, gdje je provedena sekvencijalna inokulacija s kvasci-
ma L. thermotolerans i S. cerevisiae. Ukupni fenoli u crnim vinima nalaze se u koncentracijama
od 700 do 4059 mgL" (De Beer i sur., 2002).

Tablica 2. prikazuje i znacajne razlike izmedu analiziranih varijanti, obzirom na koncentracije
ukupnih antocijana koje ovise o sorti i 0 starosti vina. U varijantama FrLakt i FrBDX zabiljezene
su znacajno vise koncentracije u odnosu na vino Frlon. Koncentracije antocijana mjerene u
mladim vinima vise su i krec¢u se izmedu 100-1500 mgL", a uvelike ovise i o slobodnom SO
(Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

2
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Tablica 3. Koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva (mgL") u vinima "Frankovka’, 2018.
Table 3. Concentration of individual phenolic compounds (mgL") in Blaufrankisch wines, 2018.

Spoj/ Compound (mgL™) FrBDX FrLakt Frlon

Antocijani/ Anthocyanins
gltzlgg;%g}glukomd/ Delphinidin-3- 52,88° 50,52° 45,15¢
glijjlcrggii(;mj—glukozid/ Cyanidin-3- 2,41 2115 1.70¢
gclel‘jtc,lg;?diz—}glukozid/ Petunidin-3- 28,59° 29,620 26,12°
;ﬁ?cr:)l(:ige-}glukomd/ Peonidin-3- 18,63° 17,310 14,01¢
Malvidin-3-glukozid/ Malvidin-3-glucoside 550,822 548,16° 469,69¢
)3 653,312 647,72° 556,56¢
Flavonoli/Flavonols
g/:iuricc;tiicr;:-O—glukozid/ Myricetin-3-O- 10,66° 20,77 18,97
Hiperosid/ Hyperoside 3,702 4,29° 3,807
;}/Scr(c)c:it;r;—}o—glukozid/ Quercetin-3-O- 39370 3833 3511¢
Kvercetin/ Quercetin 2,93¢ 5,50° 4,06°
Kemferol/ Kaempferol 0,44¢ 0,632 0,53
Izoramnetin/ Isorhamnetin 0,69¢ 1,40° 1,00°
)3 66,78° 70,912 63,46°
Hidroksicimetne kiseline/
Hydroxycinammic acids
Kaftarinska/ Caftaric 137,53¢ 150,802 140,10°
Kafeinska/ Caffeic 4,86° 5,79 4,45°
Kutarinska/ Cutaric 17,38° 19,08° 17,95°
Kumarinska/ Coumaric 1,80° 0,94° 0,74¢
Fertarinska/ Fertaric 4,490 5,02 4,53°
Ferulinska/ Ferulic 1,08 1,352 0,92°
)3 167,12¢ 182,96 168,68°
Hidroksibenzojeve kiseline/
Hydroxybenzoic acids
Galna/ Galic 7,67¢ 10,332 7,77°
Flavanoli/ Flavanols
Galokatehin/ Gallocatechin 1,64 1,58 1,722
Procijanidin B1/ Procyanidin B1 2,432 1,79® 1,31¢
Katehin/ Catechin 18,10° 18,36° 15,12
Procijanidin B2/ Procyanidin B2 6,212 5,39° 4,35¢
Epikatehin/ Epicatechin 12,122 10,71° 8,32°
)3 40,49* 37,83 30,81¢
S;ejg/j;f(jtéol glukozid/ Resveratrol 467 5,40° 4,76

FrBDX = Uvaferm BDX"; FrLakt= Laktia™ + Uvaferm BDX"; Frlon=lonys "
Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima (**<) u istom redu, signifikantno su razli¢ite pri p=0,05
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U tablici 3. prikazani su rezultati analize pojedinacnih fenolnih spojeva u tri varijante vina
‘Frankovka’. Ocekivano, soj kvasca BDX™ utjecao je na vecu ekstrakciju antocijana kod vina
FrBDX, u kojem je zabiljeZzena najvisa koncentracija delfinidin-3-glukozida, cijanidin-3-gluko-
zida, peonidin-3-glukozida i malvidin-3-glukozida. Vino FrLakt imalo je nize koncentracije po-
jedinac¢nih antocijana, no istaknulo se sa znac¢ajno najviSom koncentracijom petunidin-3-gu-
kozida. Kod trece varijante, Frlon, utvrdene su znacajno najnize koncentracije svih analiziranih
pojedinacnih antocijana. Prema Ribéreau-Gayon i sur. (2006) koncentracija flavonola u crnim
vinima krecu se do 100 mgL™. Rezultati analize pokazali su zna¢ajno najvise koncentracije mi-
ricetin-3-O-glukozida, kvercetina, kemferola i izoramnetina u vinu FrLakt, dok je u vinu FrBDX
utvrdena znacajno najvisa koncentracija kvercetin-3-O-glukozida. U vinu Frlon zabiljezene su
najnize koncentracije ukupnih flavonola.

Koncentracije hidroksicimetnih kiselina u vinu ovise o razli¢itim ¢imbenicima, kao $to su rok
berbe, sorta grozda, klimatski uvjeti te uvjeti vinifikacije. Statisti¢ki znacajna razlika u koncen-
tracijama hidroksicimentnih kiselina vidljiva je iz tablice 3., pri ¢emu se izdvojilo vino FrLakt sa
znacajno najvisih 182.96 mgL. NajizraZenija razlika vidljiva je kod rezultata kaftarinske kiseli-
ne, sa znacajno najvisom koncentracijom od 150,80 mgL" u vinu FrLakt. U istom vinu utvrdena
je i najvisa koncentracija hidroksibenzojevih kiselina, odnosno galne kiseline u koncentraciji
od 10,33 mgL™.

Koncentracija flavanola uvelike ovisi o tehnologiji vinifikacije, znatno duZi proces maceraci-
je i vise temperature tijekom maceracije utjecu na vise koncentracije monomernih flavanola i
tanina koji se ekstrahiraju iz siemenki (Herjavec, 2019). Na visu koncentraciju flavanola utjecala
je fermentacija provedena s kvascem BDX™ koji je pojacao ekstrakciju tanina u vino, isto kao i
antocijana. U vinu FrBDX zabiljezene su znacajno najvise koncentracije epikatehina, galokate-
hina te procijanidina B1 i B2, dok je u varijanti FrLakt zabiljeZena najvisa koncentracija katehina.
U vinu Frlon izmjerene su najnize koncentracije flavanola.

Rezultati analize pokazali su da je u vinu FrLakt bila zna¢ajno najvisa koncentracija rezvera-
trol glukozida, najznacajnijeg predstavnika stilbena, u koncentraciji od 5,40 gL

Tablica 4. Koncentracija glicerola (gL") u vinima ‘Frankovka’, 2018.
Table 4. Concentration of glycerol (gL") in Blaufrankisch wines, 2018.

Spoj/ Compound (gL") FrBDX FrLakt Frlon

Glicerol/ Glycerol 7,73° 7,72° 7,822

FrBDX = Uvaferm BDX™; FrLakt= Laktia™ + Uvaferm BDX"; Frlon= lonys "
Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima (>*<) u istom redu, signifikantno su razli¢ite
pri p=0,05

Udio glicerola u vinu ovisi o sastavu mosta, koncentraciji $ecera, temperaturi alkoholne
fermentacije i soju kvasca koji provodi fermentaciju. U crnim vinima, koncentracija glicerola
krece se priblizno oko 10 gL' (Herjavec, 2019). Tablica 4. prikazuje rezultate u kojima su vidljive
znacajne razlike u koncentraciji glicerola u vinima. Ocekivano, znacajno najvisa koncentracija
od 7,82 gL, utvrdena enzimskom analizom bila je u vinu Frlon, inokuliranim sa selekcioniranim

kvascem lonys, " Cija je glavna karakteristika povecana sinteza glicerola u vinu.
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Zakljucak

Na temelju istraZivanja provedenog u berbi 2018., na vinu sorte ‘Frankovka’, u kojem je cilj
bio istraziti u¢inke razlicitih sojeva kvasaca Saccharomyces cerevisiae i Lachancea thermotole-
rans, utvrdene su znacajne razlike izmedu vina razlicitih tretmana.

U svim varijantama, alkoholna fermentacija se spontano zaustavila pri razli¢itim koncentra-
cijama rezidualnih Secera. Sekvencijalna inokulacija provedena s L. thermotolerans i S. cerevisiae
(FrLakt) pokazala je znacajan ucinak na ukupnu kiselost, odnosno rast koncentracija mlije¢ne i
jantarne kiseline. U vinu FRLakt, zabiljeZena je i znacajno najvisa koncentracija ukupnih fenola,
kao i flavonola, galne kiseline, hidroksicimentnih kiselina i stilbena. U kontrolnom vinu FrBDX
(Uvaferm BDX") zabiljeZzene su znacajno vise koncentracije pojedina¢nih antocijana i flavanola.
Znacajno najvisa koncentraciju glicerola, uz visu ukupnu kiselost, zabiljezena je u vinu Frlon,
proizvedenim s kvascem lonys "

Istrazivanjem je potvrden ucinak sekvencijalne inokulacije s ne-Saccharomyces vrstom L.
thermotolerans na naglasavanje svjezine u vinima uslijed povecanja koncentracije mlijecne
kiseline te na boju i strukturu vina uslijed vise koncentracije ukupnih fenola. Na temelju do-
bivenih rezultata moguce je zakljuciti da bi se ovakav tip fermentacije mogao primjenjivati u
ekstremno toplim godinama ili u toplijim klimatima, u mostu s nedostatkom ukupne kiselo-
sti. Daljnjim istraZivanjima trebalo bi obuhvatiti uc¢inke razlicitih Saccharomyces i ne-Saccha-
romyces sojeva kvasaca, kao i njihovih kombinacija, na tijek alkoholne fermentacije i sastav vina
razli¢itih sorata.
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Original scientific paper

The impacts of Saccharomyces cerevisiae and Lachancea thermotolerans
yeast strains on changes in chemical composition of Blaufrdnkisch wine

Abstract

The aim of this research was to determine the effects of using different strains of yeast Saccharomyces

cerevisiae and Lachancea thermotolerans on basic chemical composition, concentrations of individual

organic acids, polyphenolic compounds and glycerol in wine. In the research conducted in 2018,
Blaufréinkisch grapes were used and three variants in controlled fermentation were compared. The control

and the first variant were inoculated with Saccharomyces sp., commercial yeast strains of Uvaferm BDX™
and lonys WF™. In another variant, sequential inoculation was performed with the non-Saccharomyces

yeast species Lachancea thermotolerans (Laktia™), in the role of starter, and Uvaferm BDX™ yeast, whose

role was to carry out the fermentation to the end. The results confirm the influence of the yeast Uvaferm

BDX™ on the enhanced extraction of anthocyanins and tannins, and the influence of the yeast lonys on the

increased synthesis of glycerol in wine. Although there was a stuck fermentation, the effect of sequential

inoculation on the increase in total acidity, color and structure of wine through increased concentration

of total phenols was confirmed. Based on the obtained results, it is possible to justify the use of sequential

inoculation in extremely warm years or in warmer climates where the problem of acid deficiency in grapes

and must occurs.

Keywords: Blaufrdnkisch, non-Saccharomyces yeasts, phenolics, sequential fermentation, total acidity
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