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Sazetak

Saccharomyces cerevisiae najcesce je koriStena vrsta kvasca u vinarskoj proizvodnji dok je
vrsta Lachancea thermotolerans noviji pripadnik selekcioniranih ne-Saccharomyces
kvasaca. IstiCe se sposobnoscu zakiseljavanja mosStova nize ukupne kiselosti, iz toplih
vinogradarskih regija, naj¢esce u sekvencijalnoj inokulaciji sa S. cerevisiae. Formiranje boje
vina 1 sastav antocijana tijekom vinifikacije pod utjecajem su kvasaca, odnosno
adsorpcijskih karakteristika stani¢ne stjenke kvasca. Cilj ovog rada bio je utvrditi razlike u
u¢inku sekvencijalne inokulacije komercijalnim sojevima L. thermotolerans x S. cerevisiae
u usporedbi s tretmanima sa S. cerevisiae i epifitnim kvascima, na sastav antocijana u vinu
"Trnjak’. Rezultati analiza ukazali su na znacajno nize koncentracije antocijana u tretmanu
L. thermotolerans x S. cerevisiae.

Klju¢ne rije¢i: antocijani, Lachancea thermotolerans ne-Saccharomyces, Saccharomyces
cerevisiae,, sekvencijalna fermentacija

Uvod

Saccharomyces cerevisiae (Sc.) tradicionalno se najéesc¢e koristi u proizvodnji vina zbog
iznimnih fermentabilnih sposobnosti u Sirokom rasponu uvjeta provodenja alkoholne
fermentacije. Posljednjih godina, selekcija kvasaca ukljuuje razvoj tehnika za selekciju
sojeva koji bi mogli poboljSati vina u smislu njihove boje, strukture, mirisa i odredenih
zdravstvenih svojstava (Sudrez-Lepe 1 Morata, 2012.). Medu novim selekcijama ne-
Saccharomyces kvasaca, Lachancea thermotolerans (Lt.) isti¢e se sposobnoscu
zakiseljavanja mostova iz toplih vinogradarskih regija, s viSom pH vrijednosti.
Sekvencijalna fermentacija s Lt. X Sc. rezultira snizavanjem pH vrijednosti 1 pove¢anjem
ukupne kiselosti temeljem sinteze L-mlije¢ne kiseline S§to doprinosi proizvodnji
uravnoteZenih vina. Lt osigurava alkoholnu jakost u rasponu od 5-9 % vol., a prema novijim
podacima i do 10 % vol. alkohola (Hranilovi¢ i sur. 2018.), pa se 24-72 h kasnije
sekvencijalno inokulira S. cerevisiae zbog potpune fermentacije Secera (Morata i sur.,
2019.). Lt. moze prezivjeti nekoliko dana pri 9 % vol. alkohola (Kapsopoulou, 2007.), a
postojana je i kad fermentacijom dominira Sc. (Mills i sur., 2002.). Opéenito, boja mladih
crnih vina uglavnom se oslanja na koncentraciju monomernih antocijana i srodnih spojeva,
koji se ekstrahiraju iz koZice bobe grozda tijekom proces maceracije (Ribereau-Gayon i sur.,
2006.) Uloga koju imaju stani¢ne stijenke kvasca u formiranju antocijana je njihova
adsorpcijska sposobnost koja je posljedica kemijske interakcije izmedu kvasca i metabolita
koje kvasci proizvode tijekom alkoholnog vrenja (Morata i sur., 2003.). Zadrzavanje
pigmenata u stani¢noj stijenci kvasca predstavlja izravan gubitak boje (Morata i sur., 2016.).
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Kvasci mogu utjecati na boju vina smanjenjem pH vrijednosti, pogodujuéi stvaranju
stabilnih pigmenata kao §to su piranoantocijanini (Morata i sur., 2006.; Morata i sur., 2007.)
ili polimerni pigmenti (Escott, 2018.), smanjujuc¢i adsorpciju antocijana u stani¢nim
stienkama (Sudrez-Lepe, 2012.) ili $tite¢i antocijane od oksidativnog oStecenja oslobadajuci
reduktivne spojeve poput glutationa tijekom fermentacije i dozrijevanja na talogu (Morata i
sur., 2016.). Mlije¢na kiselina koju sintetizira Lt. tijekom fermentacije moZe snazno utjecati
na kiselost uz smanjenje od 0,3-0,5 pH jedinica u nekim slu¢ajevima, pa s time moze
znaajno utjecati na boju vina (Morata i sur., 2019.). Apsorpcija antocijana u stani¢nim
stijenkama kvasca moze biti izmedu 3 i 6 % ukupne koncentracije u vinu (Morata i sur.,
2006.). Kad je u pitanju vrsta Sc. apsorpcija ovisi o soju (Morata 1 sur., 2003.), a kod ne-
Saccharomyces kvasaca ovisi o vrsti. U usporedbi s drugim vrstama, Lt. je pokazala srednje
visok kapacitet apsorpcije (Morata i sur., 2016.). Neovisno o njihovom apsorpcijskom
ponasanju tijekom fermentacije vina, oStecene stanice kvasca pokazale su istu sposobnost
apsorpcije antocijana, Sto ukazuje na to da se sve vece razlike izmedu apsorpcijskih
sposobnosti odredenih sojeva kvasaca, utvrduju prema njihovoj sposobnosti da odrze
vitalnost stanice, kao 1 integritet stjenke i1 membrane tijekom fermentacije vina
(Echeverrigaray i sur., 2020.).

"Trnjak crni” je sorta s jo§ uvijek nedovoljno istrazenim podrijetlom. Smatra se autohtonom
sortom Imotske krajine i zapadne Hercegovine. Istice se manjim prinosom i izrazito
kvalitetnim sastavom mosta 1 vina. Uz visoku koncentraciju Secera od 20-26 % 1 nizu do
srednju koncentraciju ukupnih kiselina (4,5-6 gL™') ovisno o godini i terminu berbe,
karakterizira ga i visoka koncentracija polifenola. Vina su stoga puna, ekstraktna, s
koncentracijom alkohola od 12-15 % vol, intenzivno rubinske boje i vrlo ugodne arome
(Mirosevic¢ 1 Turkovié, 2003., Sokoli¢, 2006., Maleti¢ i sur., 2015.), ponekad neharmoni¢na
zbog niske ukupne kiselosti.

Cilj ovog rada bio je utvrditi razlike u u¢inku sekvencijalne inokulacije komercijalnih sojeva
L. thermotolerans i S. cerevisiae te tretmana sa sojem S. cerevisiae u odnosu na epifitne
kvasce u spontanoj fermentaciji na pH vrijednost i sastav antocijana u vinu "Trnjak’".

Materijali i metode

Kvasci koriSteni za pokretanje alkoholne fermentacije masulja sorte "Trnjak” u kontrolnom
tretmanu (i) Spont. bili su epifitni kvasci (spontana fermentacija), u (ii) Lt.XSc. primijenjena
je sekvencijalna inokulacija s Lt. (Laktia, Lallemand) x Sc. (BDX, Lallemand), a (iii) Sc.
inokuliran je sa Sc. sojem (Fermol Premier Cru, AEB).

Grozde sorte "Trnjak” s poloZaja Potpolje (Mostarsko vinogorje, BiH) berbe 2021., koriSteno
je u istrazivanju. Ukupno 150 kg grozda je preradeno, homogenizirano i podijeljeno u 3
plasti¢ne posude zapremine 60 L te sulfitirano s 5%-tnom H2SOs. Proces maceracije masulja
trajao je 8 dana uz redovitu remontazu masulja svakih 12 sati. Osnovni parametri u mostu
bili su 89 °Oe, ukupna kiselost 6,3 gL! (kao vinska), a pH vrijednost 3,45. Tretman (i) Spont.
kao kontrolna varijanta sulfitirana je s 50 mL 5%-tne H2SOs; tretman (ii) Lt. x Sc. sulfitiran
je s 10 mL 5%-tne H2SOs te inokuliran s kvascem L. thermotolerans (Laktia, Lallemand,
15g 50kg™), a nakon 24 h uslijedila je inokulacija sa S. cerevisiae (BDX, Lallemand; 15g
50kg™). Tretman (iii) Sc. sulfitiran je s 50 mL 5%-tne H2SOs3 te inokuliran sa S. cerevisiae
kvascem (Fermol Premier Cru, AEB; 15g 50 kg™!). Nakon 8 dana maceracije i alkoholne
fermentacije, masulji sva tri tretmana preSana su hidraulicnom preSom te je most u
fermentaciji svakog pojedinog tretmana raspodijeljen u tri ponavljanja, otakanjem u staklene
posude volumena 10 L s vrenjacom, u kojima je nastavljena alkoholna fermentacija. U
prvom pretoku, nakon zavrSene fermentacije, izvrSena je korekcija sulfita s 10 mL 5%-tne
H2S0:s.

Analiza pojedina¢nih polifenolnih spojeva provedena je pomocu tekuéinsko-
kromatografskog sustava (Agilent 1100) na fenil-heksilnoj koloni (Phenomenex, SAD)
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Kromatogrami su istovremeno biljezeni detektorom s nizom dioda i fluorescencijskim
detektorom. Identifikacija sastavnica vina provedena je usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja na kromatografskoj koloni te pripadnih UV-Vis spektara i fluorescencije na
karakteristiénim valnim duljinama ekscitacije i emisije s viemenima zadrzavanja, spektrima
i fluorescencijom standardnih spojeva. Masene koncentracije identificiranih spojeva
odredene su pomocu bazdarnih krivulja nainjenih analizom vanjskog standarda (Tomaz i
Maslov, 2016.). pH vrijednost vina odredena je mjerenjem na digitalnom pH-metru (Lab
845, SI Analytics),

Koristene statisticke analize podataka ukljucivale su analizu varijance (ANOVA 1 t-test), pri
¢emu se srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima statisticki razlikuju pri p < 0,05. Za
analizu ukupne varijabilnosti sadrzaja pojedinacnih antocijana i pH vrijednosti kod
analiziranih uzoraka vina koriStena je i analiza glavnih komponenti (PCA) primjenom
statistiCkog programa XLSTAT v.2022.1.1. (Addinsoft).

Rezultati i rasprava

Prva istrazivanja s L. thermotolerans i crnim vinima rezultirala su znacajnim povecanjem (~
10%) intenziteta boje u sekvencijalnim fermentacijama sa S. cerevisiae u usporedbi sa
samostalnim S. cerevisiae tretmanom (Benito i sur., 2015., 2017.). Ta pojava pripisuje se
jacem intenzitetu boje antocijana pri nizoj pH vrijednosti i povec¢anom stvaranju mlije¢ne
kiseline tijekom fermentacije s Lt. Kasnija istrazivanja pokazuju smanjenje sadrzaja
antocijana u vinu u fermentaciji s Lt. uz povecéanje udjela pojedinih antocijana (Benito i sur.,
2019.). Analiza rezultata pojedina¢nih antocijana (Tablica 1.) obuhvacala je Ccetiri
glukozidna, te cetiri alkilirana antocijana pri ¢emu je zabiljezena znacajna razlika u
njihovom ukupnom udjelu na razini tretmana te znacajno najveéi udio u tretmanu Spont.
Sli¢ne rezultate objavili su Del Fresno i sur. (2017.) i Escott i sur. (2018.) dok su Hranilovié
i sur. (2017.) zabiljezili znacajno povecanje antocijana u tretmanu s Lt..
Malvidin-3-glukozid bio je najzastupljeniji antocijan u svim tretmanima, S najniZom
koncentracijom u tretmanu sekvencijalne fermentacije Lt. X Sc. Isti tretman biljezi i najnize
koncentracije glukozidnog i alkiliranog petunidina Sto je u skladu s istrazivanjem Escribano
Viana 1 sur. (2019.), ali znafajno najviSe peonidin-3-O-glukozida 1 malvidin-3-O-
acetilglukozida, $to je u odnosu na tretman Sc., u skladu s prethodnim istrazivanjima (Escott
isur., 2018., Chen i sur., 2018.). Nizi sadrzaj ukupnih antocijana kod tretmana Lt. X Sc. moze
se povezati sa znaCajno nizom vrijednosti pH, a koji ima vaznu ulogu u brzini reakcija
polimerizacije 1 kopigmentacije polifenolnih spojeva (He i sur. 2012.).

Rezultati pojedinacnih antocijana obradeni su 1 analizom glavnih komponenata (Grafikon
1.). Temeljem poloZaja tretmana u koordinatnom sustavu definiranog s prve dvije glavne
komponente koje objaSnjavaju preko 90 % ukupne varijabilnosti te korelacije sadrzaja
pojedinacnih 1 ukupnih antocijana te pH vrijednosti vina, vidljivo je kako vina spontane
fermentacije odlikuje viSi sadrzaj vecine antocijana i1 nizi sadrzaj malvidin-3-O-
acetilglukozida u odnosu na vina oba tretmana. Specifi¢nost tretmana, Lt. X Sc. dodatno je
visok sadrzaj malvidin-3-O-acetil glukozida dok tretman Sc. ponajviSe definira najvisa pH
vrijednost, te niZi sadrzaj svih antocijana osim malvidin-3-O-glukozida.

Zakljucak

Analizom rezultata fermentacijskog pokusa s tri razli¢ita tretmana, utvrdene su znacajne
razlike s obzirom na istrazivane parametre. Vino Trnjak” iz tretmana sekvencijalne
fermentacije s kvascima L. thermotolerans x S. cerevisiae imao je znac¢ajno najniZi sadrzaj
pojedinac¢nih antocijana u usporedbi s ostalim tretmanima. Isti tretman znacajno je utjecao
na smanjenje pH vrijednosti §to je jedan od glavnih ucinaka primijenjene kombinacije
kvasaca u sekvencijalnoj fermentaciji.
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Tablica 1. Koncentracija pojedinac¢nih antocijana i pH vrijednost u vinu "Trnjak” berbe 2021.

Spoj (mgL™) Spont. Lt. x Sc. Sc.
Delfinidin-3-O-glukozid 0,25a 0,01b 0,00b
Petunidin-3-O-glukozid 243 a 1,31 ¢ 1,45b
Peonidin-3-O-glukozid 1,85b 2,55a 0,36 ¢
Malvidin-3-O-glukozid 118,32 a 106,06 b 115,61 a
Petunidin-3-O-acetilglukozid 6,14 a 0,53 ¢ 2,10b
Malvidin-3-O-acetilglukozid 22,08b 23,02 a 22,62 ab
Cijanidin-3-O-kumarilglukozid 0,19 a 0,16 a 0,05b
Malvidin-3-O-kumarilglukozid 6,78 a 6,78 a 5,86 b
> 158,05 a 140,42 ¢ 148,04 b
pH vrijednost 3,7b 3,63 ¢ 3,76 a

Vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost (n=3). Znacajne razlike pri p < 0,05 prikazane su razli¢itim
slovima (a,b,c) u istom redu. Spont.=spontana fermentacija; Lt. x Sc.= sekvencijalna fermentacija L.
thermotolerans x S. cerevisiae; Sc.= S. cerevisiae

Malvidin-3-O-
Peonidin-3-glukozi kumarilglukozid
3 + Cijanidin-3-0O-

kumarilglukozid

2 ® It xSc

Malvidin-3-0- Delfinidin-3- Ipu(l;(;)zgj

1 . : T
acetilglukozid Petunidine3-glukozid
Petunidin-3-O-
\ __acetilglukozid
0

UKUPNI ANTOCIJANI

F2 (41,16 %)

Malvidin-3-glukozid

pH

-3 -2 -1 0 1 2 3 4
F1 (58,84 %)

Spont.=spontana fermentacija; Lt. x Sc.= sekvencijalna fermentacija L. thermotolerans x S. cerevisiae;
Sc.=S. cerevisiae

Grafikon 1. Analiza osnovnih komponenti (PCA)- pojedina¢ni antocijani i pH vrijednost
u vinu "Trnjak”
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Influence of yeasts on anthocyanin composition of Trnjak wine

Abstract

Saccharomyces cerevisiae is the most commonly used selected yeast in wine production
while among non-Saccharomyces yeast Lachancea thermotolerans is getting more attention.
It stands out for its ability to acidify musts with higher pH values, especially from warm
wine-growing regions. During vinification, the formation of wine color and anthocyanin
composition can be influenced by yeast, ie. the adsorption characteristics of the yeast cell
wall. The stability, aroma and color of wine depends on the yeast strain used during the
fermentation process. Metabolites produced by S. cerevisiae or non-Saccharomyces yeasts
can react with anthocyanins and by formation of pyranantocyanins can have influence on the
color intensity and stability. The aim of this study was to compare the influence of sequential
inoculation of commercial strains of L. thermotolerans and S. cerevisiae with treatments
with S. cerevisiae alone and epiphytic yeasts on the anthocyanin composition of Trnjak wine.
The results of the analyzes indicated significantly higher concentrations of anthocyanins in
treatments with S. cerevisiae and epiphytic yeasts.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, Lachancea thermotolerans, non-Saccharomyces
yeasts, anthocyanins, sequential fermentation
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