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Sazetak

Diplomskog rada studenta Luka Marinov, naslova

Ucinak fermentacije kvascima Lachancea thermotelerans i Torulaspora delbrueckii na

kemijski sastav vina "Malvazija istarska’

.....

tehnologiji proizvodnje vina posebice bijelih, kako bi se o¢uvale primarne arome te postigla
ravnoteza alkohola i kiselina. Kao potencijalno rjeSenje nudi se primjena ne-Saccharomyces
kvasaca c¢iji se metabolizam razlikuje od Saccharomyces kvasaca. U ovom istrazivanju
analiziran je utjecaj sekvencionalne inokulacije Torulospora delbriueckii i Lachancea
thermotolerans sa Saccharomycem kvascem na vino "Malvazija istarska”. Malvazija istarska je
druga najrasprostranjenija bijela sorta u Hrvatskoj, a time i jedna od gospodarski najvaznijih
sorti. Istrazivanje je obuhvatilo inokulacije mosta s ne-Saccharomyces kvascima, a 48 h kasnije
i sa sojem S. cerevisae QA23 i fermentaciju isklju¢ivo sa S. cerevisae QA23. Ne-
Saccharomyces kvasci su utjecali na smanjenje koncentracije etanola, posebice T. delbrueckii
koji u ko-kulturi s S. cerevisae nije bio sposoban fermentirati znacajnu koli¢inu fruktoze, a L.
theromotolernas pretvorbom Se¢era u mlije¢nu kiselinu. Iako su uocene razlike unutar
aromatskog profila, ni jedan ne-Saccharomyces soj nije zna¢ajno utjecao na ukupnu aromu
vina. Bez obzira $to je miris, boja i intenzitet boje najbolje ocijenjen u uzorku proizvedenim sa
sojem S. cerevisiae, prvo mjesto metodom redoslijeda pripalo je Malvaziji T. delbrueckii koju
je vecina ocjenjivaca odabrala kao najbolje vino.

Kljuéne rije¢i: Ne-Saccharomyces, "Malvazija istarska”, T. delbrueckii, L. thermothoerans



Summary

Of the master’s thesis — student Luka Marinov, entitled

Effect of fermentation with Lachancea thermotelerans and Torulaspora delbrueckii on

chemical composition of “Malvasia istriana” wine

As we face drastic climate change, new methods are being sought in the technology of
wine production, especially in production of white wines, in order to preserve the primary
aromas and achieve the desired balance of alcohols and acids. As a potential solution the use of
non-Saccharomyces yeasts whose metabolism differs from Saccharomyces yeasts is suggested.
In this study the influence of sequential inoculation with Torulospora delbriueckii and
Lahancea thermotolerans on "Malvasia istriana” wine was studied and analyzed. "Malvasia
istriana” is the second most widespread white grape variety in Croatia and thus one of the most
economically important varieties. The study included inoculations of must with non-
Saccharomyces yeasts, and 48 h later with S. cerevisae QA23 strain and fermentation
exclusively with S. cerevisae QA23. Non-saccharomyces yeasts contributed to lower ethanol
concentration, especially T. delbrueckii which in co-culture with S. cerevisae was not able to
ferment a significant amount of fructose and L. theromotolernas by converting sugar to lactic
acid. Although differences within the aromatic profile were observed, none of the non-
Saccharomyces strains significantly affected the overall wine aroma. Although the aroma, color
and color intensity were best evaluated in the sample produced with the S. cerevisiae strain, the
first place by the ranking method went to Malvasia T. delbrueckii, which was chosen as the best
wine by most evaluators.

Keywords:  Non-Saccharomyces, “Malvasia istriana” T. delbrueckii, L. thermothoerans



1. UVOD

Vino je produkt kompleksne bioloske i biokemijske interakcije izmedu grozda i
mikroorganizama (gljivice, kvasci, mlije¢no kisele i octene bakterije) te mikovirusa i
bakteriofaga koji utjecu na njih (Fleet 2003.). Cijeli proces pocinje u vinogradu, nastavlja se
kroz fermentaciju i dozrijevanje te se zakljucuje punjenjem (Jolly et al. 2006.).

S obzirom da kvasci provode alkoholnu fermentaciju imaju najvazniju ulogu medu
mikroorganizmima. Doprinose okusu i kvaliteti vina produkcijom metabolita tokom rasta i
autolizom stani¢nih stjenki. Kvasci koji su prisutni tokom fermentacije potjecu s grozda i iz
vinograda, opreme koja se koristi u podrumu 1 vanjskih izvora kao $to su selekcionirane kulture
koje se dodaju za kontroliranu fermentaciju (Jolly et al. 2006.).

Zbog sve Ce$¢ih problema u vinogradarskoj-vinarskoj proizvodnji nastalih uslijed
klimatskih promjena, traze se nova rjeSenja za korekciju visokih koncentracija Secera, niske
ukupne Kiselosti i1 za oCuvanje primarnih aroma. Kao moguce rjeSenje problema, neki od
trenutno aktualnih enoloskih protokola ukljucuju primjenu ne-Saccharomyces kvasaca za
provodenje alkoholne fermentacije. Krajnji ucinak spomenutih kvasaca moZze biti niza
koncentracija alkohola, visa ukupna kiselost te kompleksniji aromatski profil vina. Promjene

vazno u proizvodnji svjezih bijelih vina.

Kvaliteta vina se evaluira kombinacijom senzornih (boja, aroma, mouthfeel) i kemijskih
analiza (pigmenti, aromatski profil, okusne molekule) (Loira et al. 2014.). Ne-Saccharomyces
kvasci imaju neke odredene enoloske karakteristike koje su odsutne u Saccharomyces vrsta,
koje mogu imati dodatan utjecaj na analiticki i senzorni profil vina (Gobbi et al. 2013a).
Poboljsavaju boju vina formiranjem piroantocijana tokom fermentacije izlu¢ivanjm piruvi¢ne
kiseline i acetaldehida koji sluze kao prekursori vitisina A i B (Loira et al. 2014.) te njihov rad
utjeCe na redukciju pH 1 poboljsanje ukupne kiselosti Sto takoder doprinosi kvaliteti boje vina.
Aromatski profil se poboljSava proizvodnjom estera i ostalih aromatskih komponenti, (Fleet
2003) kao sto je 2-feniletanol (cvjetne arome), etil laktat i izoamil acetat (voéne arome).
Takoder ne-Saccharomyces kvasci djeluju na pobolj$anje tijela, tezine i punoée vina
otpustanjem polisaharida iz stani¢nih stjenki i proizvodnjom glicerola (Loira et al. 2014.).

Medutim, kad se nekonvencionalni kvasci koriste se sami, dolazi do pojave problema s
zavrSetkom fermentacije (Escribano-Viana et al. 2018.). KoriStenje odabranih mijeSanih
'starter’ kultura od odredenih ne-Saccharomyces u kombinaciji sa S. cerevisiae se pokazao kao
jedan od nacina kako bi se izbjegle zaostale fermentacije i poboljsale razlicite karakteristike
ukljucene u kvalitetu kona¢nog proizvoda (Escribano-Viana et al. 2018.).



1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi u¢inak sekvencionalne inokulacije kvasaca Lachancea
thermotolerans i Torulaspora delbrueckii sa S.cerevisae na osnovne fizikalno-kemijske
parametre, koncentraciju pojedinac¢nih organskih kiselina i aromatskih spojeva u vinu
'‘Malvazija istarska' u usporedbi sa vinom dobivenim iskljucivo sa S. cerevisiae.



2. Pregled literature

2.1. Ne-Saccharomyces kvasci

Ne-Saccharomyces kvasci kao i1 Saccharomyces vrste sudjeluju u alkoholnoj
fermentaciji, metabolicki su aktivni, utje¢u na smjer fermentacije i njihovi metaboliti utjecu na
kvalitetu i karakter vina. Upravo zbog toga njihov je doprinos alkoholnoj fermentaciji op$irno
proucavan. U proslosti, ¢esto su se smatrali isklju¢ivo izvorom mikrobioloskog kvarenja uslijed
spontanih, nekontroliranih fermentacija koje bi rezultirale prekidanjem fermentacije ili
povisenim koncentracijama octene kiseline i drugim nepozeljnim Svojstvima, no znanstvena
istrazivanja i selekcije spomenutih sojeva dokazala su upravo suprotno, navodeéi da imaju
pozitivan utjecaj. Uloga ne-Saccharomyces kvasaca u alkoholnoj fermentaciji pridobiva sve
viSe paznje mikrobiologa diljem vinskih zemalja Staroga i Novoga svijeta. Neke od vrsta koje
su prouCavane u vinarskoj proizvodnji su: Candida, Kloeckera, Hanseniospora,
Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulospora, Brettanomyces, Saccharomycodes,
Pichia i Williopsis (Jolly et al. 2006.). Unato¢ svom pozitivnom utjecaju na vino vecina ne-
Saccharomyces kvasaca ne moze provesti fermentaciju ,,do kraja“, stoga je potrebno provoditi
koinokulacije ili sekvencionalne inokulacije s odredenim sojem Saccharomyces kvasca da bi
postigli Zeljenu koncentraciju alkohola. lako pozitivan utjecaj ne-Saccharomyces kvasaca na
cjelokupnu kvalitetu vina potice na daljnja istrazivanja njihovog enoloskog potencijala,
trenutno znanje na tu temu je daleko od zadovoljavajuceg (Azzolini et al. 2015.). Unato¢ svojim
zanimljivim svojstvima neki kvasci nisu jo$ dostupni na trzistu kao $to su Candida zempelina,
Candida stellata, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora vineae, Hanseniospora uvarum,
Kazachstania aerobia i Schizosaccharomyces japonicus (Benito 2018.a).

2.1.1. Torulospora delbrueckii

T. delbrueckii tipi¢an je primjer prirodne flore na povrsini grozda isto kao i S. cerevisae
koji mogu biti pronadeni u veéini vinskih regija (van Breda et al. 2013.). Ova vrsta kvasaca je
jedna od najvise koriStenih ne-Saccharomyces kvasaca u proizvodnji vina, ali i kruha
(Velazquez et al. 2019.). Medutim puno vise se zna o fiziologiji, genetici i bioloskim svojstvima
Saccharomyces kvasaca, §to ostavlja velik prostor za istrazivanja. Za razliku od S. cerevisae,
znanje o heterogenosti soja unutar jedne ne-Saccharomyces vrste, kao sto je T. delbrueckii, te
utjecaju specificnosti te vrste na aromu vina i dalje je ograni¢eno (Azzolini et al. 2015.).

Smatra se da ima dobre fermentativne sposobnosti u usporedbi s ostalim ne-
Saccharomyces kvascima (Velazquez et al. 2019.). Fermentativne sposobnosti mu omoguéuju
stvaranje 7.6 do 9.0 vol.% etanola (Loira et al. 2014.). T. delbrueckii se moze koristiti za
optimizaciju nekih vinskih parametara s obzirom na uobicajenu fermentaciju sa S. cerevisiae
kao Sto je niza koncentracija octene kiseline i etanola, povisen sadrzaj glicerola, vece otpustanje
manoproteina i polisaharida, poboljSava malolakti¢nu fermentaciju, povisuje udio odredenih
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aromatskih komponenata (voc¢ni esteri, laktoni, tioli i terpeni) i smanjuje nezeljene aromatske
komponente (visi alkoholi) (Ramirez i Veldzquez 2018.). Zbog svoje niske produkcije octene
kiseline, ovaj ne-Saccharomyces kvasac se preporuca za fermentaciju mosta dobivenog od
grozda s visokom koncentracijom Secera (Azzolini et al. 2015.).

T. delbrueckii nije sposoban dovrsiti fermentaciju do kraja ili ima poteskoce u
dominaciji u prisutnos$¢u divljeg ili inokuliranog S. cerevisiae kvasca (Velazquez et al. 2019.)
te je jedan od zahtjevnijih vrsta prema koli¢ini Y AN-a. Potpuna dominacija i fermentacija je
uocena samo kod nekih T. delbrueckii , killer” sojeva u laboratorijskim uvjetima (Velazquez et
al. 2019.). T. delbrueckii pokazuje slabiji rast u striktno anaerobnim uvjetima uz manji
fermentacijski vigor nego Sto ima S. cerevisiae pod uobicajenim fermentativnim uvjetima
(Ramirez i Velazquez 2018.). To je vrlo vazan ¢imbenik u proizvodnji vina koje se uobi¢ajeno
proizvodi u striktno anaeorobnim uvjetima za bijela i pjenusava vina ili uz minimalnu prisutnost
kisika kod crnih vina (Ramirez i Velazquez 2018.). S obzirom da je T. delbrueckii manje
otporan na viSe koncentracije etanola, fermentacija se usporava i povecava se broj mrtvih
stanica nakon burne fermentacije (Ramirez i Velazquez 2018.). Neka istrazivanja isti¢u vaznost
meduvrsne heterogenosti unutar ne-Saccharomyces kvasaca u proizvodnji vina (van Breda et
al. 2013.). Danas dok postoji oko 200 komercijalnih S. cerevisiae sojeva dostupnih diljem
svijeta, (van Breda et al. 2013.) dok postoji samo 5 komercijalno dostupnih sojeva T.
delbrueckii (Benito 2018.b).

Stanice Torulospora-e uglavnom imaju sferi¢ni (torulu) ili elipsoidni oblik, a veli¢ina
stanice je neSto manja nego kod S. cerevisae (Ramirez i Velazquez 2018.). Zbog male velicine
stanice dugo je smatrano da ima haploidne stanice, medutim odnedavno se smatra da bi stanice
T. delbrueckii mogle biti diploidne i homotali¢ne, a mala veli¢ina stanice se objaSnjava manjim
brojem kromosoma u diploidnoj fazi (16) za razliku od S. cerevisae koja ima 32 kromosoma
(Ramirez i Velazquez 2018.). Razmnozava se aseksualno pupanjem (mitoza), a seksualne
generacije se mogu pojaviti preko askusa koji sadrzi 4 askospore (Benito 2018.b). Askus se
formira heterogamskom konjugacijom izmedu stanice i pupa ili konjugacijom dviju neovisnih
stanica (Ramirez i Velazquez 2018.).

Trenutno je definirano 6 Torulaspora genoma : T. delbrueckii, Torulaspora globosa,
Torulaspora franciscae, Torulaspora microellipsoides, Torulaspora maleeae and Torulaspora
pretoriensis (van Breda et al. 2013.).

2.1.2. Lachancea thermotolerans

L. thermotolerans, prije poznata pod nazivom Kluyveromyces thermotolerans, izuzetna
je vrsta, visokog biotehnoloskog potencijala te jedna od malobrojnih komercijalno dostupnih
ne-Saccharomyces kvasaca (Hranilovic et al. 2017.). Zauzima niz prirodnih i antropoloskih
stani$ta, ukljucuju¢i insekte, biljke, tlo i hortikulturne kulture, posebice grozde i vino
(Hranilovic et al. 2017.). Tijekom posljednjeg desetlje¢a njegova uloga u vinarstvu postaje sve
veca zbog poboljsanja kvalitete i isticanja aroma i slozenosti vina (Gobbi et al. 2013.b).



Sposobnost L. thermotolerans da djeluje kao bioloski zakiseljiva¢ stvorila je velik
interes u vinarskoj industriji posebice zbog klimatskih promjena i promjena u vinogradarskim
1 vinarskim praksama §to je rezultiralo u promjeni trenda prema korekciji ukupne kiselosti vina
(Gobbi et al. 2013.b). Njegova primjena posebice je korisna u toplijim klimatima koji su
zahvaceni klimatskim promjenama, pH je smanjen na prirodan naéin tijekom fermentacije te
smanjuje potrebu dodatka vinske kiseline (Morata et al. 2018). Mlije¢na kiselina nije uobicajen
produkt metabolicke aktivnosti kvasaca, Sto je velika biotehnoloska prednost ovog kvasca
(Hranilovic et al. 2017.). Proizvedena mlije¢na kiselina potjece iz Secera $to smanjuje alkoholnu
jakost, pogotovo kod sojeva sklonih proizvodnji visih koncentracija mlijecene kiseline (Morata
et al. 2018.). Druge pozitivne kemijske i senzorne promjene ukljucuju nizi sadrzaj etanola, $to
je sve trazenije na trziStu, pobolj$an okus i,, mouthfeel®, inokulacije mogu rezultirati isticanjem
cvjetnih i tropskih aroma te zaokruzenos$c¢u bijelih i crnih vina (Jolly et al. 2006.). U do sada
provedenim istrazivanjima kombinirane fermentacije s L. thermotolerans i S. cerevisiae
pokazale su interesantne rezultate sa smanjenjem pH i hlapljive kiselosti, pobolj$anjem ukupne
kiselosti, te poviSenjem glicerola i 2-feniletanola (Gobbi et al. 2013.b). Neki sojevi L.
thermotolerans imaju izraZzenu izvanstani¢nu enzimatsku aktivnost s utjecajem na aromu vina
i ekstrakciju fenola: esteraze, f-glukozidaze, pektinaze, celulaze, glukanaze (Morata et al.
2018.). Umjerene je fermentativne snage s tolerancijom na etanol u koncentracijama 5 — 9 %,
ima nesto vece zahtjeve prema dostupnosti Kisika nego S. cerevisiae (Morata et al. 2018.).

Moze prezivjeti nekoliko dana u prisutnosti 9 vol.% alkohola te pokazuje dobru vitalnost
iako S. cerevisae dominira u fermentaciji (Morata et al. 2018.). L. thermotolerans je sposoban
fermentirati glukozu i saharozu, zahtjevnost prema dostupnim duSi¢nim hranjivima je slicna
kao i kod S. cerevisiae (minimum 200 mg/L YAN) (Morata et al. 2018.). Upotreba ovog kvasca
u sekvencionalnim ili mijeSanim fermentacijama ima tendenciju usporavanja fermentacije zbog
poteskoca s fermentacijom fruktoze (Morata et al. 2018.).

Morfoloski se gotovo ne razlikuje od S. cerevisae, stanice su ne$to manje (Benito
2018.a), sferi¢nog ili elipsoidnog oblika, mozZe biti pronaden kao zasebna stanica ili u malim
skupinama (Morata et al. 2018.). Telemorfni je kvasac, seksualno se razmnozava formiranjem
askospora (1-4), a aseksualno se razmnozava multilateralnim pupanjem (Morata et al. 2018.).
L. thermotolerans potjece iz iste potporodice (Saccharomycetoidae) kao i S. cerevisiae,
medutim rodovi su se razisli u procesu protoploidije odnosno duplanja cijelog genoma i kao
takav nudi dodatan model za proucavanje evolucije kvasaca (Hranilovic et al. 2017.).

Rod Lachancea dijeli se na 11 genoma: L. cidri, L. dasiensis, L. fantastica, L. fermentati,
L. kluyveri, L. lanzarotensis, L. meyersi, L. mirantina, L. nothofagi, L. quebecensis i L. walti
(Hranilovic et al. 2017.).



2.2. Sekvencionalna inokulacija

Sekvencionalna inokulacija oponasa prirodnu i spontanu fermentaciju (Loira et al. 2014.).
U prirodnim fermentacijama vrste s nizim fermentativnim moguénostima su obi¢no aktivne u
inicijalnim fazama, dok se S. cerevisae obi¢no razvija i fermentira Secere u fazama kada je
koncentracija alkohola toliko visoka da inhibira rast starter kultura (Loira et al. 2014.). Veca
otpornost Saccharomyces kvasaca na viSe koncentracije alkohola i pH rezultira dominacijom
nad ne-Saccharomyces kvascima. Da bi se izrazio utjecaj na organoleptiku vina, prvo se
provodi inokulacija s ne-Saccharomyces kvascima, a zatim inokulacija Saccharomyces sojem.
Sekvencionalna inokulacija T. delbrueckii i S. cerevisae povisuju koncentracije glicerola,
smanjuju hlapljive kiseline te utjece pozitivno na perlanje baznog vina u proizvodnji pjenusavih
vina (Velazquez et al. 2019.). MijeSana inokulacija mosta s T. delbrueckii i S. cerevisiae
preferirana je nad inokulacijom samo s T. delbrueckii (Velazquez et al. 2019.).

2.3. Malvazija istarska

Malvazija istarska treca je gospodarski vazna vinska sorta u Hrvatskoj, neutvrdenog je
porijekla, ali smatra se autohtonom istarskom sortom. Poznata je i pod nazivima “Malvazija’,
"Malvazija bijela”, "Malvasia istriana”, “Malvasia”, “Istarska Malvazija“, “Istrian Malvasia’,
"Malvasia d’Istria’, "Malvasia bianca” (Maleti¢ et al. 2015.). Uzgaja se najvise u podregiji
Hrvatska Istra, gdje je vodeca sorta po proizvodnji te u podregiji Hrvatsko primorje (Maleti¢ et
al. 2015.).

Bujnoga je rasta, pogotovo u uvjetima dubokih i plodnih tala s ve¢om dostupno$éu vode,
s vegetacijom zapocinje kasno, a dozrijeva u III. razdoblju (Maleti¢ et al. 2015.). Cvijet je
morfoloski 1 funkcionalno dvospolan, a grozd je srednje veliCine, konican te srednje je zbijen.
Odrasli list je pentagonalan do okruglast, neSto izraZenije $irine u odnosu na duljinu,
nejednoli¢an, velik i obi¢no trodijelan (Maleti¢ et al. 2015.).

Daje visoku kakvoc¢u grozda i vina, kad bobice dozriju okruglastog su oblika, srednje su
veli¢ine, zelenkasto-zute boje, a na osuncanoj strani zlatno-zute s jasno izrazenom pupcanom
tockom (Maleti¢ et al. 2015.). Kozica je tanka i ¢vrsta, a meso so¢no. Rodnost je uglavnom
redovita, ali zna imati problema s osipanjem zbog osjetljivosti cvjetova na kisu i hladno vrijeme.
Udio alkohola u vinu uobicajeno iznosi od 12 do 14 vol.%, dok se ukupna kiselost obi¢no krece
0d 5.0 do 6.5 g/L (Maleti¢ et al. 2015.)
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Slika 1. Malvazija istarska

Jako dobro uspijeva na crvenici 1 fliSnim terenima, ali najbolje rezultate, posebice u
kvaliteti vina, daje na brdovitim fliSnim poloZajima juZne 1 jugozapadne ekspozicije (Maleti¢
et al. 2015.). Zbog visoke bujnosti ne odgovaraju joj duboka, plodna i vlazna tla u zatvorenim,
slabo prozracnim poloZajima budu¢i da se u takvim uvjetima mogu javljati problemi s
oplodnjom, a i kakvoca grozda moze biti nezadovoljavajué¢a (Maleti¢ et al. 2015.).

Tablica 1. Povr$ina i broj trsova vodeceg sortimenta u Hrvatskoj na dan 31.12.2019.

Sorta Povrsina (ha) Broj trsova (ha)
GraSevina 4 563.62 21 169 712
Malvazija istarska 1643.23 6 860 042
Plavac mali 1473.95 11910716

Izvor: Agencija za placanja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju (2019).



Po povrsini zauzima drugo mjesto medu sortama. Prema podacima Agencije za plac¢anja u
poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju iz 2019. godine ukupna povrsina pod vinogradima
u Republici Hrvatskoj iznosila je 19 022.09 ha, od toga 1 643.23 ha zasadeno je sortom
"Malvazija istarska’.

2.4. Organske kiseline

U grozdu, mostu i vinu priblizno 90% organskih kiselina ¢ine vinska i jabuc¢na kiselina,
a u manjoj mjeri limunska, jantarna, mlijecna, 2-ketoglutarna, octena, glikolna, glukonska,
glukuronska i druge kiseline. Utjecu na okus vina, stabilnost, boju i pH. Njihova koncentracija
mijenja se tijekom razvoja bobe i dozrijevanja grozda, a 0sim o kultivaru, uvelike ovisi 0
polozaju vinograda, stupnju zrelosti grozda, vremenskim uvjetima tijekom dozrijevanja grozda
(godistu) te protjecanju alkoholne fermentacije (Jeromel et al. 2007.). Od pocetka formiranja
bobice do Sare koncentracija kiselina raste, a od trenutka Sare kada boba pocinje koristiti
jabu¢nu kiselinu kao izvor energije kiselost poc¢inje padati. Odnos izmedu vinske 1 jabucne
kiseline znacajno varira vezano uz kultivar, a u periodu berbe vecina sorata sadrzi viSe vinske
nego jabuéne kiseline (Jeromel et al. 2007.). Za razliku od jabu¢ne kiseline, koncentracija
vinske Kiseline ne smanjuje se znacajno tijekom dozrijevanja, medutim opadanje koncentracije
ukupnih kiselina tijekom dozrijevanja nastaje uslijed razrjedivanja grozdanoga soka, zatim
uslijed aktivacije razgradnje organskih kiselina, inhibicije sinteze istih te zbog prijelaza kiselina
u Secere (Jeromel et al. 2007.). Kiselost vina ¢esto prikriva ili naglasava percepciju drugih okusa
vina, obi¢no prikriva slatko¢u, dok ¢e percepcija astringentnosti biti naglasena kada se podudara
s niskim pH vrijednostima (Volschenk et al. 2006.). U proizvodnji vina kiseline doprinose
ucinkovitosti SO, za zaStitu vina od kvarenja, a takoder S$titi vino od nepozeljnih
mikroorganizama zbog nemogucnosti ve¢ine da prezive u uvjetima niskog pH.

2.4.1. L-vinska kiselina

L-vinska kiselina je iznimno vazna u procesu proizvodnje vina zbog svoje klju¢ne uloge
u odrzavanju boje i kemijske stabilnosti vina. Topiva je u alkoholu i vodi, nefermentatibilna i
u grozdu glavna kiselina uz jabuénu, koja doprinosi okusu, ,mouthfeel-u“ te potencijalu
starenja. Nalazi se u svim zelenim dijelovima vinove loze. Nastaje putem sinteze preko pentoza
fosfatnog ciklusa iz askorbinske kiseline tijekom rasta bobe, a stvara se u mladim organima
(boba i mlado lis¢e). Okus bobice, senzorna svojstva i potencijal starenja vina su direktno
povezani s koncentracijom L-vinske kiseline prisutnoj u bobi te s koli¢inom dodane kiseline
tokom vinifikacije (DeBolt et al. 2006.). Razine L-vinske kiseline doprinose senzornim
svojstvima koja su vazna za okus stolnog grozda, ali jo§ vaZnije, daju osnovu za pH koji je
presudan u proizvodnji vina (DeBolt et al. 2006.).
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Slika 2. Put sinteze L-vinske kiseline iz askorbinske kiseline
Izvor: DeBolt et al. (2006)

PreteZito je locirana u srediSnjem dijelu bobe, a u punoj zrelosti se najve¢im dijelom nalazi
u vezanom obliku (tartarati). Smatra se relativno jakom organskom kiselinom 1 najviSe utjeCe
na pH vina jer najjate disocira odnosno otpusta H* ione (3 puta viSe od jabuéne). Na
disocijaciju vinske kiseline pH ima velik utjecaj. Kalij vezanjem na vinsku kiselinu stvara sol
K-bitartarat, koja je slabo topiva u vodi i alkoholu i ¢ini vino nestabilnim, a uslijed nastanka
alkohola sve se vise talozi te stvara vinski kamen. Pri pH 3.6 se L-vinska kiselina najbolje
disocira u bitartaratni ion prilikom ¢ega dolazi do pospjesenog talozenja vinskog kamena.

Na podruc¢jima toplih klimata Cesto se provode dokiseljavanja s vinskom kiselinom koja se
dodaje prije fermenmtacije u most ili masulj. Dokiseljavanje se moze provoditi i nakon
fermentacije tokom blendrianja i starenja vina, kod takvih dodataka u kasnijim fazama povisena
kiselost ¢e biti mnogo izrazenija. Dodatak prije fermentacije smanjuje rizik porasta pH iznad
granice gdje SO- gubi svoj utjecaj.

2.4.2. L-jabucna kiselina

Kao i L-vinska kiselina nije fermentatibilna ali je dobro topiva u vodi i alkoholu, zna¢ajno
doprinosi senzornim svojstvima vina i utje¢e na pH no znatno manje nego L-vinska Kiselina.
L-jabuéna kiselina nastaje kao produkt glikolize i Krebsovog ciklusa (Volschenk et al. 2006.)
u lis¢u gdje se kao jaki metabolit razgraduje na vodu i CO: te sluzi kao energetski material za
respiracijske procese u bobi. U bobi koncentracija raste prema centru. Obi¢no je prisutna u
koli¢ini od 15 do 25 g/L u fazi rasta, a nakon Sare se po€inje smanjivati te u punoj zrelosti pada
do 3 do 5 g/L. Iako se vinska kiselina €esto nalazi u viSim koncentracijama od L-jabucne
kiseline 1 jaca je, njena koncentracija je relativno konstantna za razliku od L-jabucne kiseline
¢ija fluktuiraju¢a koncentracija vinarima obi¢no stvara probleme (Volschenk et al. 2006.). S
obzirom da pred kraj dozrijevanja raspoloZivost Secera sve manja zbog razgradnje klorofila,
bobica je prisiljena prebaciti svoj metabolizam disanja s Se¢era na L-jabu¢nu kiselinu
(Volschenk et al. 2006.), nakon ¢ega koncentracija po¢inje ubrzano opadati.

Brzina razgradnje L-jabucne kiseline znatno je sporija u hladnim klimatima Sto rezultira
,hezrelim* grozdem prilikom berbe, koje sadrzi visok sadrzaj kiselina i nizak pH (Volschenk
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et al. 2006.) od kojeg se dobivaju neharmoni¢na i grubog okusa vina. Prekomjerne koli¢ine
utjecu na izraZenu kiselost vina te 0kus podsjeca na nezrele zelene jabuke. U vinu je razgraduju
mlije¢no kisele bakterije u mlije¢nu kiselinu i CO: §to je pogodno za biolosko otkiseljavanje, a
kvasci u etanol i CO.. U toplijim krajevima javlja se problem nedostatka L-jabu¢ne kiseline za
vrijeme berbe, Sto se Cesto mora nadoknadivati dokiseljavanjem u procesu vinifikacije.
Otpustanje pohranjenih organskih kiselina, posebno L-jabu¢ne kiseline i L-vinske kiseline
tijekom prerade odgovorno je =za hidrolizu nehlapljivih aromati¢nih spojeva poput
monoterpenskih glikozida, nekih fenolnih spojeva, C13-norizoprenoida, benzilnog alkohola i
2-feniletanola iz bobica (Volschenk et al. 2006.). Ovakve aromatske komponente su klju¢ne za
razvoj zdravog vina s kompleksnim senzornim profilom tijekom vinifikacije.

2.4.3. Limunska kiselina

Limunska kiselina je slaba organska kiselina, a u grozdu i vinu se nalazi u malim koli¢inama
od 0.2 do 0.7 g/L. Nastaje kao meduprodukt Krebsovog ciklusa. Citrat sintaza katalizira
reakciju oksaloacetata s acetil CoA, ¢ime nastaje citrat. Prema pravilniku o vinu Republike
Hrvatske maksimalna dozvoljena koli¢ina je 1.0 g/L, a neSto vecCe koncentracije se mogu
pronaciu vinu napravljenom od grozda zarazenog Botrytis-om. Neki vinari u toplijim krajevima
koriste limunsku kiselinu za dokiseljavanje i upotpunjavanje okusa, medutim nedostatak
limunske kiseline je njena mikrobioloska nestabilnost. S obzirom da bakterije koriste limunsku
kiselinu u svom metabolizmu, moze do¢i do rasta i razvoja nezeljenih mikroorganizama, zbog
toga je CeS¢a upotreba vinske kiseline za dokiseljavanje. ViSak Zeljeza u vinu potencira
stvaranje bijelog taloga s fosfatnim ionima, a ovaj se problem moze rjesiti dodatkom limunske
kiseline koja tvori kompleks limunske kiseline s Fe** (Hakim 2018.).

2.4.4. Jantarna kiselina

Zdravo grozde sadrzava jantarnu kiselinu u tragovima, a nesto vece koncentracije se
mogu javiti u bobama zarazenim Botrytis-om ili kod Vitis rotundifolia. U gotovim vinima se
nalazi u neSto ve¢im koncentracijama (1.0-3.0 g/L) jer nastaje tijekom alkoholne fermentacije.
Prosje¢an sadrzaj u crnim vinima je oko 1.2 g/L, a u bijelima 0.6 g/L (Coulter et al. 2004.).
Kvasci formiraju jantarnu kiselinu iz Secera ili aminokiselina $to je uvjetovano uvjetima rasta
1 dostupnoS¢u duSi¢nih hraniva. Glavni faktori koji utjeCu na sintezu su soj kvasaca,
temperatura, pH, duSi¢na hraniva, vitamini, SO., koncentracija Seera te sorta i berba.
Povecéanjem temperature i pH dolazi do sve veée sinteze, a S obzirom da je slaba kiselina ne
utjece znatno na pH, no utjece na ukupnu kiselost i okus vina.
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2.5. Arome

Aroma ili ,,bouquet® vina formirana je od vise stotina aromatskih komponenata koje su
hlapljivi spojevi. Ne doprinose sve arome jednakom mjerom aromatskom profilu vina. Njihov
doprinos ¢e ovisiti o koncentraciji i njihovom mirisnom pragu detekcije koji se definira kao
najniza koncentracija odredenog spoja pri kojoj se moze prepoznati njegov miris. ,,Aroma
value* ili vrijednost arome je koeficijent koji nam omogucuje procjenu doprinosa neke arome
vinu, a to je omjer koncentracije analita u uzorku i njegovog praga detekcije. U nekim
slu¢ajevima 1 spojevi s malom vrijednoS¢u arome mogu promijeniti percepciju drugih hlapivih
spojeva jer mogu djelovati sinergisticki ili antagonisticki. Aromatski profil vina je pod
utjecajem brojnih ¢imbenika: okolina (tlo, klima), sorta, dozrelost, uvjeti fermentacije (pH,
temperatura, vrsta kvasca), bioloski faktori (soj kvasca), proizvodni proces vina i starenje (Rapp
1988). Za proizvodnju vina s naglasenim aromama pozeljnije su niske temperature alkoholne
fermentacije, medutim hladne fermentacije imaju visoku opasnost od zastoja i spore
fermentacije. Uz hladnu fermentaciju neki vinari provode krio-maceraciju da bi istaknuli sortni
karakter bijelih vina. U vinogradarskoj praksi naj¢esc¢e se provodi maceracija na temperaturi od
20 do 25 °C, a krio-maceracija na 5-8 °C (Radeka et al. 2008.). Ovaj proces doprinosi dobivanju
balansiranih, zaokruzenih vina s jakim tijelom, iako ovaj pojacani efekt moze dovesti do
promjene tipi¢nosti sorte i uzrokovati pojavu teskih i grubih aroma (Peinado et al. 2004.). Vise
koncentracije spojeva koji se odnose na svjeze i voéne arome su pronadene pri temperaturi od
15°C, dok su vise koncentracije spojeva vezane za cvjetne aromatske spojeve nadene na
temperaturi od 28°C (Jakobovi¢ et al., n.d.).

Tvari arome potjecu od spojeva koji nastaju u bobi tijekom dozrijevanja (primarne arome),
sekundarnih metabolita koji nastaju mikrobioloSkom aktivnos$¢u iz dusicnih spojeva, masnih
kiselina, Secera i cinaminske kiseline (sekundarne arome) te od spojeva nastalih kemijskim
promjenama povezanim s oksidacijskim procesima tokom starenja i dozrijevanja u vinskom
posudu pogotovo u drvenim bacvama gdje se tijekom starenja otpusta niz aromati¢nih tvari
povezanih s drvom u vinu (tercijarne arome). Monoterpeni, norizenoprenoidi, alifati,
fenilpropanoidi, metoksipirazini te hlapljivi sumporni spojevi su aromatski spojevi koji nastaju
u bobi tijekom dozrijevanja. Hlapljivi spojevi ekstrahirani iz drveta uglavnom su furfuralni
spojevi, poput gvajakola, hrastovog ili viski-laktona, vanilina ili siringaldehida (Belda et al.
2017.). Osim drva u procesu starenja, sastavu vina mogu pridonijeti i neki spojevi dobiveni
radom i razgradnjom stani¢nih stijenki mikroorganizama, poput polisaharida, slobodnih
aminokiselina i peptida. Ovi ekstrahirani spojevi potjecu iz mrtvih stanica kvasaca i bakterija
(talog) koje u procesu autolize oslobadaju neke aktivne enzime koji tijekom starenja
kontinuirano mijenjaju okus vina (Belda et al. 2017.).

Senzorni profil vina formira se grupiranjem aroma sa sliénim deskriptorima u skupine.
Grupiranje omogucava povezivanje kvantitativnih informacija dobivenih kemijskom analizom
s osjetilnom percepcijom, s ciljem da se dobije aromatski profil vina koji je jednostavniji i
temelji se na objektivnijim kriterijima za razliku od postojecih alternativa (Peinado et al. 2004.).
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Zbog slozenosti arome vina, koja sadrzi ogromnu Kemijsku raznolikost, istrazivanje cjelokupne
hlapljive frakcije vina zahtijeva upotrebu visestrukih, slozenih i skupih kromatografsko-
spektrometrijskih analiza (Belda et al. 2017.).

2.5.1. Terpeni

Terpeni su skupina kemijskih spojeva koji kao osnovnu gradevnu jedinicu imaju izopren
(C5). Dijele se prema broju ugljikovih atoma u molekuli: hemiterpen — C5, monoterpen — C10,
seskviterpen — C15, diterpen — C20. Smatraju se jednim od najvaznijih grupa primarnih aroma
posebice monoterpeni koji su nosioci cvijetnih mirisa koji podsje€aju na ruze, pelargonije,
cvijet citrusa, ljiljane i ljubic¢ice. Monoterpeni se nalaze u bobama za vrijeme zametanja no
njihova se koncentracija smanjuje do Sare, nakon ¢ega se ponovno poc¢inju nakupljati. U vinu i
grozdu su najzastupljeniji monoterpeni koji se mogu nalaziti u slobodnom ili vezanom odnosno
glikoziliranom obliku (najvise koncentracije); nalazimo jo§ monoterpenske alkohole (linalol,
geraniol), aldehide (linalil, geranial), kiseline (linalolska kiselina, geraniolska kiselina), estere
("ruzin* oksid i nerol oksid) (Lengyel 2012) i polihidroksilne monoterpene koji nastaju
oksidacijom monoterpenskih alkohola. Slobodni monoterpenski alkoholi koje najcesce
nalazimo u grozdu i mostu su citronelol, linalol, geraniol, nerol i a-terpeniol.
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Slika 3. Slobodni i vezani monoterpeni
Izvor: Lengyel (2012).

Muskatne sorte odlikuju se naglasenim monoterpenskim alkoholima (Jackson 2008).
Posebno su odgovorni za karakteristiCan okus grozda, mosta i muskatnih vina, ali mogu se
pronaci i u aromati¢énim ne-muskatnim sortama (Lengyel 2012.). Distribucija monoterpenskih
alkohola nije podjednaka za sve spojeve jer se nerol i geraniol pretezito nalaze u kozici, a dok
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linalol nalazimo posvuda u bobi. Crne sorte obi¢no ne sadrze velike koli¢ine terpena, a kod
nekih se moze pronaci u tragovima.

2.5.2. Metoksipirazini

Metoksipirazini (3-alkil-2-metoksipirazini) su dusi¢ni heterocikli¢ki spojevi koji sadrze
metoksi i alkilnu skupinu. Nalaze se u brojnom vocu i povréu. Najéesée pojavljivani oblici u
grozdu i vinima su 3-izobutil-2-metoksipirazin (IBMP), 3-sec-butil-2-metoksipirazin (SBMP),
3-izopropil-2-metoksipirazin (IPMP). IBMP je najzastupljeniji metoksipirazin u bobi, oji je
posebice osjetljiv na svijetlost i temperaturu (Lacey et al. 1991.). Koncentracija metoksipirazina
u zasjenjenom grozdu Cabernet Sauvignona moze biti i do 2.5 puta veca nego u grozdu koje
raste na suncu (Jackson 2008.). Vina dobivena od grozda Cabernet Sauvignona, Sauvignon
Blanca, Cabernet Franca i Merlota su prepoznatljiva po karakteristi¢cnim aromama opisivanim
kao vegetativne, herbalne, travnate i zelene arome (Lacey et al. 1991.). U grozdu se nalaze u
vrlo niskim koncentracijama 1 do nekoliko ng/L, medutim vrlo su niskog praga detekcije. Kada
se nalaze u niskim koncentracijama doprinose svjezem karakteru vina, dok se u visokim
koncentracijama smatraju nepozeljnim aromama (nezrelost, aroma graska). Visoke
koncentracije u grozdu tokom berbe se Cesto povezuju s nezreloS¢u Sto negativno utjece na
kvalitetu vina (Belancic i Agosin 2007.).

Sinteza se odvija u bazalnim listovima, pocinje tijekom cvatnje i njegove koncentracije
rastu do zatvaranja grozda ili nekoliko tjedana prije Sare, a koncentracija pocinje opadati
tijekom dozrijevanja. Uglavnom se nalazi u kozici i sjemenci, a u mesu ga nema. Na sintezu
utjeCe sorta, stupanj zrelosti grozda temperatura tijekom dozrijevanja, izloZenost grozda
svijetlosti te ampelotehnicki zahvati posebice defolijacija pred berbu.
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Slika 4. Koncentracija metoksipirazina u bobi tijekom dozrijevanja
Izvor: Scheiner et al. (2009).

U samoj proizvodnji vina prevelike koncentracije mogu se izbje¢i odvajanjem
presavinskih frakcija. Za uklanjanje povisenih razina IBMP koristi se metoda s magnetskim
polimerima, pripremljenim na isti nacin kao i obi¢ni polimeri, ali s inkorporacijom nano cestica
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zeljeznog oksida koji sluze kao magnetski supstrat (Liang et al. 2018). Otkriveno je da
magnetski polimeri mogu ukloniti vise od 40% IBMP-a prisutnog za deset minuta (Liang et al.
2018.). Za uklanjanje se koristi 1 aktivni ugljen, silikon i polilakti¢na kiselina (PLA).

2.5.3. Norizoprenoidi

Norizoprenoidi nastaju kao rezultat oksidacijske razgradnje karotenoida (karoten, leutin,
neoksantin, violaksantin) koji su derivati terpena (Lengyel 2012.) te mogu imati razliCiti broj
ugljikovih atoma. U grozdu i vinu su najzastupljeniji C13-norizoprenoidi. Gradeni su od
ugljikovog prstena, a razlikuju se po mjestu gdje se nalazi kisikova skupina, a postoje strukture
i bez kisikove skupine. Po strukturi se dijele na: megastigmane, ne-oksidirane megastigmane
(TPB) i ne-megastigmane (TDN). Oksigenirani C13-norizopreoidi spadaju pod megastigmane
koji sadrze benzenski prsten supstituiran na polozajima 1, 5 i 6 te nezasiceni alifatski lanac s
Cetiri atoma ugljika koji je vezan na poloZaju 6 benzenskog prstena. Do oksidacija moZe doci
na razliCitim ugljikovim atomima unutar molekule stoga postoji vise oblika C13-
norizoprenoida koji su nositelji zasebnih aroma. Glavni predstavnici C13-norizoprenoida su su
B-damaskenon, p-ionon, 1-(2,3,6-trimetilfenil)buta-1,3 dien (TPB), 1,1,6-trimetil-1,2-
dihidronaftalen (TDN) i vitispiran. B-damascenon je nositelj cvjetnih i vo¢nih aroma, s niskim
pragom detekcije, B-ionon podsjec¢a na ljubi¢icu, dok TDN daje negativhu aromu na kerozin
(Lengyel 2012.). 1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen (TDN) je posebne vaznosti zbog svoje
povezanosti s amromama i okusom kerozina, koji se gotovo isklju¢ivo javlja u vinu Rajnskog
Rieslinga tokom starenja (Marais et al. 1992.). Uglavnom se nalaze u koZici bobe, stoga su
koncentracije u crnim vinima znatno vece.

CH; O

HAC
ZCHy

CHa

Slika 5. Strukturna grada f-damascenona
lzvor: www.sigmaaldrich.com
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2.5.4. Visi alkoholi

Hlapljivi alkoholi s dva ili vise C atoma nazivaju Se vis§im alkoholima. Ovi spojevi nastaju
kao sporedni produkt metabolizma kvasca te su ucestali kod svih alkoholnih pi¢a (Waterhouse
et al. 2016.). U vise alkohole se ne ubrajaju spojevi kao §to su glicerol, hlapivi fenoli, Secerni
alkoholi i monoterpenski alkoholi. Nisu jako reaktivini u uvjetima kakvi su u vinu, iako je
alkoholna skupina slabi nukleofil pri uobi¢ajenom pH vina (Waterhouse et al. 2016.). S obzirom
da se visi alkoholi formiraju tijekom fermentacije kao dio osnovnog dusi¢nog metabolizma
kvasaca, njihova produkcija ¢e ovisiti o uvjetima fermentacije i dostupnosti dusi¢nih hranjiva.
Nakon fermentacije visi alkoholi su se pokazali stabilnim tijekom skladiStenja te nije uocena
znaajna promjena u koncentracijama izoamilnog, izobutilnog alkohola i 2-feniletanola
(Waterhouse et al. 2016.). Izolirani visi alkoholi nemaju pozeljan miris i arome s iznimkom 2-
feniletanola.

Mame/structure Related amino Typical range Threshold in model Odor
acid (mg/L) wine (mg/l)[2] descriptor

2-Methyl-1-propanol Valine 25_R7 40 Salvent
{isobutanol)

MOH

2-Methyl-1-butanol Isoleucine 16-31" 1.2 [3]° Solvent, fusel
{active :!I'I'I‘_L’I alcaohol )

WOH

3-Methyl-1-butanol Leucine B4-333" 30 Solvent, fusel
lisoamyl alcohol)

WOH

3-Methylsulfanyl-1-propanol Methionine 0.16-2.4° Boiled potato
(methionaol)

H
/SWO
.J.—|’|1l'|11_L'|1'1E'|¢1r'r(1| Phenylalanine 40-153" 14 Rose, honey

-:|5-pl'nun_vlnihdnnh

OH
P P

L

Slika 6. Karakteristike viSih alkohola nastalih fermentacijom
Izvor: Waterhouse et al. (2016)

Imaju blag uc¢inak na vinski karakter svih vina te je malo vjerojatno da ¢e imati vazan utjecaj
na miris (Waterhouse et al. 2016.). Njihova vaznija uloga je da koriste kao supstrati za
formiranje spojeva jacih i ugodnijih mirisa (acetatni esteri, aldehidi) Najvaznije reakcije u
kojima sudjeluju visi alkoholi su esterifikacija i oksidacija. Za tvorbu estera se spajaju s
karboksilnim kiselinama, a moze se odvijati i neenzimatski tijekom skladistenja. U procesima
oksidacije djeluju kao susptrat za oksidaciju gdje tvore odgovarajuce aldehide, od kojih ve¢ina
doprinosi ,,0oksidativnim* mirisima. Mogu nastajati katabolickim putem — deaminacijom
aminokisleina (Ehrlichov put) te anabolickim putem gdje je glavni prekursor glukoza tj put
glikolize.

U samom grozdu dolazi do sinteze C6 alkohola koji nastaju tijekom dozrijevanja bobice
enzimatskom oksidacijom masnih kiselina. Prvi korak je sinteza C6 aldehida, a prekursori su
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nezasi¢ene masne kiseline (linoleinska, linolinska). Nosioci su vegetalnih i zelenih mirisa koji
su specificno izrazeni kod ne-aromati¢nog grozda. U bobi se najvece koncentracije nalaze oko
Sare te se prema berbi smanjuju. Njihovo nastajanje mogu potencirati mehanicka oste¢enja kao
Sto su muljanje, runjenje i presanje. Primarni C6 spojevi koji ostaju oko ili povise praga
detekcije nakon fermentacije su 1-heksanol i cis-3-heksenol (Waterhouse et al. 2016.).

2.5.5. Esteri

Imaju znatno veéi utjecaj na aromu u odnosu na vise alkohole, a dvije glavne skupine su
acetatni esteri i etil esteri. Dio estera nastaje enzimatskim putem tijekom fermentacije ili ne-
enzimatski tijekom dozrijevanja ili skladiStenja. S obzirom na ravnotezu u vinu koncentracija
estera se moze mijenjati odnosno povecavati i smanjivati tokom dozrijevanja 1 skladiStenja, a
ovisit ¢e o pocetnoj koncentraciji kiseline, estera i alkohola jer su esterifikacija i hidroliza
reverzibilne reakcije. Udio estera u vinima se povecava tijekom fermentacije u slu¢aju upotrebe
soja kvasaca s ve¢om sposobno$¢u stvaranja estera I anaerobnih uvjeta, buduci da je sinteza
estera masnih kiselina u stanicama kvasca pove¢ana u anaerobnim uvjetima uz prikladan
sadrzaj Secera u mostu, $to se viSe proizvodi etilnog alkohola viSe estera nastaje (Shinohara i
Watanabe, 1981). Esteri s dugim ugljikovodi¢nim lancima ¢e brze postizati ravnotezu odnosno
hidrolizirati, a poviSena temperatura takoder ubrzava hidrolizu.

Sinteza etil estera je pod utjecajem slobodnih masnih kisleina srednjeg lanca te nije pod
utjecajem enzimatske aktivnosti; stoga je sinteza usko vezana uz sintezu i metabolizam masnih
kiselina. Visa razina nezasi¢enih masnih kiselina u fermentaciji uzrokuje smanjenje sinteze etil
estera (Saerens et al. 2008.). Upravo zbog neenzimatske sinteze njihova koncentracija se
tijekom dozrijevanja moze povecavati. Anaerobni uvjeti, nize temperature i bistrenje mosta
potencira stvaranje etil estera, no takvi uvjeti nisu povoljni za razvoj kvasaca te moze do¢i do
zastoja u fermentaciji.

Acetatni esteri nastaju iz viSih alkohola koji sluze za enzimatsku reakciju sa acetil-CoA. S
obzirom da nastaju enzimatskom reakcijom njihove koncentracije ¢e varirati s obzirom na vrstu
i soj kvasaca. Aeracija i visoke temperature u fermentaciji negativno utje¢u na sadrzaj acetata.
Sadrzaj acetatnih estera se ubrzano smanjuje pri vi§im temperaturama (iznad 20 ° C), dok se
esteri masnih kiselina postupno smanjuju, a pri nizim temperaturama (ispod 10 ° C) hlapljivi
esteri smanjuju su se vrlo sporo (Shinohara i Watanabe 1981.). Etil acetat je najzastupljeniji
ester koji se najéesce nalazi u koncentracijama od 50-100 mg/L. U koli¢ini ve¢oj od 150 mg/L
uzrokuje miris laka za nokte koji negativno utjeCe na vino. Povecan sadrzaj etil acetata je
najcesce vezan uz aktivnost octenih bakterija.

2.5.6. Tioli

Tioli su sumporni sojevi koji su gradeni od sulfhidrilne odnosno tiolne skupine (-SH)
vezane na C atom ujedno su i najzastupljeniji sumporni spojevi u mostu i vinu. Cesto su ovakvi
spojevi odgovorni za mnoge mane vina iako su mnogi od njih nositelji vo¢nih aroma. Ovakvi
pozitivni kemijski spojevi su nositelji arome kupina, grejpa, guave i drugog egzoti¢nog voca
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cijeli tehnoloski proces od uzgoja, vinifikacije do skladistenja.

Sortni tioli posebice 4-merkapto-4-metilpentan-2-on (4AMMP), 3-merkaptoheksil acetat
(3MHA) i 3-merkaptoheksan-1-ol (3MH), su identificirani kao klju¢ne molekule mladih vina
Sto je dokazano u mnogih sorata (Roland et al. 2011.). Navedeni spojevi imaju vrlo bitnu ulogu
u aromi vina proizvedenih od grozda zarazenog Botrytisom. 4MMP je indetificiran medu
sortama: Sauvignon Blanc, Scheurebe, Maccabeo, Gewurztraminer, Riesling, Muscat,
Colombard, Petit Manseng i u Tokay vinima (Roland et al. 2011.). 3MH i 3MHA se smatraju
vec¢im ubikvistima za razliku od 4MMP jer su identificirani u Sirem rasponu sorata: Sauvignon
Blanc, Petit 1 Gros Manseng, Semillion, Verdejo, Koshu te i u nekim crnim kao $to su Grenache,
Merlot, Cabernet Sauvignon (Roland et al. 2011.). Potjecu izravno iz grozda gdje se nalaze kao
nehlapivi konjugati glutationa ili cisteina, a otpustaju se tokom alkoholne fermentacije iz
bezmirisnih spojeva koji se nalaze u grozdu i vinu djelovanjem kvasaca i bakterija, te iz reakcija
koje se odvijaju tokom skladistenja. Tijekom skladiStenja dolazi do hidrolize 3-MHA (ester) u
3-MH (alkohol) i gubitka arome. Ostali fermentativni sumporni spojevi kao ugljikov-disulfid,
etantiol i dietil-disulfid daju karakteristi¢an miris ,,reduktivnog* vina, a nezeljene fermentativne
arome se uklanjaju dodatkom Cu?* koji talozi netopive sulfide.
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3. Materijali i metode
3.1. Agrolagunad.d. Pore¢

Istrazivanje je provedeno u 2019. godini u vinskom podrumu i vinogradima Agrolagune
D.D u Pore¢u. Grozde "Malvazije istarske” ru¢no je brano 16.09.2019. iz vinograda ,,.Devi¢i*
na tablama T4/5/6 na kojim je primjenjivana uobicajena ampelotehnika i agrotehnika. Trsovi
su sadeni na tipi¢noj istarskoj crvenici, a uzgojni oblik je Royat kordonac. Tijekom pocetnih
mjeseci vegetacije bilo je izrazito obla¢no $to se ocitovalo blago odgodenom berbom, ali su
temperaturni uvjeti bili zadovoljavajuéi. Srednja vegetacijska temperatura iznosila je 18.9 °C,
a srednja godiSnja 14.8 °C. NajviSe padalina je bilo u studenom, 320.3 mm, a najmanje u ozujku
23.4 mm. Ukupna koli¢ina padalina u vegetacijskom periodu bila je 739.4 mm, a tokom cijele
godine 1 498.0 mm.

3.2. Prerada grozda

Grozde je ru¢no brano i dopremljeno traktorom s prikolicom do podruma Agrolagune.
Prilikom runjenja i muljanja postupno je dodavano 1.2 L/t 5 %-tne otopine SO, te 0.8 L/t
askorbinske Kiseline pripremljene u otopini s vodom u omjeru 1:10. Tokom punjenja
pneumatske prese masulj je provoden kroz izmjenjivac topline prilikom cega je hladen na 18°C.
U procesu punjenja prese dodavano je 3 g/hL enzima Zimaclar Flot (Enologica Vason) za
olaksano presanje i flotaciju. Gruba preSavinska frakcija je odvojena. Nakon presanja u cjednicu
je dodano 1 g/hL glutationa koji ima izrazenu antioksidativnu sposobnost te doprinosi o¢uvanju
aromatskog profila bijelih vina. Po pravilniku OlV-a dozvoljeno je do 20 mg/L u mostu ili vinu.
Most iz cjednice je prepumpan u tank zapremnine 100 000 L i flotiran s upotrebom Zelatine i
inertnog dusi¢nog plina (NTU 60-100).

Slika 7. Proces flotacije
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3.3.  Proizvodnja vina

Nakon flotacije most je odvojen u osam inoks bac¢vica zapremnine 30 L, u svaku ba¢vicu
napunjeno je 15-16 L mosta sljedecih vrijednosti pri 23 °C: °Kl, 21; pH, 3.49; ukupne kiseling,
5.4 g/L; jabucna kiselina, 1.8 g/L; YAN, 168; ukupni SO2, 39 mg/L. Za alkoholnu fermentaciju
korisStene su tri razli¢ite vrste kvasaca. Kvasci su dozirani po preporuci proizvodaca u koli¢ini
od 25 g/hL te rehidrirani u deset puta vecoj koli¢ini tople vode s malo mosta prije inokulacije.
Za kontrolnu alkoholnu fermentaciju koristen je komercijalni S. cerevisae soj QA 23 (Lalvin)
s kojim su inokulirane dvije baévice te oznaene s 1 S.c. i 2 S.c.. Cista kultura T. delbruecki
soja TD 291 (Biodiva) inokulirana je u iduce tri bacvice koje su ozna¢ene s 3 T.d.,, 4 T.d. i 5
T.d., a inokulacija posljednjih bac¢vica provedena je s vrstom L. thermotolerans soja E 491
(Concerto), oznaka 6 L.t., 7 L.t. i 8 L.t. Odmah nakon inokulacije dodano je organsko dusi¢no
hranjivo Fermplus Tropical (AEB) u dozi od 30 g/hL za pocetnu ishranu, rast i razvoj kvasaca.
Idu¢i dan kada je alkoholna fermentacija zapocela dodano je 10 g DAP-a (21/53/0) u svaku
bacvicu, a 19.08. dodano je 10 g vinske kiseline po bacvici u svrhu snizavanja pH vrijednosti.

Slika 8. Bacvice s vreljnjacama nakon inokulacije

Nakon 48h provodi se sekvencionalna inokulacija s rehidriranim sojem S. cerevisae QA 23
u koli¢ini propisanoj od strane proizvodaca (25 g/hL), u bacvicama gdje je fermentacija pocela
s ne-Saccharomyces kvascima. Provedena je hladna fermentacija zbog oCuvanja aromatskog
profila stoga su bacvice premjestene u predsoblje hladne komore na temperaturu od 11.4 °C.
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20.09. zbog pojave redukcijskih mirisa iz bacvica 3 T.d., 4 T.d., 6 L.t., 7 L.t. 1 8 L.t. dodano
je 4.5 g DAP-a u svaku bacvicu, ve¢ 24 h nakon dolazi do nestanka nepozeljnih reduktivnih
mirisa.

Alkoholna fermentacija je zavrSena 04.10. nakon koje je proveden ,,pinking® test vizualno
I UV-VIS spektrofotometrom za svaki uzorak. Vina su otocena s taloga u staklene posude
zapremnine 5 L u koje je dodano 20 g/hL (1 g/5L) PVPP-a za sprjeavanje pojave ruzicastih
tonova te 6 g/hL (0.3 g/5L) kalijevog metabisulfita za mikrobioloSku stabilnost. Da bi se
poboljsala autoliza kvascevih stani¢nih stjenki dodano je 1 g/hL (0.05 g/5L) Mannozym-a
(Enologica Vason), odnosno enzimskog preparata na bazi B-glukanaze. U svrhu ocuvanja
prirodnih tanina od oksidacije dodano je 1 g/hL (0.05 g/5L) sakrificijalnih tanina TiPremium
(Enologica Vason). Nakon svih tretmana staklene posude su stavljene u hladnu komoru na
temperaturu od 4 do 8 °C na odlezavanje na finom talogu. 28.10. izvrSen je pretok s taloga, a
dan kasnije sulfitiran s 5 mL Sumpovina.

Slika 9: Odlezavanje u hladnoj komori

3.4. Osnovna analiza vina

Za kemijsku analizu vina i mosta u fermentaciji koristen je uredaj FOSS WineScan SO2 na
bazi FTIR spektrometrije. Analizirani su Seceri, ukupne kiseline, pH, etanol, jabu¢na kiselina,
hlapljive kiseline, gusto¢a, mlije¢na kiselina te koncentracija glukoze i fruktoze. Alkoholne
fermentacije su pracene analizom koncentracije Secera te je 04.10. u svim vinima koncentracija
Secera bila 2 g/L ili manje osim u ba¢vicama gdje je fermentacija zapoceta s T. delbrueckii u
kojima je bila malo iznad 4 g/L.
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3.5. “Pinking test’

Mana vina nazvana ,,pinking* kod bijelih vina rezultira obojenjem i precipitacijom
polifenola male molekularne mase, daju¢i bijelom vinu ruziaste nijanse. Vino "Malvazije
istarske” jedno je od podloznijih ,,pinkingu* 0odnosno pojavi ruzi¢astih tonova. lako se problem
,pinkinga“ pojavljivao iu proslosti, danasnja upotreba ,,moderne* tehnologije u kojoj se koristi
inertni plin, niZze temperature tokom fermentacije i reduktivni uvjeti, potencira pojavu
,pinkinga“.

Za potrebe testa iz svake bacvice uzet je uzorak od 10 mL Koji je filtriran kroz filter papir, a
filtrirano vino napunjeno je u piknometre zapremnine od 50 mL. U svaki piknometar dodano je
0.25 mL vodikovog peroksida (0.3 %) te su stavljeni u autoklav na 60 °C na 30 minuta da se
ubrzaju vizualne promjene. Uz vizualni pregled provedena je i analiza svih uzoraka UV-VIS
spektrofotometrom. Destilirana voda s reagensom (0.3% H.O>) je stavljena u kivetu kao
kontrola te je svaki uzorak o¢itan na valnim duljinama od 440, 500 i 580 nm. Vina s ,,pinking*
potencijalom imaju absorbancu ve¢u od 5 mAU pri mjerenju s valnim duljinama od 440, 500 i
580 nm. Absorbanca (mAU) je izracunata uz pomo¢ formule [S00 nm| x (3 x |580 nm| + 4 x
|440 nm|) / 7 x 1000.

3.6. Analiza pojedina¢nih aromatskih spojeva

Moderne tehnike kao Sto je plinska kromatografija omogucuju olaks$ano identificiranje
1 kvantificiranje aromatskih komponenata. Plinska kromatografija je analitiCka tehnika koja se
koristi za razdvajanje kemijskih komponenata iz uzorka te detekciju i1 koliCinu izdvojenih
komponenata. Da bi analiza bila uspje$na komponente moraju biti hlapljive i termicki stabilne
da se ne razgrade u procesu analize. Arome su analizirane u laboratoriju Agronomskog fakulteta
u Zagrebu. U svim vinima provedena je analiza pojedina¢nih aromatskih spojeva primjenom
instrumentalne metode plinske kromatografije (GC-MS). Ekstrakcija iz vina provedena je
primjenom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi s LiChrolut EN kolonicama (500 mg, 3 mL, Darmstadt,
Njemacka). Prije nanoSenja uzorka kolonica je kondicionirana s 3 mL diklormetana, metanola
i 13 %-tne vodene otopine etanola. Po zavrSetku kondicioniranja, naneseno je 50 mL uzorka
vina. Prolaskom uzorka kroz kolonicu ostavljena je da se susi na zraku 30 min, a potom je
provedeno ispiranje analita s 1 mL diklormetana. Dobiveni ekstrakt prenesen je u posudicu za
uzorak i analiziran primjenom metode GC-MS. Za potrebe analize GC-MS koristena je kolona
ZB-WAX 60 glasnik zastite bilja 63 godine dimenzija 60 m x 0.25 mm id. x 0.50 um
(Phenomenex, SAD). Analiza je provedena na vezanom sustavu GC-MS (plinski kromatograf
Agilent Technology 6890, spektrometar masa Agilent 5973N). Ostali parametri analize bili su
istovjetni onima opisanim u radu Lopez et al. (2002.).
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3.7. Senzorna analiza

Pokusna vina ocjenilo je pet certificiranih ocjenjivaca vina. Senzorna analiza provedena
je na Agronomskom fakultetu u Zagrebu u prostoru Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo. Vina
su evaluirana opisnom metodom te metodom redoslijeda. Ocjenjiva¢ima su predstavljena tri
uzorka, prvo je predstavljen kontrolni uzorak fermentiran s ¢istom kulturom S. cerevisae, a
zatim uzorci gdje je provedena sekvencionalna inokulacija s T. delbrueckii te s L.
thermotolerans. Koristena je deskriptivna metoda u kojoj je boja opisana kroz nijansu i kakvoéu
na skali od 1 (neizrazeno) do 5 (vrlo izraZzeno). Miris je opisan kroz Sest mirisnih nota (cvjetne,
vocne, prosuseno voce, orasasto voce, biljne, zaCinsko bilje) uz ostale mirise (tost, med, vosak,
maslac) na skali od 1 do 5, a kod okusa definirana je kakvoca, kiselost, gor¢ina, astringencija,
tijelo, harmonicnost i ,,aftertaste* te ukupni dojam takoder ocjenom od 1 do 5.

3.8. Statisticka analiza

U svim uzorcima provedena je statisticka obrada podataka koja je ukljucila analizu
varijance (ANOVA) pri ¢emu se srednje vrijednosti oznacene razliitim slovima statisticki
razlikuju uz p<0.05.
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Alkoholna fermentacija

Vinima fermentiranim s ¢istom kulturom S. cerevisae (1 S.c., 2 S.c.) i u ko-kulturi s L.
thermotolerans (6 L.t., 7 L.t.,, 8 L.t.) bilo je potrebno 17 dana do kraja fermentacije, u isto
vrijeme fermentacija s ko-kulturom T. delbruecki i S. cerevisae je zavrsila s <2 g/L reduktivnih
Secera. 1z mjerenih parametara u Tablici 2. vidi se da su sekvencionalno inokulirana vina s T.
delbrueckii i S.cerevisae (3 T.d., 4 T.d., 5 T.d.) imala vise koncentracije SeCera, a najveca razlika
je u koncentraciji fruktoze koja nije metabolizirana u etanol tijekom fermentacije. Fermentacija
s ne-Saccharomyces kvascima rezultirala je nizom koncentracijom etanola (0.2-0.9 vol.%) sto
se posebice istice kod T.d. uzoraka zbog ne fermentirane fruktoze. Kod vina fermentiranim s L.
thermotolerans isti¢e se nastanak mlije¢ne kiseline metabolickom razgradnjom Secera.

Tablica 2. Rezultati osnovne analize vina FOSS Wine Scan uredajem

Parametri 1S.c 2S.c. 3Td. 47Td. 5Td. 6L.t 7 L.t 8 L.t.

Reducirajuci 1.9 1.6 4.6 5.5 54 1.8 2.0 2.1
Seceri (g/L)

Ukupna 5.2 5.2 5.4 5.4 5.2 5.4 5.4 5.7
kiselost (g/L)
pH 3.37 3.35 3.35 3.35 3.33 3.32 3.31 3.32

Etanol (vol.%) 13.3 13.4 12.9 12.5 12,5 13.2 131 12.7

Jabu¢na 1.3 1.2 1.2 1.3 1.2 1.2 1.2 1.2
kiselina (g/L)

Hlapljive 0.41 0.39 0.37 0.39 0.36 0.33 0.35 0.36
kiseline (g/L)

Gustoca 0.9917 0.9914 0.9950 0.9953 0.9936 0.9918 0.9918 0.9922
(g/cm?®)

Mlije¢na 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.6 0.9

kiselina (g/L)
Glukoza (g/L) 0.8 0.6 1.1 1.1 1.2 0.7 0.8 0.8

Fruktoza (g/L) 1.1 1.0 35 4.4 4.2 1.1 1.2 13
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4.2. Ukupna kiselost i hlapljive kiseline

Prema dobivenim rezultatima analiza rezultata utvrdeno je da T. delbrueckii i L.
thermotolerans nisu znac¢ajno utjecali na promjenu ukupne kiselosti u usporedbi s kontrolnim
uzorcima, medutim u uzorcima fermentiranim s L. thermotolerans u ko-kulturi s S. cerevisae
uocena je blago snizena pH vrijednost (0.4-0.6). Nesto nizu koncentraciju hlapljivih Kiselina
imala su vina dobivena sekvencionalnom inokulacijom s L. thermotolerans i S. cerevisae, a
koncentracije jabucne kiseline znacajno se nisu razlikovale medu uzorcima (1.2-1.3 g/L).
Mlije¢na kiselina uocena je jedino kod L.t. uzoraka u koli¢ini od 0.6 do 0.9 g/L sto je razlog
malog smanjenja koncentracije etanola.

4.3. “Pinking” test

Tablica 3. prikazuje rezultate izracuna absorbance. 1z rezultata se vidi da su sva vina bila
podlozna ,,pinkingu* s obzirom da je kad svih uzoraka absorbanca bila ve¢a od 5 mAU. Vina
fermentirana s ne-Saccharomyces kvascima imala su znatno vecu absorbancu u usporedbi s
vinom fermentiranim iskljucivo s S. cerevisae, posebice T.d. uzorci koji su imali i do 1100 %
vecu absorbancu.

Tablica 3. Rezultati mjerenja spektrofotometrom pri 440, 500 i 580 nm

Uzorak 440 500 nm 580 nm |500 nm| x (3 x|580 nm| + 4 x |440 nm|) /
nm 7 x1000
1S.c 0.717 0.612 0.404 332
2S.c 0.648 0546  0.356 263
3T.d. 1.667  1.552 1.367 2323
4T.d. 1.830 1.708 1514 2824
5T.d. 1.869 1.760 1.564 2987
6 L.t 1.250 1.144  0.986 1253
7Lt 1.498  1.393 1.210 1857
8 L.t 1.345  1.249 1.067 1480
Kontrola — 0.025 0.020 0.017

destilirana voda
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4.4. Aromatski profil vina

Da bi se utvrdio utjecaj ne-Saccharomyces kvasaca na aromatski profil "Malvazije
istarske”, plinskom kromatografijom analizirani su aldehidi, visi alkoholi, hlapljivi fenoli,
terpeni, norizoprenoidi, laktoni, esteri i masne kiseline. Zbog usporedbe utjecaja, promatrane
su najznacajnije promjene spojeva koji se signifiknatno razlikuju i prelaze prag detekcije. Od
aldehidnih spojeva jedina znacajna razlika uocena je kod koncetracija 2-heptenala, medutim to
nije imalo izrazit utjecaj na vino s obzirom da su sve vrijednosti manje od njegovog mirisnog
praga detekcije (27.5 pg/L) (Odournet, n.d.). Od visih alkohola istaknut je znacajno viSa
koncentracija izoamilnog alkohola kod Malvazije S.c. (9.5 mg/L) iako ni njegova koncentracija
ne prelazi mirisni prag detekcije koji iznosi 30 mg/L (Gémez-Miguez et al. 2007.). Kod svih
vina istaknuta je visa koncentracija 4-vinilgvajakola kojeg karakteriziraju zacinski mirisi
(klin¢i¢, curry), iako medu uzorcima nema signifikantne razlike, a u svim uzorcima
koncentracije prelaze mirisini prag detekcije od 33 pug/L (Gomez-Miguez et al. 2007.). Uocen
je znacajan utjecaj Saccharomyces kvasaca na sastav terpena posebice na cis-linalool (cvjetni),
citronelol (citrus, cvjetni) i hotrineol (cvjetni, vo¢ni), vina fermentirana s ne-Saccharomyces
kvascima imala su signifikantno manje koncentracije navedenih spojeva, iako su i u kontrolnom
uzorku ispod praga detekcije. Znacajna razlika medu laktonima uocena je kod koncentracije
gama-dekalaktona koji se oc¢ituje vo¢nim mirisom (breskva) medutim njegova koncentracija u
svim vinima ne prelazi prag detekcije (386 pg/L) (Gémez-Miguez et al. 2007.). Analizom estera
utvrdeno je da je Malvazija T.d. imala signifikantno manju koncentraciju 2-feniletil acetata iako
ni kod jednog uzorka nije prelazila prag detekcije, takoder se Malvazija T.d. znacajno istaknula
s ve¢om koncentracijom etil butanoata (ananas), medutim kod svih uzoraka je povise mirisnog
praga detekcije od 20 pg/L (Gomez-Miguez et al. 2007.). Koncentracija izoamil acetata
(banana) kod svih uzoraka je prelazila mirisni prag detekcije (30 pg/L) (Gomez-Miguez et al.
2007.), a kod vina fermentiranih s ne-Saccharomyces kvascima uocene su neSto nize
koncentracije. U sadrzaju masnih kiselina nije bilo znacajnih razlika osim u koncentraciji
butanske kiseline koja je signifikantno manja kod Malvazije T.d., a u svim uzorcima prelazi
mirisni prag detekcije (173 pg/L) (Gomez-Miguez et al. 2007.). Medu ostalim alkoholima
razlika je uoCena u sadrzaju 3-etoksi-1-propanola posebice kod Malvazije T.d. koja ima
znacajno manje koncentracije nasuprot kontrolnog uzorka, no ne prelazi mirisni prag detekcije
(10 mg/L) (Irwin 1992.) u niti jednom uzroku. Ne-Saccharomyces kvasci su utjecali i na
promjenu koncentracije 4-metil-pentanola iako u niti jednom uzorku nije prijeden mirisni prag
detekcije (1 mg/L) (Zea et al. 2001.).
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Tablica 4. Sadrzaj aromatskih spojeva

Spojevi (g/L) Deskriptor SC TD LT
ALDEHIDI

2.4-heksadienal 1.7a 1.6a 16a
2.4-heptadienal (z.z) 10a 09a 09a
2.4-nonadienal 0.3a 0.1c 0.3b
2-heptenal 0.3ab 0.2b 0.6a
2-oktenal 1158.4 a 1101.5a 1111.3a
Benzacetaldehid 3.8a 35a 2.2a
Benzaldehid 12.8a 134a 10.1a
Dekanal 1.2a l4a l1la
Furfural bademi, kvasac 19a 25a 1l6a
Heksanal 3.2a 3.3a 35a
Nonanal zeleni, travnati 26a 24a 2.1a

¥ 1187.4a 1130.7 a 1135.3a
VISI ALKOHOLLI

1-butanol kemijski 134.3a 90.5b 89.4b
1-dekanol vocéni,cvjetni, slatkasti 7.1a 74a 7.7a
1-heptanol masni 35a 24a 3.3a
1-heksanol travnati, masni 2158.5a 1708.4 b 2065.4 a
1-oktanol 22.6a 17.1b 19.8 ab
1-nonanol 1.3a 09a 09a
2-heptanol voéni, biljni 0.8a 0.7a 0.8a
2-heksen-1-ol. Trans biljni, zeleni 152 a 13.8a 13.3a
2-metil-1-butanol zaclinski, paljeni 25303.3 a 21587.1b 20281.4 b
3-nonen-1-ol. Cis 16.0a 16.8a 14.2a
2-penten-1-ol 15b 4.6a 51a
3-heksen-1-ol. Cis travnati, zeleni 103.6 a 86.1b 82.1b
3-heksen-1-ol. Trans trava, grozdice 61.5a 56.7 a 56.8 a
3-oktanol 04a 0.3ab 0.2b
Isoamilni alkohol kemijski, lak za nokte 9350.1a 3135.0b 2620.7 b
Isobutanol kemijski, lak za nokte 2104.4 ¢ 2601.3 a 2407.1b
Feniletil alkohol cvjetni, ruze, med 3312.0a 2979.3 a 2546.5 b
> 42596.2 a 32308.6 b 30214.8 b
HLAPLJIVI FENOLNI

SPOJEVI

4-vinilgvajakol zacini, klin¢i¢, curry 186.2 b 230.7 a 248.1a
4-vinilfenol fenolni, medicinalan 81.2b 85.7a 97.4a
Eugenol cimet, klinc¢i¢ 0.8a 09a 0.7b
Gvajakol dim 0.3a 0.3a 0.3a
Homovanilil alkohol 23.4a 25.3a 21.3b
Vanilin vanilija 14.2a 12.8b 9.6¢C

> 306.1b 355.6 a 377.4a
TERPENI

1,8-terpin lla 0.7b 05b
6,7-dihidro-7-hidroksilinalol 75a 7.4a 6.3a
8-hidroksilinalol 20.4a 22.6a 21.0a
Alfa-terpineol cvjetni, slatki 9.6a 8.6a 85a
Beta-farnesen 29a 3.1a 3.0a
Cis-linalol oksid. Fur. cvjetni lla 05b 05b
Citronelol cvjetni, ruze 14.8a 8.2b 8.0b
Dihidroaktinidiolide 0.8a 1.0a 0.9a
Farnesol 22.4a 15.0¢c 18.0b
Geraniol citrusi 11.6a 11.2a 11.6a
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Geranil acetat dim, slatki, medicinalni 3.2a 3.1la 3.2a
Hotrienol svjezi, cvjetni, voéni 16.1a 7.7b 6.9b
Linalool citrusi, cvjetni, slatki 52.0a 48.2a 45.0a
Linalool oksid piran cvjetni 39b 4.4 ab 4.6 a
Neral 3.0b 9.0a 3.7b
Neroli¢na kiselina 3.1la 2.7b 2.9ab
Nerol ruze, voéni, cvjetni 3.2a 2.8a 2.2a
Nerolidol ruze, jabuke, zeleni, masni, 0.9a 0.7a 0.8a
drveni
Terpendiol i 09a 0.3Db 1.0a
Terpendiol ii 38.3a 375a 33.2h
Terpinen-4-ol 17.2 a 21b 09b
Tetrahidrolinalol 3.7a 5.0a 2.3a
2,6-dimetil-3,7-oktadien-2,6- 10.0a 8.6a 8.6a
diol
2,6-dimetil-7-okten-2,6-diol 7.0a 5.9ab 45b
3 254.8 a 216.2 ab 197.9b
NORISOPRENOIDI
Alfa-ionon 0.2a 0.2a 0.2a
Beta-ionon ljubica, cvjetni, slatki 0.la 0.la 00b
Beta-damaskenon slatki,vo¢ni, cvjetni, med 6.1b 6.6 a 6.0b
TDN petrol, kerosin 0.4a 0.3ab 0.2b
> 6.8 ab 7.1a 6.4b
LAKTONI
Delta-dekalakton 3.6a 35a 34a
Gama-butirolakton kokos, karamela 346.9a 408.6 a 404.0a
Gama-dekalakton breskva, voéni 1l2c 2.8b 9.6a
Gama-heksalakton 2.5ab 29a 2.3b
Gama-nonalakton kokos, breskva 13.9ab 16.6a 12.0b
Gama-oktalakton 0.8a 09a 10a
Gama-undekalakton marelica, breskva 04a 04a 0.4a
> 369.4b 435.6 a 432.6 a
ESTERI
2-feniletil acetat ruza, med, duhan 27.2a 255a 10.1b
Dietil sukcinat prezrelo, dozrelo 125.9 ab 151.6a 103.9b
Dimetil malat 35.2a 33.8a 32.3a
Etil butanoat ananas, jabuka 722.0b 853.4a 736.3b
Etil decanoat cvjetni 485.6 a 389.6 a 452.2 a
Etil furoat ljepilo, boja 6.2a 54a 5.3a
Etil heksadekanoat 1593.0a 1827.9a 1542.1a
Etil laktat maslac 426.3a 483.4a 449.4 a
Etil linoleat 0l1a 05a 05a
Etil oktanoat slatki, cvjetni, voéni, kruska  2011.5a 1911.5a 1934.6 a
Metil vanilat 149a 13.3a 12.4a
Etil-2-hidroksi-3- 0.8a 1.3a 09a
metilbutanoat
Etil-3-hidroksibutanoat grozde, voc¢ni,karamela, 31.7 a 25.0b 17.7¢
przeno
Etil-3-hidroksiheksanoat guma 5.7a 5.7a 4.4 a
Etil-3-mtilbutanoat vo¢ni, ananas 57a 34a 2.6a
Heksil acetat 310.0a 201.0b 171.8b
Isoamil acetat banana 6782.1a 5436.5 b 4512.8b
Isobutil acetat jabuka, banana 170.8 a 160.6 a 1314 a
Metil heksadekanoat 25b 3.0ab 34a
Metil heksanoat 6.0a 7.0a 5.5a
Metil ester geranijske kiseline 3.2a 3.8a 3.2a
> 12766.4 a 11543.0a 10132.7 a
MASNE KISELINE
2-metilpropioni¢na kiselina 496.2 b 1093.8 a 553.4 b
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Butanska kiselina balzamiéni, masni 1086.3a 512.8b 1121.1a
Dekanska kiselina balzamiéni, kremasti 2765.5a 2393.0a 2579.0a
Heptanska kiselina slatkasti 56a 6.9a 6.7a
Heksanska kiselina kremasti, masni 3965.5a 4316.6a 3994.5a
Isovalerijanska kiselina slatki, balzamiéni 3.7a 52a 4.7 a
Oktanska kiselina balzamiéni, masni 5094.1a 4994.7 a 4955.0a
Propanoicna kiselina balzamic¢ni, masni 449a 35¢c 24.3b
Y 13461.8 a 13326.5 ¢ 13238.7 b
OSTALI SPOJEVI

2,5-heksadion 0.3Db 0.5ab 1.0a
2,7-oktanedion 53a 42a 39a
2h-piran-2,6(3h)-dion 102.3a 98.0a 89.0a
3-okten-2-on 24a 2.3a 1.7b
4-hidroksi-4-metil-2-pentanon 1.4b 4.8a 1.3b
4-metil--2-penten-2-on 19.2a 15¢c 140D
5-etil-4-metil-3-heptanon 1.7b 149a 16b
Acetoin maslac, kremasti 9.7a 8.8a 5.3b
Dihidro-2-metil-3(2h)-furanon 15a 1.3a 09a

Y 143.8a 136.2 a 118.7b
OSTALI ALKOHOLI

1.4-butandiol 0.3ab 04a 0.1b
2-etil-1-heksanol 1l2a 0.8Db 04c
3-etoksi-1-propanol prezrela kruska 115.0a 74.2b 21.7¢
4-metil-1-pentanol badem, przeno 17.0a 13.0b 13.5b
Benzilalkohol dimljeno, przeno 104 a 105a 8.0a
2.3-butanediol maslac, kremast 05D 1.2ab 2.3a

> 1444 a 100.0 ab 46.0b

Razlidita slova (a,b,c) u redu predstavljaju signifikantnu razliku izmedu uzoraka (p<0.05)
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4.5. Senzorna analiza

Prosjek ocjena opisne metode (boja, miris, okus) prikazan je u Grafu 1, a metoda
redoslijeda u Tablici 5. u kojoj je broj 1 najbolje vino u nizu. Boja svih uzoraka bila je sli¢ne
kakvoce i nijanse. U uzorku Malvazije S.c vodeno zuta nijansa je nesto intenzivnija nego kod
Malvazije T.d. i L.t. gdje su izrazenije zuto zelene nijanse (Graf 1.).

Malvazija S.c. Malvazija T.d. Malvazija L.t.

Vodeno Zuta

5
; 4 >
Kakvoca 3 Zuto zelena
2
1
0
Zeleni odsjaj Limun Zuta
Jantarni odsjaj Zuto slamnata

Graf 1. Prosjek ocjena za boju vina

Iz Grafa 2. vidi se da su ocjenjivaci osjetili intenzivniji cvjetni miris i miris za¢inskog
bilja u vinu fermentiranom s Cistom kulturom S. cerevisae, a Malvazija L.t. se ocitovala
intenzivniji voénim mirisima. Malvazija L.t. se pokazala harmoni¢nijom i boljeg tijela nego
preostali uzorci. (Graf 3.) Rezultati metode redoslijeda prikazani su u Tablici 5. gdje se vidi da
je veéina ocjenjivaca odabralo Malvaziju T.d. kao najbolje vino, a kao drugo najbolje vino
odabrana je Malvazija L.t., bez obzira $to su mirisi i boja kod vina Malvazija S.c. bili
intenzivniji i bolje ocijenjeni prilikom evaluacije opisnom metodom.

Malvazija S.c. Malvazija T.d. Malvazija L.t.
Cvijetni
5
4
Ostalo 3 Vocni
2
1
0
Biljni Prosuseno voce
Aromaticno bilje Orasasto voce

Graf 2. Prosjek ocjena za svojstvo mirisa
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HarmoniCnost

Tijelo

Graf 3. Prosjek ocjena svojstva okusa

Tablica 5. Rezultati metode redoslijeda

O NS OBA
)

Astrigencija

Ocjenjiva¢  Malv. S.c. Malv. T.d. Malv. L.t.
I 3. 1. 2.
I 2. 1. 3.
i 3. 1. 2.
v 1. 3. 2.
\ 2. 3. 1.
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5. Zakljucak

Na temelju provedenog istrazivanja u proizvodnji vina "Malvazija istarska” moze se
zakljuciti da su ne-Saccharomyces kvasci ocekivano utjecali na promjenu koncentracija
etanola, a znacajna promjena ukupne kiselosti nije uocena. T. delbrueckii zbog izrazite
glukofilnosti nije fermentirao znatne koli¢ine fruktoze (3.5-4.4 g/L) zbog ¢ega jedino vino Malv
T.d. ne spada u kategoriju suho vino, sto ukazuje na bolje fermentativne sposobnosti ostalih
sojeva i kombinacija u pokusu. Potvrdena je proizvodnja mlije¢ne kiseline od strane L.
thermotolerans sto je imalo utjecaj na smanjenje pH vrijednosti. Sva vina imala su visok
potencijal ,,pinkinga“ Sto dokazuje osjetljivost sorte na reakciju proantocijanidina s kisikom $to
zahtjeva preventivni tretman s PVPP-om ili prozraivanje tijekom fermentacije. Rezultati
aromatskog profila ukazuju na razlike medu tretmanima, medutim znac¢ajna razlika ide u korist
vina proizvedenog klasi¢nim S. cerevisae kvascem. Kad su u pitanju grupe aromatskih spojeva
ne-Saccharomyces kvasci su utjecali na viSu koncentraciju laktona i hlapljivih fenola, te
norisoprenoida kod vina Malv T.d. Rezultati senzorne analize metodom redoslijeda nas dovode
do zakljucka da su ne-Saccharomyces kvasci pozitivno utjecali na ukupni dojam ¢inec¢i vina
kompleksnijim i drugacijim od vina dobivenog fermentacijom samo sa S. cerevisae sojem. Da
bi se dodatno utvrdio efekt ne-Saccharomyces kvasaca na kemijski sastav i senzorna svojstva
vina potrebno je provesti fermentacije u uvjetima koji vise odgovaraju rastu i razvoju odredene
vrste. Istrazivanja je potrebno nastaviti i provesti na industrijskoj razini u ve¢im tankovima s
mogucénos¢u kontrole uvjeta gdje bi rezultati bili pouzdaniji.
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