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Sazetak

Diplomskog rada studentice Silvia Sirovica, naslova

ZNACAJ DODATKA HRANJIVA ZA KVASCE U PROIZVODNJI VINA GRASEVINA |
PINOT CRNI

Pravilan tijek alkoholne fermentacije bitan je faktor u proizvodnji vina. Da bi alkoholna
fermentacija imala pravilan tijek, posebnu paznju treba posvetiti postupku rehidracije kvasca.
Znacajan utjecaj u pripremi ima dodatak hranjiva koji osnazuje stanice kvasca na samom
pocetku. U istraZivanju su koriStena dva komercijalno dostupna hranjiva Go-Ferm Sterol
Flash™ i Go-Ferm Protect Evolution™, koja su dodana u postupku rehidracije kvasaca.
Primjena hranjiva Go-Ferm Sterol Flash™ rezultirala je veéim brojem Zivih stanica kvasaca
tijekom fermentacije, te u ukupnom broju stanica kvasaca neovisno od koristenog
komercijalnog dostupnog soja kvasca.

Kljucne rije¢i: hranjivo za kvasce, alkoholna fermentacija, "Pinot crni’, “Grasevina’



Summary

Of the master’s thesis - student Silvia Sirovica, entitled

IMPORTANCE OF YEASTS NUTRIENT SUPPLEMENTS ADDITION IN THE
PRODUCTION OF GRASEVINA AND PINOT NOIR WINES

The proper course of alcoholic fermentation is an important factor in wine production. To
assure good fermentation kinetic, it is necessary to properly imply yeasts rehydration step. A
significant influence in the preparation has a nutrient supplement that strengthens yeasts cells
at the very beginning. In the research, we studied two commercially available nutrients Go-
Ferm Sterol Flash™ and Go-Ferm Protect Evolution™, which were added in the process of
yeast rehydration. Nutritious Go-Ferm Sterol Flash™ showed better results in the number of
alive yeast cells during fermentation, and in the total number of yeast cells independent of
the yeasts used.

Keywords: yeast nutrition , alcoholic fermentation, Pinot noir, Grasevina



1.Uvod

Fermentacija je vrlo sloZzen biokemijski proces. U svijetu oko sebe nailazimo na vise razlicitih
fermentacija, a u ovom radu pratila se alkoholna fermentacija. Primarna funkcija alkoholne
fermentacije je pretvaranje Seéera u alkohol etanol tijekom procesa vrenja uz pomo¢ kvasaca.
Populacija kvasaca koji provodi alkoholnu fermentaciju porijeklom moze biti prirodna tzv.
epifitna mikroflora Cije porijeklo je iz vinograda, s grozda ili mozZe biti selekcionirana, pri ¢emu
se nalazi u obliku komercijalno dostupnih sojeva Saccharomyces cerevisiae ili ne-
Sacharomyces vrsta. Saccharomyces cerevisiae je kvasac sa sposobnosti potpunog provodenja
alkoholne fermentacije. Ima mogucnost prilagodbe teskim proizvodnim uvjetima kao $to su
visoki sadrzaj Secera, niska temperatura, pH medija i dr., stoga i visoku fermentacijsku mo¢
(Albergaria i sur., 2016).

Veliku vaznost u pripremi kvasca koji ¢e provoditi alkoholnu fermentaciju ima dodatak
hranjiva. Hranjiva osnazuju kvasce za rast i razmnozavanje te im daje bolju moguénost
adaptacije. U istrazivanju su koristena dva komercijalno dostupna hranjiva na trzistu Go-Ferm
Sterol Flash™ i Go-Ferm Protect Evolution™ koji imaju za ulogu osnafZiti, zastiti i nahraniti
kvasce. Odabir pravilnog kvasca i hranjiva uvelike je vaZzan jer upravo o tome ovisi aromatski
profil buduceg vina, pocetak te brzina fermentacije kao i sadrZaj Secera u vinu po zavrsetku
fermentacije. Pocetni broj stanica kvasaca te njihova viabilnost tijekom razgradnje Seéera
vazan su ¢imbenik definiranja kakvoce krajnjeg proizvoda, vina.

'GraSevina' i 'Pinot crni' sorte su koje se uzgajaju ve¢inom u kontinentalnom dijelu Hrvatske.
U ovom radu prikazani su rezultati utjecaja dodatka hranjiva na brzinu i tijek alkoholne
fermentacije mosStova navedenih sorata uz primjenu po dva komercijalno dostupna soja za
svaku sortu. Od komercijalnih kvasaca koji se nalaze na trzistu koriSteni su Lalvin D254 i
Enoferm Rp15 za 'Pinot crni', te Lalvin D47 i Lalvin QA23 za 'GraSevinu'. Tijekom istrazivanja
praéen je broj stanica kvasaca, a u dobivenim vinima odradena je osnovna kemijska analiza i
aromatski profil vina 'Grasevina'i 'Pinot crni'.

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj razli¢itih komercijalno dostupnih sojeva kvasca uz dodatak
dva dostupna hranjiva za kvasce na tijek alkoholne fermentacije mostova sorte 'Grasevina' i
'Pinot crni', te osnovni kemijski sastav i aromatski profil dobivenih vina.



2. Pregled literature

2.1. Sorta 'Grasevina'

Grasevina je bijela sorta grozda, prva je po zastupljenosti u Hrvatskoj. Internacionalna je sorta
kojoj podrijetlo nije sa sigurno$¢u utvrdeno. Navodno potjeCe iz Francuske, odakle je
prenesena u Heidelberg, a u Hrvatsku je stigla negdje oko 19. st. U Hrvatskoj je najvise
zastupljena na podrucju Slavonije, gdje je nasla optimalne uvijete za uzgoj.

Osim naziva ‘GraSevina’ upotrebljavaju se jo§ mnogi sinonimi za ovu sortu kao Sto su:
'Riesling Italico', 'Laski rizling', 'Grasica’, 'Olaszrizling', te 'Welschriesling'.

2.1.1. Karakteristike sorte 'Grasevina'

Grasevina dozrijeva u lll. epohi u odnosu dozrijevanja Plemenke bijele. Sorta je otporna

na niske temperature, kasnije krece te izbjegava proljetne mrazove te ju je radi toga moguce
saditi i na loSijim polozajima. Prilagodljiva je, uspijeva na vedéini tla u Hrvatskoj. Kasno dozrijeva
te je jedna od najkasnijih kontinentalnih sorata. Rodnost joj je redovita i dobra. Prinosi se
krecu od 10 do 15 t/ha, rijetko kad podbaci sa prinosom. Srednje je osjetljiva na sivu plijesan,
dok na ostale bolesti i Stetnike nije pretjerano osjetljiva. Sadrzaj Secera se krece u granicama

15-20 °KMW u punoj zrelosti, a kiselost je relativno zadovoljavajuc¢a (Maletic i sur., 2015).
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Slika 2.1. Sorta 'Grasevina' par dana prije berbe



2.2. Sorta 'Pinot crni'

'Pinot crni' je crna sorta podrijetlom iz Burgundije, francuske pokrajine. Najvise je
rasprostranjen u Francuskoj, u regiji Cote d' Or. Veéinom se uzgaja u podrucjima sa hladnijom
klimom. Uzgaja se u svim kontinentalnim regijama Hrvatske i u svakoj daje na jedinstven nacin
drugacije vino.

Osim naziva 'Pinot crni' upotrebljavaju se jo$ i ovi nazivi: 'Pinot noir', '‘Burgundac crni',
'‘Blauburgunder' i 'Spatburgunder’.

2.2.1. Karakteristike sorte 'Pinot crni'

Dozrijeva u |. epohi dozrijevanja u odnosu na dozrijevanje Plemenke bijele. Ranija je sorta, nije
pogodna za izrazito toplu klimu. Izrazito je osjetljiva na proljetne mrazove i niske temperature.
Grozde je tanke koZice, a vino je svijetlije boje. Sorta je osjetljiva na bolesti, pa stoga treba
stalnu njegu i nadzor. Vrlo je osjetljiv na Botrytis. Grozd je zbijen i mali, vrlo tanke kozice.
Rodnost je mala, ali redovita i krece se od 4-5 t/ha, dok klonovi postizu puno ve¢u rodnost od
10 t/ha. Vina su vrhunske kakvoce, rubin crvene boje, skladna i mekana. SadrZaj alkohola je
visok, kiseline male (Maleti¢ i sur., 2015).

Slika 2.2. Sorta 'Pinot crni'



2.3. Polozaj Zajcevka

PoloZaj Zajc¢evka smjesten je nedaleko PleSivice, u LokoSin Dolu. Vinograd je zasaden u svibnju
2018. godine. Sorta "Pinot crni” se nalazi na lijevoj polovici poloZaja, a sorta “GrasSevina” od
sredine prema desnom dijelu. Berba grozda sorte "Pinot crni” bila je 13.09.2022., a grozda
sorte ‘Grasevina“ 25.09.2022.




2.4. Vainost postupka rehidracije kvasaca

Prilikom rehidracije kvasaca, aktivni suhi kvasac primit ée vodu i poprimiti svoju originalnu
formu. Tijekom proizvodnje komercijalno dostupnih kvasaca u postupka rehidracije stanica
gubi 20-30% mikroelemenata koji se rasprse u vodi, a ne mogu se povratno vratiti u stanicu
kvasca jer ih dijeli membrana. Citoplazmatska membrana dijeli unutradnjost stanice kvasca od
mosta, kasnije vina. Citoplazmatska membrana sadrzi puteve za transport hranjivih tvari
potrebnih za pravilno funkcioniranje stanice kvasca tijekom fermentacije.

Steroli kao sastavni dio hranjiva koje se dodaje tijekom aktivacije i rehidracije suhog kvasca
uCinkoviti su u zastiti kvasaca te stimuliranju vrenja. Vec prisutni polisaharidi, steroli i
fosfolipidi koji se nalaze u neaktivnom suhom kvascu zauzimaju specifi¢an micelarni oblik koji
omogucuje dodatnu ugradnju sterola u njihovu stanicnu membranu.

Pravilna rehidratacija kvasca je najkriti¢nija toc¢ka u postupku pripreme aktivnog suhog kvasca.
Medu pojedinim odabranim Saccharomyces kvascima koji su dostupni u formi suhih kvasaca,
uocene su znacajne razlike u njihovoj kinetici i sposobnosti postizanja potpune fermentacije.
Te razlike dolaze zbog potreba kvasca za kisikom i dusikom (Sablayrolles i sur., 2000).

How and when can we protect?
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Slika 2.4. Prikaz djelovanja specifi¢ni sterol na membranu stanice kvasca
(Izvor: www.lallemandwine.com)

Nekoliko istraZivanja bavilo se pracenjem fermentacijske aktivnosti izoliranih sojeva kvasaca
nakon razli¢itih postupaka njihove rehidracije pri cemu su uocene velike razlike Sto je dodatno
ukazalo na vaZnost pravilnog provodenja navedenog postupka pri ¢emu je najbolje u
postupku rehidracije suhog kvasca slijediti upute samog proizvodaca (Sablayrolles i sur., 2006).
Dosadasnja istrazivanja potvrdila su pozitivhu ulogu mikroelemenata i/ili sterola u postupku
rehidracije suhog kvasca koji tada pokazuje vecu viabilnost i vitalnost stanica (Soubeyrand i
sur., 2005). Takoder je uocena i vec¢a maksimalna gustoca stanica kvasaca i kra¢a ukupna



duljina fermentacije kada su korisStene hranjivih tvari (mikroelementi i steroli) za rehidrataciju
i to se posebno u slucaju mostove od ledenih berbi, koji su puni Seéera (Kontkanen i sur.,
2004).

Effect of protection on yeast viability
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Slika 2.5. Usporedba vitalnosti stanica kvasca sa i bez dodanog specificnog sterola
(lzvor: www.lallemandwine.com)

Dodatak kvasca u most, nosi rizik propadanja kvasca ako nema mogucnost odgovarajuée
prilagodbe. Upravo zastita kvasaca dodavanjem sterola i viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina povecava njihove Sanse za prezivljavanje. Tijekom rehidracijske faze, zasti¢en kvasac,
odrzava vrlo visoku vitalnost stanica. Membrana kvasca u konaénici moZe izdrZati visoke
koncentracije alkohola, sprecavajuci ga da ude u stanicu. Na taj nacin kvasac moze do kraja
razgraditi prisutan Secer u mostu. Zdrave stanice kvasca kada nisu pod stresom takoder ne
proizvode prekomjerne koli¢ine nepozeljnih aromatskih spojeva te ne dolazi do naglasene
sinteze hlapljivih kiselina.

Iz vode u kojoj se rehidrira, a u koju je dodano neko od dostupnih hranjiva kvasac uzima
mikroelemente ( vitamine i minerale ), pri ¢emu se suhe stanice kvasca ponasaju poput spuzve
koja upija vodu, te se stanica poveca 1,5 puta. Taj proces omogucuje stanici lako reaktiviranje
svog unutarnjeg metabolizma. Tijekom prilagodbe kvasca na most kada se u isti inokulira,
kvasac dozivi osmotski Sok, od kojeg ga stiti membrana osnazena uz pomo¢ mikroelemenata,
te se kvasac bolje aklimatizira. Rezultat toga je da kvasac proizvodi manje nepozeljnih hlapivih
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sumpornih spojeva koji mogu negativno utjecati na konacnu kvalitetu vina. Kroz
razmnozavanje, kvasac obogaéen hranjivima, prenosi dio stanicnog materijala slijede¢im
generacijama, s tim da se u svakoj slijede¢oj postupno smanjuje debljina njihove stani¢ne
membrane.
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Slika 2.6. Prikaz stanica kvasca sa dodatkom i bez dodatka hranjiva
(Izvor: www.lallemandwine.com)

2.5. Kvasci

Kvasci su jednostani¢ni mikroorganizmi tipi¢noga kuglastog oblika, promjera 5 — 8 um. Bududi
da nemaju klorofil, ne mogu proizvoditi hranu fotosintezom, ve¢ ju pribavljaju adsorpcijom iz
okoline. RazmnozZavaju se najceS¢e nespolno — pupanjem. Danas je opisano i poznato vise od
tisucu vrsta kvasaca. Saccharomyces cerevisiae je nedvojbeno najvaznija vrsta kvasca u
alkoholnoj fermentaciji. U razli¢itim oblicima moze funkcionirati kao vinski kvasac, pivski
kvasac, destilatorski kvasac ili pekarski kvasac. Laboratorijski sojevi se intenzivno koriste u
industriji i temeljnim studijama genetike, biokemije i molekularne biologije (Jackson, 2008.).
Kvasci se u vinarstvu koriste za provodenje alkoholne fermentacije mosta, te za provodenje
sekundarne fermentacije u proizvodnji pjenusavih vina. Kvasci roda Saccharomyces imaju
znacajnu ulogu i u formiranju sekundarnih produkata alkoholne fermentacije (Fleet 1993.),
kao i na stvaranje sortne arome vina (Ribéreau-Gayon i sur., 2000.; Howell i sur., 2004.).



2.5.1. Saccharomyces kvasci

Saccharomyces cerevisiae vrsta je kvasca koja je visoko specijalizirana za metaboliziranje
medija s visokim udjelom Seéera i malim koli¢inama dusi¢nih spojeva (Suarez-Lepe i sur.,
2012). Ova posebna karakteristika temelji se na ,,Crabtree efektu”, odnosno Saccharomyces
cerevisiae €ak i u aerobnim uvjetima ne koristi respiratorne mehanizme za metaboliziranje
saharida i promicanje rasta biomase. Umjesto toga preko sinteze piruvata te njegovog
prevodenja do acetaldehida proizvodi etanol i ugljikov dioksid. Proizvodnjom i akumulacijom
etanola od strane S. cerevisiae kvasaca medij postaje toksi¢an za druge mikroorganizme i oni
ugibaju. Na taj nacin S. cerevisiae eliminira konkurenciju za hranu (Parapouli i sur., 2020). S
tehnoloske strane proizvodnje vina, prednost se dala ovom kvascu zbog njegove moguénosti
prezivljavanja u teSkim uvjetima fermentacije kao $to su nizak pH, manjak hranjivih sastojaka
(dusiénih spojeva) u mediju, povecanje koncentracija kiselina, toksi¢nost etanola, dodavanje
antimikrobnih sredstava te temperaturne razlike (Bauer i sur., 2000). Sljededi niz kriterija za
odabir S. cerevisiae kao najc¢esce starter kulture u industriji proizvodnje vina je razina
proizvodnje metabolita koji tvore , fermentacijski buket" i odreduju sloZeni senzorni karakter
proizvedenog vina (Eldarov i sur., 2016). Saccharomyces cerevisiae prvenstveno je odgovoran
za stvaranje visih alkohola, estera i aldehida tijekom fermentacije (Cordente i sur., 2012).



3. Materijali i metode
3.1. Kvasci koristeni u istrazivanju

Za proizvodnju vina 'Pinot crni' koriSteni su kvasci Lalvin D 254 i Enoferm Rp 15, a za
proizvodnju vina 'GraSevina' Lalvin D 47 i Lalvin Q23, komercijalni kvasci proizvodaca
Lallemand.

3.1.1. Lalvin D 254

Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Lalvin D 254 izoliran je sa groZzda Shiraz 1987. godine u Montpellieru na Institutu za
mikrobiologiju uz pomo¢ Dr. D. Delteila. Pogodan je za fermentacije mostova vecih koli¢ina
Secera i siromasnih na dusiku. Optimalna temperatura fermentacije je izmedu 15 i 30°C. Ima
kratku Lag fazu, vrlo snazan, jak soj kvasca, bez tendencije sinteze H.S spoja u fermentaciji.
Ostvaruje vrlo brzi pocetak fermentacije, bez pjenjenja. Stvara do 14-16% vol alkohola.
Proizvodi vrlo male koncentracije etil acetata i acetaldehida. Preporucuje se za crna vina kao
Sto su “Cabernet Sauvignon’, ‘Shiraz’, "Pinot crni’, "‘Gamay’.

U crnim vinima ICV D254 intenzivira vo¢ni karakter - Sljive, kupine, grozdica, kao i mirisne
komponente cedrovine, borovice, zacina.

3.1.2. Enoferm Rp 15

Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Enoferm Rp 15 je selekcioniran u suradnji s vinarom Jeff Cohn-om u spontanoj
fermentaciji grozda "Syraha” u pokrajini Rockpile. Kada je pravilno rehidriran sa Go-Ferm
Protect hranjivom ima umjerenu potrebu za dusikom i oslobada note mineralnosti i voénosti
(crveno voce). Preporucena temperatura fermentacije je od 20 do 30°C. Tolerancija na alkohol
do 16% vol, kvasac oslobada vrlo male koli¢ine hlapljive kiseline i SO,. Vrlo kratka Lag faza,
osigurava dobru stabilizaciju boje. Preporucuje se za crna vina kao $to su ‘Syrah’, "Pinot crni’,
"Zinfandel” i "Merlot’.



3.1.3. Lalvin D 47
Saccharomyces cerevisiae

Izoliran sa grozda iz podrucja Cotes du Rhone od strane Dr.Delteila, voditelja Odjela za
mikrobiologiju ICV, Montpellier. Selekcioniran je izmedu 450 izoliranih sojeva u periodu od
1986 do 1990. godine. Preporucena temperatura fermentacije je od 10-35°C. Odli¢no
sedimentira nakon fermentacije, ima vrlo kratku Lag fazu i izvanrednu dominaciju u mostu
prepunom divljih kvasaca. Fermentira do 14% alkohola, pogodan je uz malolakti¢nu
fermentaciju i daje vinu naglasenu sortnu aromu i mirise, zahvaljujuéi B-glukozidaznoj
aktivnosti. Proizvodi vrlo malo pjene, sto omogucéuje maksimalno koristenje kapaciteta.

3.1.4. Lalvin QA23

Saccharomyces cerevisiae

Selekcioniran u Portugalu, na Sveucilistu Tras os Montes e Alto Douro (UTAD). Optimalna
temperatura fermentacije je 15 do 32 °C, no podnosi i niske temperature od 10 °C. QA23 moze
fermentirati i moStove vrlo siromasne na dusiku, odnosno mostove koji su prosli centrifugu,
vakum filter ili jaCe bistrenje. Koristi se za jednostavna bijela vina koje karakterizira svjezina,
vocnost i Cistoca. Fermentira do 14 % alkohola. Ima izrazenu kiler aktivnost sto omogucava
odli¢nu dominaciju nad spontanom mikroflorom koja bi mogla svojim nusproduktima bitno
utjecati na kvalitetu vina u negativnom smislu. Kvasac odli¢no sedimentira ostavljajuci bistro
vino.
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3.2. Hranjiva za kvasce

Hranjiva za kvasce obogacena su mikroelementima, sterolima i vitaminima. Hranjiva imaju
puno pozitivnih karakteristika i svakako se preporucuju koristiti. Pomocu njih se kvascu daje
ono najpotrebnije u optimalnim koli¢cinama za pokretanje fermentacije. Kasnije se dodaje
hrana za kvasce koja mozZe biti anorganska, organska ili kompleksna.

Oba inaktivna kvasca proizvedena su primjenom specijalne tehnologije nazvane NATSTEP
(prirodna zastita sterolima). NATSTEP™ patent je Lallemand korporacije u Europi i u Australiji.
Tehnologija omogucuje normalnu kinetiku fermentacije bez problema u senzorici vina. Glavna
uloga je zastita u vrijeme rehidracije kvasaca radi osnazivanja membrane, a samim time i
smanjenja posljedica osmotskog Soka koji kvasac prolazi dodatkom u mostove s visokom
koncentracijom Seéera.

3.2.1. Go-Ferm Protect Evolution™

Go-Ferm Protect Evolution™ nova je generacija 100% prirodne zastite kvasaca u fermentaciji
bijelih i ruZicastih vina. Razvijena je radi novog i poboljSanog izvora sterola (kvalitativno i
kvantitativno), ujedno je i hrana za kvasce, mikrohrana za pocetak fermentacije jer sadrzi
potrebne mikroelemente i vitamine. Neke od prednosti su svakako povecavanje viabilnosti i
vitalnosti kvasaca radi ergosterola i izvora vitamina za kvasce. Povecana je takoder i otpornost
na etanol. Kinetika same fermentacije je sigurnija i ujednacenija. Nema potrebe za
prozradivanjem mostova tj. dodavanje kisika u fermentaciji vina mozZe izostati jer inaktivni
kvasac odrzava i optimalizira aktivnost kvasca tijekom fermentacije. Preporucena doza je 30
grama po hektolitru vina.

3.2.2. Go-Ferm Sterol Flash™

Go-Ferm Sterol Flash™ je novi prirodni zastitnik kvasaca. Ubrzana je rehidracija kvasaca zbog
velike koncentracije ergosterola. Omogucuje rehidraciju u hladnoj vodi (15°C) bez gubitka
odrzivosti ili vitalnosti. Eliminira potrebu za aklimatizacijskim koracima, rehidrirani kvasac
moze se ubaciti u most ili sok nakon 15 minuta. Takoder potrebno je 50% manje vode od Go-
Ferm Protect Evolution™. Osigurava optimiziranu razinu mikronutrijenata (vitamina i
minerala) i izuzetno visoku razinu ¢imbenika prezivljavanja, ukljuCujuci sterole i nezasi¢ene
masne kiseline.

11



3.3. Provodenje pokusa

Jedan od najvaznijih koraka za pravilnu fermentaciju je priprema hranjiva i kvasaca koji ¢e se
koristiti u alkoholnoj fermentaciji. Iznimno je bitno paziti na temperaturu vode prilikom
razmnozavanja kvasaca i njihove aktivacije, te na koli¢inu vode. IstraZivanje je provedeno
2022. godine sa sortama 'Grasevina'i 'Pinot crni' s poloZaja Zajcevka, PleSivica. GroZde je brano
ru¢no u tehnoloskoj zrelosti. GroZde je pobrano u PVC sanduke kapaciteta 15 kg, a primarna
prerada i vinifikacija obavljena je u vinariji Sirovica.

Sorta 'Grasevina'

Nakon procesa muljanja i runjenja masulj je presan, a dobiveni most taloZen je 24 sata na
temperaturi od 10°C. Uz to, proveden je postupak sulfitiranja uz dodatak Vinobrana.
Izbistreni most odvojen je sa taloga te rastoen u 5 posuda zapremine 5 L. Koncentracija Secera
u mostu odredena je pomocu mostomjera, a izrazena je u stupnjevima Oechsleovim (°Oe).
Koncentracija Secera na pocetku fermentacije bila je 80 °Oe. U svaku posudu dodana je
razliCita kombinacija komercijalnog soja kvasca i inaktivnog kvasca (Tablica 3.1.). Tijekom
fermentacije pracena je razgradnja Sec¢era pomodéu mostomjera, svaki drugi dan.

Slika 3.1. Staklena posuda zapremnine 5L
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Tablica 3.1. Prikaz razli¢itih kombinacija kvasac i hranjiva u varijantama sorte 'Grasevina'.

Varijanta GraSevinal | GraSevina2 | GraSevina3 | Grasevina4 | GraSevina5
Kvasac QA23 QA23 D47 D47 D47
Hranjivo Go-ferm Go-ferm Go-ferm Go-ferm /
Sterol Flash | Protect Sterol Flash | Protect
Evolution Evolution

Slika 3.2. Priprema kvasaca i hranjiva za sortu 'Grasevinu'
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Sorta 'Pinot crni'

Nakon procesa muljanja i runjenja, masulj je stavljen u 4 inox tanka zapremnine 15 L te
inokuliran s kombinacijom kvasac/hranjivo kako je prikazano u Tablici 3.2. Tankovi su bili
napunjeni malo iznad trecine, te se prvih 6 dana u njima odvijala maceracija uz fermentaciju.
Maceracija se odradivala uz potiskivace, da bi se iz koZice bobice izvukla $to je moguée veca
boja. Nakon 6 dana masulj je ispresan. Koncentracija Se¢era odredena je takoder pomocu
mostomjera i iznosila je u trenutku berbe 90 °Oe.

Tablica 3.2. Kombinacije kvasaca i hranjiva za varijante sorte 'Pinot crni'

Varijanta Pinot crni 1 Pinot crni 2 Pinot crni 3 Pinot crni 4

Kvasac D 254 D 254 RP 15 RP15

Hranjivo Go-ferm Sterol | Go-ferm Protect | Go-ferm Sterol | Go-ferm Protect
Flash Evolution Flash Evolution

Slika 3.4. Priprema kvasaca za sortu 'Pinot crni'
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3.4. Osnovna fizikalno-kemijska analiza

Koncentracija Secera u mostu odredena je pomocu refraktometra, izrazili smo ju u
Oechsleovim stupnjevima (°Oe). Kasnije je koncentracija Secera odredivanja pomocu
mostomjera i menzure. Titracijskom metodom po Rebeleinu odredivan je reducirajuci Secer u
vinu (Zoecklin i sur. 2001).

Metodom neutralizacije uzorka s 0,1 M NaOH uz indikator bromtimol plavi prema metodi
O.LV. (2012) odredivana je ukupna kiselost (kao vinska, g/L). Takoder prema metodi O.l.V.
(2012) odredena je hlapljiva kiselost (kao octena, g/L) u vinu pomo¢u metode neutralizacije
uzorka s 0,1 M NaOH i indikatorom fenoftaleinom s tim da je uzorak prethodno destiliran u
struji vodene pare.

Metodom destilacije odreden je alkohol u vinu, na osnovi specificne tezine destilata pri 20°C
prema vodi iste temperature. Pomocu tablica po Reichardu iz dobivenih vrijednosti ocitani su
odgovarajuci volumni postoci alkohola.

Iz ostatka destilacije uz pomo¢ denzimetra odreden je ukupni ekstrakt u vinu, a koli¢ina u g/L
ocCitana je iz Reichardovih tablica prema metodi O.I.V. (2012). Kada se od vrijednosti ukupnog
ekstrakta oduzmu koli¢ine reducirajuc¢eg Secera dobije se ekstrakt bez Seéera u vinu.

Sagorijevanjem suhe tvari odreden je pepeo u vinu, a pH vrijednost je dobivena mjerenjem na
Beckman Expandomatic SS-2 pH metru (Fullerton, Kalifornija, SAD).

Praéenje broja zivih stanica kvasca tijekom alkoholne fermentacije provedeno je na CellDrop

automatiziranom brojacu stanica ( DeNovix Inc.) te pomocéu hemicitometra prema lland i sur.
(2007).
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3.5.0dredivanje hlapljivih aromatskih spojeva

Analiza hlapljivih spojeva  vina provedena je primjenom vezanog sustava plinske
kromatografije (Thermo Scientific Trace 1300) -spektometar masa (Thermo Scientific 1SQ
7000) uz prethodnu izolaciju analita mikroekstrakcijom na cvrstoj fazi u izvedbi klina (engl.
Solid Phase Microextraction Arrow) pomocu automatiziranog sustava za pripravu uzoraka. Kao
¢vrsta faza koristen je sustav CAR-PDMS-DVB. U posudicu za uzorke dodano je 5 mLvinai 2,5
g NaCl. Prije same adsorpcije na ¢vrstu fazu, uzorak je uravnotezen pri 55 °C u trajanju od 10
min. Adsorpcija analita provedena je pri 55 °C u trajanju od 60 min. Desorpcija je provedena u
injektoru tekucinskog kromatografa pri 250 °C u trajanju od 7 min. Kromatografska analiza
provedena je pomocu TR-Wax kolone (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) uz temperaturni program
u rasponu temperatura od 40 do 210 °C. Snimanje spektara masa provedeno je pracenjem
struje svih iona u rasponu od 20 do 500 m/z dok je energija elektrona bila 70 eV. Identifikacija
je provedena pomocu usporedbe vremena zadrzavanja, retencijskih indeksa te usporedbom
spektara masa s onima u NIST 17 i Wiley 12 bazi podataka.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Osnovni kemijski sastav mosta

o Koncentracija Secera (°oe)
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Grafikon 4.1. Koncentracija Secera (°Oe)
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Grafikon 4.2. Ukupna kiselost (g/L)
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Grafikon 4.3. pH vrijednost
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4.2. Brojanje stanica kvasaca

Za brojanje stanica kvasca koristila se Neubauer-ova komora koja se sastoji od 9 velikih
kvadrata svaki veli¢ine 1x10*(central square), svaki od njih podijeljen je na 25 manijih, veli¢ine
4x10® (intermediate square) od kojih je svaki podijeljen na njih 16, veli¢ine 2,5x107 (small
square). Za brojanje stanica koristila su se cetiri intermedialna kvadrata na mrezi
hemocitometra. Za izracun broja stanica cells/mL (CFU) na pocetku fermentacije mosta sorte
‘GrasSevina’ koristena je formula prikazana na slici 4.1.

totsl cells
cellsfml = counicd ¥ 1 . DF
number of volume of an 1
imtermediale intermediaie
sguares counted square (ml)

Slika 4.1. Formula za izracun stanica po mililitru uzorka

Total cells counted — ukupan broj izbrojanih stanica
Number of intermediate squares counted- broj intermedialnih kvadrata
Volume of an intermediate square (mL)- volumen intermedialnih kvadrata

DF- faktor razrjedenja
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Grafikon 4.4. Broj stanica kvasca, usporedba Go-Ferm Sterol Flasha i Go-Ferm Protect Evolution i
kvasca LalvinD 47, sorta 'GraSevina'
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Na grafikonu 4.4. prikaz je broja stanica kvasca tri dana nakon inokulacije mosta sorte
‘GrasSevina’ s kvascem Lalvin D47. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da varijanta u kojoj inaktivni
kvasac u postupku rehidracije nije koriSten je imala najmanji broj stanica kvasaca dok se je
najveéim brojem nametnula varijanta u kojoj je koristen Go-Ferm Protect Evolution™ inaktivni
kvasac. Tako je 8,75 x 108 stanica/mL bio izraun broja stanica u varijanti 'Grasevina' D 47 +
Go-Ferm Sterol Flash™, a 11,62 x 10° stanica/mL kod varijante 'GraSevina' D 47 + Go-Ferm
Protect Evolution™. Kontrolna varijanta samo sa dodatkom kvasca Lalvin D 47 bez dodatka
hranjiva, pokazala je kroz Inter medijalne kvadrate razlicite vrijednosti, a izra¢un broja stanica
iznosio je 8,68 x 10°.
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B STANICE UZORKA GRASEVINA QA 23 + GO FERM PROTECT
B STANICE UZORKA GRASEVINE QA 23 + GO FERM STEROL

Grafikon 4.5. Broj stanica kvasca, usporedba Go-Ferm Sterol Flasha i Go-Ferm Protect Evolution i
kvasca Lalvin QA23, sorta 'Grasevina'

Na grafikonu 4.5. prikaza je broj stanica kvasca tri dana nakon inokulacije mosta sorte
‘Grasevina’ s kvascem Lalvin QA23. Temeljem izraCuna broja stanica vedi broj stanica imala je
varijanta 'Grasevine' u kombinaciji kvasca Lalvin QA23 + Go-Ferm Sterol Flash™ i to 14,00 x
10° stanica/mL uzorka dok je izracun broja stanica 'GraSevine' za varijantu QA23 + Go-Ferm
Protect evolution™ iznosio 13,12 x 10° stanica/mL.
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Brojanje stanica kvasca u varijantama ‘Pinot crni’ i ‘Grasevina“ provedeno je i primjenom
automatiziranog brojaca stanica kojim je omogucéeno i definiranje vijabilnosti stanica kvasaca.
Prema rezultatima prikazanim u tablici 4.1. vidljiva je razlika u broju stanica izmedu
istrazivanih sorata pri ¢emu je u svim varijanatama ‘Grasevina“ broj stanica bio vidljivo veci u
odnosu na ‘Pinot crni’. Razlog tome je datum berbe tj. u slu¢aju ‘Grasevine” fermentacija je
tek zapocela dok je u slu€aju "Pinot crni” ona veé trajala skoro tjedan dana. Neovisno od sorte
varijante u kojima je koristen Go-Ferm Sterol Flash™ imale su uglavnom vecu vijabilnost
stanica. Usporedbom koristenih komercijalnih sojeva kvasca vedéi broj stanica utvrden je
primjenom kvasca Lalvin QA23.

Tablica 4.1. Rezultati CellDrop automatiziranog brojaca stanica ( DeNovix Inc.) varijanata
'Pinot crni'i “Grasevina“ 29.09.2022.

Varijanta Ukupan Broj Zivih Broj mrtvih Vijabilnost Stanice/mL
broj stanica stanica (%)
stanica
Pinot crni RP15+Go- 641 218 423 33 3,8x10°
Ferm Protect
Pinot crni RP15+Go- 728 328 400 44 4,3 x10°
Ferm Sterol Flash
Pinot crni D254+ Go- 643 210 433 32 3,78x10°
Ferm Protect
Pinot crni D254+ Go- 522 184 388 35 3,07x10°
Ferm Sterol Flash
Grasevina QA23+ 3527 2960 561 84 2,07x10’
Go-Ferm Protect
Grasevina QA23+ 4845 4083 762 84 2,85x107
Go-Ferm Sterol Flash
Grasevina D47+ Go- 2272 1557 715 68 1,34x10’
Ferm Protect
Grasevina D47+ Go- 4870 4100 700 84 2,86x107
Ferm Sterol Flash

Analiza broja stanica kvasaca obavljena je i tjedna dana kasnije tj. 05.10.2022. godine a
rezultati su prikazani u tablici 4.2. Vidimo da se je broj stanica kvasaca znacajno smanjio Sto je
u skladu s océekivanjima, tj. alkoholna fermentacija je kod varijante "Pinot crni” usla u svoju
zavrsnu fazu, a kod varijante ‘Grasevina’ je trajala ve¢ desetak dana. | u ovom sluéaju ponovno
je veéa varijabilnost utvrdena u varijantama gdje je koristen Go-Ferm Sterol Flash™.
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Tablica 4.2. Rezultati CellDrop automatiziranog brojaca stanica ( DeNovix Inc.) varijanata

'Pinot crni' i “Grasevina” 05.10.2022.

Stanice/mL

1,05x10°

8,8 x10*

1,02x10°

1,1x10°

2,7x10°

4,2x10°

3,13x10°

3,20x10°

Vijabilnost

(%)
20

21

22

27

36
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39

38

Broj mrtvih

stanica

113

96

99

110

293

400

325
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Broj zivih
stanica

28
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209
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Ukupan
broj stanica

141
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140
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545

Varijanta

Pinot crni RP15+ Go-

Ferm Protect

Pinot crni RP15+ Go-
Ferm Sterol Flash

Pinot crni D254+ Go-

Ferm Protect

Pinot crni D254+ Go-
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Grasevina QA23+
Go-Ferm Protect

Grasevina QA23+

Go-Ferm Sterol Flash
Grasevina D47+ Go-

Ferm Protect

Grasevina D47+ Go-
Ferm Sterol Flash
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4.3. Osnovna fizikalno-kemijska analiza vina

Osnovna fizikalno-kemijska analiza vina odradena je u laboratoriju Zavoda za vinogradarstvo i
vinarstvo Agronomskog fakulteta. Od parametara odredena je koncentracija alkohola (%vol),
ukupna kiselost kao vinska (g/L), hlapljiva kiselost kao octena (g/L), ukupni ekstrakt (g/L),
reducirajudi Seceri (g/L), ekstrakt bez Secera (g/L), pH te pepeo (g/L).

Tablica 4.3. Osnovna analiza vina 'Grasevina'
'Grasevina' 'Grasevina' 'Grasevina' | 'Grasevina'
QA23+sterol | QA23+protect | D47+sterol | D47+protect

Alkohol (vol%) 11,4 11,5 11,4 11,9
Ekstrakt ukupni g/L 16,6 17,2 16,7 17,5
Secer reducirajuci g/L 1,5 2,5 1,7 3,2
Ekstrakt bez Secera g/L 16,1 15,7 16,0 15,3
Ukupna kiselost (kao 5,2 5,0 5,0 5,0
vinska) g/L

Hlapljiva kiselost (kao 0,27 0,29 0,31 0,50
octena) g/L

pH 3,08 3,15 3,11 3,21
Pepeo g/L 1,36 1,44 1,48 1,41

Iz tablice 4.3. vidljivo je da se alkoholi kre¢u od 11,4 do 11,9 % vol. Varijante 'GraSevina' u
kojima je koristeno hranjivo Go-Ferm Sterol Flash™ imale su jednak alkohol i to 11,4% vol. Kod
primjene hranjiva Go-Ferm Protect Evolution™ utvrdene su nesto veée koli¢ine ukupnog
ekstrakta te veda koli¢ina reducirajuéeg Seéera. Hlapljiva kiselost najmanju je vrijednost imala
u varijanti 'Grasevina' QA23 + Go-Ferm Sterol Flash™, dok je najveca vrijednost od 0,50 g/L
utvrdena u varijanti 'Grasevina' kvasac D47 + hranjivo Go-Ferm Protect Evolution™. pH
vrijednost varirala je u rasponu od 3,08 do 3,21. Najmanja vrijednost pepela iznosila je 1,36
g/Lito prvoj varijanti, a najveca sa iznosom od 1,48 g/L nalazila se u treéoj varijanti 'Grasevina'
D 47 + Go-Ferm Sterol Flash™.

22



Tablica 4.4. Osnovna analiza vina 'Pinot crni'

‘Pinot crni’ ‘Pinot crni’ "Pinot crni” | "Pinot crni’
D254 + sterol | D254+protect | RP15+sterol | RP15+protect

Alkohol (vol%) 11,3 11,7 11,9 11,7
Ekstrakt ukupni g/L 22,2 22,4 22,4 22,7
Seéer reducirajudi g/L 2,9 2,4 2,1 2,5
Ekstrakt bez Secera g/L 20,3 21,0 21,3 21,2
Ukupna  kiselost (kao 7,4 7,5 7,4 7,6
vinska) g/L

Hlapljiva kiselost (kao 0,46 0,41 0,40 0,43
octena) g/L

pH 2,95 2,93 2,95 2,96
Pepeo g/L 1,40 1,48 1,60 1,57

Iz tablice 4.4. vidimo da su se vrijednosti alkohola kretale od 11,3 do 11,9 vol%. Najveéu
koli¢inu alkohola imala je varijanta 'Pinot crni' sa kvascem Enoferm Rp15 i hranjivom Go-Ferm
Sterol Flash™. Ukupni ekstrakt je takoder bio sli¢an u svim varijantama, te se kretao u rasponu
od 22,2 do 22,7 g/L. Koncentracija reducirajuceg Secera bila je slina u svim varijantama i
kretala se u rasponu od 2,1 g/L do 2,9 g/L. Ukupna kiselost je takoder bila priblizno jednaka u
svim varijantama, u rasponu od 7,4 do 7,6 g/L. Nesto veca razlika utvrdena je u sadrZaju pepela
pri ¢emu su varijante u kojima je koristen kvasac Enoferm Rpl5 neovisno o koristenom
hranjivu bile bogatije.
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4.4. Aromatski profil vina

Najvazniji predstavnici arome vina su visi alkoholi, esteri, aldehidi i terpeni. Kroz slijedece
grafikone pokazani su rezultati zastupljenosti pojedinih predstavnika aroma u ispitivanim
varijantama vina 'Grasevina' i 'Pinot crni'.

4.4.1. Visi alkoholi

Naziv visi alkoholi nose svi alkoholi koji sadrze dvaiili viSe ugljikova atoma. Vecina visih alkohola
u vinima nastaje kao produkt alkoholne fermentacije. Sintezi viSih alkohola tijekom
fermentacije pogoduje prisutnost kisika, viSa temperatura i prisutnost otopljenog materijala u
mostu. Visi alkoholi mogu biti prisutni u zdravom grozdu, Sto je najcesce slucaj s heksanolima
koji daju nekim vinima miris po travi.
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Grafikon 4.3. Visi alkoholi u varijantama 'Grasevina'

Najzastupljeniji od visih alkohola bio je izoamilni alkohol, te nakon njega fenil etanol. Najvise
koncentracije su utvrdene u varijanti 'GraSevina' QA23+Go-Ferm Sterol Flash™ sa
koncentracijom od 78,23 mg/L izoamilnog alkohola i 39,65 mg/L fenil etanola. Najmanje
koncentracije imala je varijanta s kvascem QA23 uz hranjivo Go-Ferm Protect Evolution™ ito
sa 70,53 mg/L izoamilnog alkohola i 32,12 mg/L fenil etanola. Opcenito veée koncentracije
utvrdene su u varijanti gdje je koridten Go-Ferm Sterol Flash™ .
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Grafikon 4.4. Visi alkoholi u varijantama "Pinot crni’

Najzastupljeniji visi alkohol u varijanti 'Pinot crni' gdje je fermentaciju provodio kvasac Lalvin
D254 bio je izoamilni alkohol dok je kod varijante gdje je koriSten Enoferm R15 se kao
najzastupljeniji nametnuo fenil etanol. Sto se ti¢e utjecaja kori$tenog hranjiva nesto vise
koncentracije navedenih spojeva utvrdene su kod varijanti sa Go-Ferm Sterol Flash™.
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4.4.2. Esteri

Esteri su produkti kondenzacije karboksilne skupine organskih kiselina i hidroksilne skupine
alkohola. U vinima je identificirano vise od 160 estera, no samo nekolicina ih je prisutna u
koncentracijama koje prelaze granice osjetnog zapazanja. Najzastupljenije su dvije skupine
estera: acetatni esteri koji nastaju iz octene kiseline i viSih alkohola, i etilni esteri koji nastaju
iz etanola i viSih masnih kiselina, ili nehlapljivih organskih kiselina. Acetatni esteri odlikuju se
izrazito voénim mirisom te se smatra da upravo oni daju specifi¢an miris vinima. Na slijede¢im
grafikonima prikazane su koncentracije najzastupljenijih estera.
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Grafikon 4.5. Koncentracija pojedinih estera u varijantama 'Grasevina'

Obzirom na koristene komercijalne kvasce uoc¢ena je razlika u sintezi pojedinih estera pri ¢emu
su se vina dobivena primjenom kvasca Lalvin QA23+ Go-Ferm Sterol Flash™ izdvojila nesto
veéim sadrzajem 2-feniletil-acetata dok je kod varijante s istim kvascem ali u kombinaciji sa
Go-Ferm Protect Evolution™ utvrdena najveéa koncentracija etil heksanoata. Varijanta s
kombinacijom kvasca Lalvin D47+ Go-Ferm Protect Evolution™ bila bogatija etil oktanoatom
ali i najsiromasnija etil heksanoatom.
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Grafikon 4.6. Koncentracije estera u varijantama 'Pinot crni'

Na grafikonu 4.6. vidljivo je da je vec¢a koncentracija dietil-sukcinata bila u varijantama gdje je
kao hranjivo koristen Go-Ferm Protect Evolution™ dok su se varijante u kojima je koristeno
hranjivo Go-Ferm Sterol Flash™ izdvojile veéim sadriajem etil heksanoata. 1z prikazanih
rezultata utvrdena je i razlika u koncentracijama pojedinacnih estera obzirom na koristeni soj
kvasca pri ¢emu se kvasca Lalvin D254 izdvojio nesto ve¢om sintezom.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon provedenog istraZivanja utjecaja dvaju hranjiva (Go-Ferm Protect Evolution™, Go-Ferm
Sterol Flash™) u kombinaciji sa razli¢itim komercijalno dostupnim sojevima kvasca (QA23,
Rp15, D254, D47) na broj stanica kvasca i aromatski profil vina moZemo zakljuciti sljedece:

1. Najvedi broj stanica kao i njihova vijabilnost u varijanti 'Grasevina' na dan 29.09.2022.,
imao je kvasac Lalvin QA23 + hranjivo Go-Ferm Sterol Flash™, a taj trend potvrden je i
u uzorcima analiziranim tjedan dana kasnije.

2. Najveca viabilnost stanica kvasaca u varijanti 'Pinot crni' utvrdena je kod varijante gdje
je koristen kvasac Lalvin D 254 uz hranjivo Go-Ferm Sterol Flash™.

3. Vedu koncentraciju visih alkohola u varijantama 'Grasevina' i "Pinot crni” utvrdene su u
varijantama u kojima je koristeno Go-Ferm Sterol Flash™ hranjivo neovisno o
koristenom soju kvasca

4. Najvedom koncentracijom estera izdvojila se kod varijante 'Pinot crni' kombinacija
kvsaca Lalvin D254 uz hranjivo Go-Ferm Sterol Flash™ dok kod varijante ‘GraSevina’
razlike nisu bile prisutne.

Temeljem svega navedenog mozZzemo zakljuciti da pravilni odabir hranjiva te soja

kvasca mozZe znacajno utjecati na tijek alkoholne fermentacije, a samim time i
aromatski profil krajnjeg proizvoda, vina.
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