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S1

sl/en

V diplomski nalogi smo preucevali vpliv bioloskega razkisa na nastanek hlapnih
komponent vina in s tem na samo kakovost in specifi¢nost arome vina. Opravili smo
bioloski razkis v vinu modra frankinja in sicer z dvema razlicnima sevoma
mlecnokislinskih bakterij vrste Oenococcus oeni pri dveh razli€nih temperaturah.
Vzorce smo primerjali z vzorci s spontanim bioloskim razkisom in z vzorci brez
opravljenega bioloskega razkisa. Pred nastavitvijo poskusa smo opravili osnovne
kemijske analize vina: vrednost pH, vsebnost skupnih titrabilnih kislin, vsebnost
alkohola in skupnega zvepla, vsebnost skupnega ekstrakta in skupnih fenolov,
vsebnost reducirajocih sladkorjev in hlapnih kislin, meritve barvnih parametrov ter
vsebnost organskih kislin in sladkorjev in vsebnost hlapnih komponent. Potek
bioloSkega razkisa smo spremljali s tedenskim merjenjem vrednosti pH, vsebnosti
skupnih titrabilnih kislin in z merjenjem vsebnosti organskih kislin in sladkorjev s
HPLC. Vsebnost jabol¢ne, mlecne in vinske kisline smo spremljali s papirno
kromatografijo. Po zaklju¢enem bioloSkem razkisu smo opravili nadaljnje kemijske
analize, kjer so se opazile razlike med vzorci pred in po bioloSkem razkisu. Opravili
smo tudi senzori¢no analizo v poskus zajetih vzorcev vin. Ugotovili smo pozitiven
vpliv bioloskega razkisa na specificnost in kompleksnost arome vina in s tem na
samo kakovost vina. Vina z opravljenim bioloskim razkisom so vsebovala ve¢
hlapnih komponent, kot so vi§ji alkoholi, estri in hlapne kisline. Bila so tudi
alkoholno nekoliko bogatejSa, z manjSo vsebnostjo skupnih titrabilnih kislin. Vzorci
pri nizji temperaturi so bili ocenjeni bolje, saj so bili sortno prepoznavni, harmoni¢ni
in zaokrozeni. Bioloski razkis je prispeval k sadnemu karakterju vina, zmanjsali so
se rastlinski vonji, aroma pa je postala bolj kompleksna zaradi tvorbe novih spojin,
kot je diacetil, etil laktat in drugih vi§jih alkoholov in estrov.
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sl

sl/en

The influence of malolactic fermentation on formation of volatile wine components,
quality and specificity of wine aroma was examined. Malolactic fermentation was
carried out in wine modra frankinja with two different strains of species Oenococcus
oeni at two different temperatures. Samples were compared with the samples with
spontaneous malolactic fermentation and with the samples without malolactic
fermentation. Basic chemical analyses were made before experiment started: pH
value, total acidity, concentration of alcohol and total sulphur, concentration of total
phenols and total extract, concentration of reducing sugars, volatile acidity, colour
parameters, concentration of sugars and organic acids and concentration of wine
volatile components. The malolactic fermentation was monitored by measuring pH
value, total acidity and concentration of sugars and organic acids. Concentrations of
malic, lactic and tartaric acid were determined by paper chromatography. After
malolactic fermentation was finished the chemical and sensorial analyses were made
to make a comparison between the samples before and after malolactic fermentation.
Malolactic fermentation showed positive influence on specificity and complexity of
wine aroma and also on quality of wine. Wines with malolactic fermentation
contained more volatile components such as higher alcohols, esters and volatile
acidity. These samples also had higher levels of alcohol but lower total acidity.
Lower temperature gave better sensorical evaluation because of a greater harmony,
noble of a sort and fullness of taste. Malolactic fermentation contributed to fruity
aroma with less herbical and grassy aroma. Wine aroma became more complex
because of formation of some new compounds such as diacetyl, etil lactate and other
higher alcohols and esters.
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1 UVOD

Vecina vin, Se zlasti v slabsih letnikih, vsebuje vecje koncentracije kislin in premalo
aromati¢nih komponent. V vinorodnih obmoc¢jih in letnikih, ko je razmerje kislin
neugodno in prevladuje jabol¢na kislina, je lahko bioloski razkis vina nepogresljiv
nacin zmanjSanja oz. uravnavanja skupne kisline. Bioloski razkis, ki obi¢ajno sledi
alkoholni fermentaciji, lahko potece spontano, z endogenimi mlecnokislinskimi
bakterijami, ki se nahajajo na grozdju in kletarski opremi ali pa ga sprozimo sami z
uporabo komercialnih starter kultur mlecnokislinskih bakterij. Bioloski razkis vina
veckrat poteCe tudi spomladi, ko se kleti primerno segrejejo in se vrednost pH dvigne
zaradi izloCanja vinskega kamna ter se tako ustvarijo ugodni pogoji za delovanje
mlec¢nokislinskih bakterij.

Pretvorba jabol¢ne kisline v milejSo mle¢no kislino ima za posledico ve¢ sprememb:
deacidifikacijo ali zniZzanje skupnih kislin, mikrobiolosko stabilnost in spremembo
arome. Predvsem slednja je pomemben dejavnik, ki vpliva na Zelene senzori¢ne
parametre. Raziskave kaZzejo, da ima bioloski razkis vina pozitiven vpliv na
senzori¢no kakovost vina. Glavni dejavniki, ki prispevajo k temu so polnejsi in
zaokrozen okus, ve¢ja kompleksnost arome in vecja harmoni¢nost. Poveca se sadni
karakter vina, medtem ko se vegetativni, rastlinski ali zeleni vonji izgubijo in
prekrijejo. Na polnejsi okus vina vpliva predvsem tvorba etil laktata. Tvorijo pa se
tudi druge aromati¢ne snovi kot je diacetil, ki v manjSih koncentracijah prispeva k
polnejsi aromi vina. Povecajo se tudi vsebnosti nekaterih estrov in vi§jih alkoholov
ter vsebnost hlapnih kislin.

S poskusom vodenega bioloskega razkisa oz. uporabo starter kultur razli¢nih
mle¢nokislinskih bakterij smo zeleli ugotoviti vpliv le tega na nastanek hlapnih
komponent in s tem na samo kakovost in specifi¢nost arome vina. Zeleli smo dose¢i
boljSo aromati¢nost vina in se tako priblizati trendu vin, ki so trzno bolj zanimiva; se
pravi vina z manjSo vsebnostjo kislin in vecjim spektrom arom.

Bioloski razkis smo spremljali na vinu sorte modra frankinja, katere grozdje je bilo iz
belokranjskega vinorodnega okoliSa, podokoliSa Metlika. Modra frankinja je Se
posebej primerna za bioloski razkis vina zaradi svoje mladostne neharmoni¢nosti, kot
posledica vecje kislosti. Tako vino postane po opravljenem bioloskem razkisu milejSe
in bolj mehko z ve¢jo harmoni¢nostjo in zaokrozenostjo okusa. Uporabili smo dva
razli¢na seva mlec¢nokislinskih bakterij in bioloski razkis spremljali pri dveh razli¢nih
temperaturah, ki sta bolj ali manj optimalno vplivali na potek bioloSkega razkisa.
Naredili smo tudi primerjavo s kontrolnim vzorcem, kjer nismo opravili bioloSkega
razkisa in z vzorcem, kjer je stekel spontan bioloski razkis. Razlike so se pokazale na
Sirokem spektru fizikalno-kemijskih in senzori¢nih parametrov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KULTIVAR MODRA FRANKINJA

Kultivar Modra frankinja spada v skupino ¢rnomorskega bazena — Proles pontica.
Razsirjena je v nekaterih evropskih vinogradniSkih deZelah, pri nas pa najve¢ v
posavskem vinorodnem rajonu. VrSi¢ek mladike je rdeckast, gladek in svetlozelen, list
pa velik in skoraj cel ali malo narezan in okroglast. Z gornje strani je list mehurjast,
temno zelen in jeseni pordeci. Grozd je srednje velik do velik, valjaste oblike in precej
nabit. Grozdni pecelj je precej kratek in zelenkaste barve. Jagoda je srednje velika,
temno modra, precej oprasena in okroglaste oblike. Jagodna kozica je precej debela,
temno rdeckasta, skorja je ¢rtkasta (Hr¢ek in KoroSec-Koruza, 1996).

Za tla ni zahtevna in je bujne rasti. V vinogradu je sicer neproblemati¢na in jo imajo
vinogradniki radi. Most doseze povpre¢no 75 °Oe. Vino modre frankinje je
karminasto rdece barve. Na trgu se kot sortno vino sorazmerno redko pojavlja, vec
Sele v zadnjih letih. Najveckrat namre¢ sodeluje pri pridelavi zvrsti vina (metliska
¢rnina, cvicek...). Jagodna kozica ima bogato fenolno sestavo in s strokovno vodeno
maceracijo grozdja lahko pridelamo odlicno mlado vino za takoj$njo porabo ali
krepka, intenzivno obarvana rdec¢a vina za daljSe zorenje. Sortno znacilen vonj je blag,
topel, v mladosti sadnega znacaja, v zrelosti po usnju, prazeni kavi, cokoladi. Modra
frankinja je srednje tezko rdece vino, v dobrih letnikih je razmerje med kislino in
taninskimi snovmi uravnano v dobro harmonijo. Povpre¢ni letniki kazejo vecjo
kislost, medtem ko kakovostni letniki omogocijo izredno polna rdeca vina z
intenzivno obarvanostjo, sortno znacilnimi vonjavami in bogato taninsko osnovo.
Idealna zrelost se pokaze priblizno po petih do Sestih letih zorenja (Nemanic, 1996)
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Slika 1: Sorta Modra frankinja (Hrcek in Korosec-Koruza, 1996)

2.2 KEMIJSKA SESTAVA MOSTA IN VINA

Po svoji sestavi je vino raztopina vode in mnogostevilnih organskih in neorganskih
spojin, ugotovljenih jih je Ze vec kot tiso¢. Sestava vina je spremenljiva, odvisna je
predvsem od naravnih danosti ter od vinogradnika in kletarja; torej od klime, tal,
sorte, letnika, pridelave in zrelosti grozdja, ¢asa in nacina trgatve, predelave grozdja
in nege vina (Vodovnik T. in Vodovnik A., 1999).

2.2.1 VODA

e e

odstotek vode, tem boljsa je kakovost vina (Vodovnik T. in Vodovnik A., 1999).
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2.2.2 OGLJIKOVI HIDRATI

Med sladkorje, prisotne v vinu, priStevamo monosaharide, disaharide in polisaharide.
Prisotne pa so tudi pektinske snovi. Prevladujeta monosaharida grozdni sladkor ali
glukoza in sadni sladkor ali fruktoza. Kvasovke dajejo v zacetku alkoholnega vrenja
prednost glukozi pred fruktozo, zato je predstavnik sladkorjev v vinih z ostankom
sladkorja fruktoza. Srednja cona jagode je obicajno najbogatejSa s sladkorjem.
Mlecnokislinske bakterije porabljajo ogljikove hidrate (predvsem glukozo in
fruktozo) za svojo rast in izgradnjo lastnih struktur.

2.2.2.1 MONOSAHARIDI

Pentoze

V mostu so slabSe zastopane kot heksoze in sicer so obicajne koncentracije 1 g/L.
Prevladuje arabinoza, v sledovih sta prisotni Se ksiloza in riboza. V grozdni jagodi so
pentoze v trdnih delih grozda, zlasti v peckah. Zato kakovost predelave grozdja
mocno vpliva na koli¢ino pentoz v mostu. Kvasovke med alkoholnim vrenjem pentoz
ne morejo povreti v alkohol, zato ostanejo v vinu kot sestavina ekstrakta.
Mlecnokislinske bakterije razgrajujejo pentoze in tvorijo acetat in laktat (Ribéreau-
Gayon, 2000).

Heksoze

Vecinska predstavnika sta glukoza in fruktoza, manoza in galaktoza sta prisotni le v
sledovih. Glukoza se dobro topi v vodi, slabse v alkoholu in je zato v mostu prisotna v
topni obliki. Med dozorevanjem prevladuje glukoza, v fazi polne zrelosti je razmerje
glukoze in fruktoze 1:1, v prezrelem grozdju pa prevladuje fruktoza, ki je 2,2 do 2,3
krat slajSa od glukoze. V mostu grozdja, okuzenega s plesnijo Botrytis cinerea in
drugimi plesnimi, je veCinsko zastopana fruktoza, saj Stevilni mikroorganizmi prej in
hitreje porabljajo glukozo. Mle¢nokislinske bakterije lazje porabljajo fruktozo kot
glukozo. Heksoze fermentirajo do D-mlecne kisline, CO,, etanola in ocetne kisline.
Fruktozo lahko reducirajo do manitola iz katerega nastaja acetat.

2.2.2.2 DISAHARIDI

Edini pomemben disaharidni sladkor v tehnologiji vina je saharoza (trsni ali pesni
sladkor). Most Zlahtnih evropskih trt vsebuje v povprecju 2 do 5 g/L saharoze, ki v
mostu s pomocjo encima invertaze, ki ga vsebujejo kvasovke, razpade na glukozo in
fruktozo.
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2.2.2.3 POLISAHARIDI

Najpomembne;jsi so araban, galaktoaraban, manan in glukan. Nahajajo se v koloidni
obliki, njihova topnost pa se zmanjSuje z viSanjem alkohola (Vodovnik T. in
Vodovnik A., 1999). V mostih iz gnilega grozdja prevladuje predvsem glukan, ki pa
ni zazeljen, saj zmanjSuje filtrabilnost vina.

2.2.3 KISLINE

Kisline mosta imajo skupaj s kislinami, ki nastajajo med alkoholnim vrenjem, izredno
pomembno vlogo pri oblikovanju okusa vina, soudeleZzene so v celi vrsti fizikalno-
kemiénih in biokemiénih procesov (Sikovec, 1993).

Kislost vina je vedno nizja od kislosti mosta zaradi fizikalno-kemi¢nih in biokemicnih
procesov, kot je alkoholno vrenje, kjer se velik del vinske kisline izlo¢i v obliki
vinskega kamna. Kisline lahko razdelimo na organske in anorganske, hlapne in
nehlapne ter proste in vezane kisline. Zelo pomembne so tudi njihove soli, ki so prav
tako sestavine vina. Koliko kislin bo kak$no vino vsebovalo, je ve¢inoma odvisno od
geografskega porekla, sorte, letnika, Casa trgatve, nacina predelave, kletarjenja itn.

Ustrezna vsebnost kislin je zelo pomembna za samo hranjenje vina, saj so vina z
izrazito nizko kislino bolj nagnjena k napakam in boleznim (Vodovnik T. in
Vodovnik A., 1999).

Med organskimi kislinami so v vinarstvu najpomembnejSe vinska, jabol¢na, citronska,
mlecna in ocetna kislina. NajpomembnejSe neorganske kisline pa so fosforjeva,
zveplova, kremenceva in borova kislina; prisotne so v obliki nevtralnih soli.

Vinska Kkislina

Vinska kislina nastaja v grozdnih jagodah, deloma tudi v listih vinske trte. Najvecja
koncentracija vinske kisline je v osrednji coni jagode. V vseh delih trte jo srecamo kot
D-vinsko kislino. Vino vsebuje od 1 do 13 g/L vinske kisline, kar predstavlja 20 do 70
% celotne koncentracije skupnih kislin. V vinu se izlo€a kot kalijev tartrat v obliki
vinskega kamna.

Jabol¢na kislina

Kot proizvod nepopolne oksidacije sladkorja v listju prehaja v jagodo, kjer tudi sama
delno oksidira naprej do vode in ogljikovega dioksida. V grozdnih jagodah jo celice
najpogosteje porabljajo za respiracijske procese. V grozdju je prisotna kot L-jabol¢na
kislina, pri mle¢nokislinskem vrenju lahko iz nje tvorijo mle¢nokislinske bakterije
samo L-mlec¢no kislino. V vinu je jabol¢na kislina neobstojna in se pretvarja v mlecno
kislino pod vplivom raznih mikroorganizmov.



Ambrozi¢ M. Vpliv bioloskega razkisa na nastanek hlapnih komponent vina.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006 6

Med dozorevanjem grozdja se povecuje vsebnost vinske kisline in zmanjsuje vsebnost
jabol¢ne kisline, zato lahko njuno razmerje uporabimo za spremljanje dozorevanja in
kot indikator kakovosti letnika (Sikovec, 1993).

Medtem ko ima vinska kislina kisel okus, daje jabol¢na kislina v ustih obcutek
nezrelosti.

Mlecna kislina

V mostu iz zdravega grozdja mlecna kislina praviloma ni prisotna. Nastane lahko z
dekarboksilacijo jabol¢ne kisline v procesu bioloskega razkisa ali pa nastaja med
alkoholno fermentacijo kot posledica razgradnje ogljikovih hidratov. Majhna vsebnost
je v rdecem vinu lahko celo zazelena, saj postane vino bolj mehko, zaokrozeno, bolj
polnega okusa z daljSo zaznavo. To dosezemo z vodenim bioloskim razkisom. Pri
neustreznih pogojih (pH manjsi od 3,1 in temperatura nizja od 17 °C) lahko bioloski
razkis poteka v napacni smeri in pride do nastanka nezazeljenih hlapnih snovi, ki
vodijo v bolezen vina, imenovano mlec¢ni cik.

Citronska Kkislina

Je redna spremljevalka jabol¢ne kisline v grozdni jagodi, Ceprav je fiksirana na
celi¢ne opne in zato pri predelavi grozdja tezje prehaja v most. Tako je v mostu do 0,7
g/L citronske kisline, vendar pa ni obstojna v vinu, saj jo mlecnokislinske bakterije
razgradijo do diacetila, acetoina in 2,3-butandiola. Produkt metabolizma citronske
kisline pa je tudi acetat.

Hlapne Kkisline

Ko govorimo o hlapnih kislinah mislimo predvsem na ocetno kislino, poleg nje pa
med hlapne kisline prisStevamo Se mravljicno, masleno in propionsko kislino.
Vsebnost hlapnih kislin v vinu je pokazatelj zdravstvenega stanja vina. V vinu so
vedno prisotne v manj$ih koli¢inah, prekoracitev mejnih vrednosti pa kaze na ocetni
cik, ki je najnevarnejSa bolezen vina (Vodovnik T. in Vodovnik A., 1999). Med
potekom bioloskega razkisa se vsebnost hlapnih kislin poveca kot posledica
metabolizma citronske kisline.

2.2.4 ALKOHOL

Alkohol v vinu predstavlja etanol, ki je glavni proizvod alkoholnega vrenja. Vi§ji
alkoholi so v vinu prisotni le v manjsi koli¢ini. Z alkoholom bogatejSa vina so
obstojnejSa, vendar pa se z zorenjem (staranjem) vina koli¢ina alkohola zmanjsuje.
Del alkohola izhaja, del se oksidira v aldehide, del pa esterificira.

Pravilnik o oznac¢evanju vina in drugih proizvodov iz grozdja in vina predpisuje:

" Vino mora vsebovati najmanj 8,5 % dejanskega alkohola, razen vina cvicek, ki mora
vsebovati najmanj 7,5 % dejanskega alkohola in najve¢ 15 vol.% skupnega alkohola.”
(Vodovnik T. in Vodovnik A. , 1999).
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Po vsebnosti alkohola razdelimo vina v :

e lahka: 60 do 80 g/L (7,5 do 10 vol.%),

e srednje tezka: 80 do 100 g/L (10 do 12,5 vol.%),

o tezka: nad 100 g/L (ve€ kot 12,5 vol.%).
Od ostalih nizjih alifatskih alkoholov je v vinu prisoten v minimalni koli¢ini metanol,
ki nastane iz pektinov pri nepravilni predelavi grozdja, 3-metilbutanol-1, katerega
estri so pomembni nosilci cvetice vina in kot pokazatelji bolnega vina Se propanol-1
in 2 ter butanol-1 in 2.
Od visjih alifatskih alkoholov je najbolj pomemben glicerol, ki daje vinu telo in poln
okus. Pri alkoholnem vrenju nastaja iz sladkorja. V vecji koli¢ini pa ga pred vrenjem
ze v sami grozdni jagodi tvori glivica Botrytis cinerea in takrat te vrednosti presegajo
15 g/L (Vodovnik T. in Vodovnik A., 1999).
Mlecnokislinske bakterije tvorijo med bioloskim razkisom manjSe koli¢ine etanola in
vi$jih alkoholov.

2.2.5 FENOLNE SNOVI

Sestavljajo veliko skupino spojin v vinu, ki jih delimo na $tiri glavne skupine:
e neflavonoidne fenole,
e flavonoidne fenole,

taninske fenole,

¢ netaninske fenole (antociane).
Polifenolne snovi igrajo izredno pomembno vlogo pri stabilizaciji rde¢ih vin, s svojo
prisotnostjo pa negativno vplivajo na kakovost belih vin (Sikovec, 1993).
V povprecju je 38 % fenolnih spojin v peckah, 36 % v koZici, 20 % v pecljuin 6 % v
jagodnem mesu. Znacilno za fenolne spojine, ki so vedno v mostu ali vinu je, da
dajejo grenak-trpek okus (Sikovec, 1993).
Rdeca vina vsebujejo v nasprotju z belimi vini antociane, ki se akumulirajo v jagodni
kozici. Fenoli imajo tudi sposobnost, da sprozijo koagulacijo beljakovin in s tem
spontano bistrenje vina.

Flavonoidni fenoli

Sem spadajo katehini, levkoantociani in antociani. Nahajajo se v trdnih delih grozda,
njihova vsebnost je mo¢no odvisna od tehnologije predelave grozdja. Katehin in
epikatehin kot predhodnika Creslovin predstavljata barvne snovi belih vinskih sort. Te
se lahko ob prisotnosti kisika oksidirajo v kinone, kar vodi k porjavitvi vina,
spremembi okusa in vonja vina.

Levkoantociani se nahajajo v peckah, kozici in pecljevini in so v vinu prisotni v slabo
ali mo¢no kondenzirani obliki. Rdeca vina vsebujejo od 1 do 3 g/L levkoantocianov,
medtem ko je v belih vinih ob pravilni predelavi vsebnost le nekaj 10 mg. Cim bolj je
kondenzirana oblika, tem bolj trpek okus imajo. Zato imajo mlada rdeca vina trpek in
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surov okus, ki se Sele s staranjem in zorenjem vina zaokroZi in zmehca zaradi manjse
kondenzacije.

Antociani so barvne snovi rde¢ih vinskih trt in odlo¢ajo o intenzivnosti in barvnem
odtenku rde¢ih vin (Sikovec, 1993). Ker so zaprti v posebnih celicah v jagodni koZici
jih je treba pri predelavi rdecih sort najprej sprostiti (macerirati), da preidejo v sok.
Barvni odtenek se spreminja s vrednost pHjo, staranjem vina (polimerizacija
antocianov) in dodatkom Zzvepla, kjer vino posvetli, vendar je intenzivnost barve
reverzibilna. Koli¢inska zastopanost posameznih barvil oziroma vrsta barvil je sortna
lastnost, saj ve¢ina kakovostnih rdecih sort vsebuje dovolj barvnih snovi, medtem ko
sorte za cvicek in rdeci bizelj¢an vsebujejo premalo barvnih snovi.

Topnost antocianov se moc¢no poveca s porastom alkohola. Zato je treba pri
maceriranju drozge doseci ¢im hitrejsi zaCetek alkoholnega vrenja in s tem hitrejSo
difuzijo barvila iz koZice v most (Sikovec, 1993).

Neflavonoidni fenoli (fenolkarbonske kisline)
V skupino neflavonoidnih fenolov spadajo:
e derivati benzojeve skupine (p-hidroksi benzojeva, vanilinska, galna,
siringinska, salicilna kislina) in
e derivati cimetne kisline (p-kumarna, kavna, feruli¢na, kina kislina).

Fenol-karbonske kisline se v grozdju nahajajo v obliki estrov v celi¢nih vakuolah v
grozdni jagodi. Med predelavo grozdja in med staranjem vina potece delna hidroliza
teh estrov, zato so fenol-karbonske kisline v vinu tako v prosti kot v vezani obliki
(Jackson, 1993).

Taninski fenoli

To so tiste fenolne spojine, ki dajejo vinu grenak in trpek okus. So polimeri
flavonoidnih in neflavonoidnih fenolov, njihova molekulska masa je vec¢ja od 500 Da.
Delijo se na hidrolizirane in kondenzirane tanine.

e hidrolizirani tanini so produkti galne in elagove kisline s sladkorji, predvsem
glukozo in so poznani kot galotanini in elagotanini.

e kondenzirani tanini: sem spadajo derivati flavana, to so katehini in
levkoantociani. V procesu polimerizacije se lahko pojavijo kot polimeri enega
ali drugega flavana in kot proantocianidini, ki so produkt medsebojne
polimerizacije molekule katehina in molekule levkoantociana. Zanje je
znaclilna izrazita trpkost in grenkoba (Jackson, 1993).

Rdeca vina vsebujejo dosti taninov, saj se izlo¢ijo skupaj z barvnimi snovmi med
procesom maceracije, medtem ko jih pri belem vinu ni.
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2.2.6 MINERALNE SNOVI

Vinska trta ¢rpa mineralne snovi iz tal in jih razporeja v posamezne organe, kjer so
potrebne. V skupnem ekstraktu vina mineralne snovi predstavljajo negorljiv ostanek
po izparevanju ali zZarjenju moSta oz. vina.; njihov deleZ mora biti vsaj 10 %. Kar je
manj kaZze na potvorbo vina oziroma dodatek vode. V pepelu mosta in vina
prevladujejo med kationi (520-1064 mg/L) kalij, kalcij, magnezij, natrij in Zelezo,
med anioni (802-1838 mg/L) pa sulfati, karbonati, fosfati in kloridi.

Od mikroelementov pa v vinu zasledimo Se aluminij, argon, svinec, brom, fluor, jod,
kobalt, baker, litij, mangan, nikelj, zlato, stroncij, vanadij, cink itd. Vrednosti
mineralnih snovi se v vinu gibljejo od 1,8 do 4 g/L.

Koli¢ina pepela oz. mineralnih snovi je odvisna od geografskega porekla, sorte,
letnika, vrste tal, obremenitve in oskrbe vinske trte, od stopnje zrelosti in celotne
vinifikacije (Vodovnik T. in Vodovnik A.,1999).

Med alkoholnim vrenjem in pri stabilizaciji vina se nekaj mineralnih snovi izloc¢i,
predvsem kot kalijev in kalcijev tartrat. Mineralne snovi pomembno pripevajo k
polnosti okusa vina in posledi¢no visjo senzori¢no oceno. Njihova prisotnost v mostu
pa je Se posebej pomembna za kvasovke in izgradnjo lastne strukture.

2.2.7 DUSIKOVE SPOJINE

Razdelimo jih na:

e organske spojine: aminokisline, polipeptidi, beljakovine, amidi in amini,

e anorganske spojine: amoniak in nitrat v koncentraciji do 200 mg/L.
Vsebnost anorganskega dusika se v zacletku alkoholnega vrenja zmanjSa, saj ga
porabijo kvasovke za svoje razmnoZevanje in razvoj. Sestdeset do osemdeset
odstotkov skupnega duSika pa predstavljajo beljakovine. Najbolj zastopani so
termolabilni albumini, ki jih je potrebno pred stekleniCenjem vina odstraniti zaradi
njihovega koloidnega znaCaja. Termostabilni globulini pa se izlo¢ijo Zze med
hlajenjem pri stabilizaciji vina na vinski kamen.

Aminokisline predstavljajo od 10 do 25 % skupnega dusika in so nosilci buketnih in
aromati¢nih snovi in so zato odloCujoce pri koncni kakovosti vina. Najbolj so
zastopane naslednje aminokisline: prolin, arginin, alanin, treonin in glutaminska
kislina.

Amini nastajajo z dekarboksilacijo ustreznih aminokislin, med katerimi je najbolj
problematic¢en histamin, ki se lahko tvori pri bioloskem razkisu.

Vsebnost dusikovih snovi v mostu se giblje med 0,3 do 1,4 g/L in je odvisna od sorte
in letnika. Vina dobrih letnikov z veliko sonca v fazi rasti so siromasSnejSa na
dusikovih snoveh v primerjavi z letniki z malo sonca. Med alkoholnim vrenjem pride
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vedno do zmanjSanja duSikovih snovi, po koncanem alkoholnem vrenju pa se koli¢ina
skupnega dusika poveca zaradi avtolize kvasovk. DuSikove snovi se zmanjsajo tudi
med potekom bioloskega razkisa, ker jih mle¢nokislinske bakterije porabijo za svojo
celi¢no izgradnjo.

2.2.8 AROMATICNE SNOVI

S stalis¢a senzorike je aroma olfaktorno-degustatorski skupni vtis, ki ga izzovejo nasa
cutila. Lahko hlapne sestavine zaznamo neposredno z vonjem, ko zavrtimo vino v
kozarcu, oznac¢imo jih kot cvetico ali buket vina. Manj hlapne sestavine pa se sprostijo
Sele v ustni votlini zaradi visje temperature in med kroZzenjem vina po ustih zaradi
mehani¢nega ucinka. Te sestavine se spojijo s hlapnimi, ki smo jih zaznali neposredno
z vonjem ter jih oznacujemo s pojmom celotne arome. Pri klasifikaciji aromati¢nih
komponent vina razlikujemo med:
e primarno ali grozdno aromo: spojine, ki so v neposkodovani grozdni jagodi,
e sekundarno aromo: spojine, ki se oblikujejo med predelavo grozdja, kjer
potekajo kemijske in encimske reakcije,
e terciarno ali fermentacijsko aromo: spojine, ki se oblikujejo med alkoholno
fermentacijo,
e zorilno aromo: nastane zaradi kemijskih reakcij med zorenjem vina v
steklenici.
NajpomembnejSe aromaticne snovi v vinu so poleg aldehidov, estrov in vi§jih
alkoholov Se hlapne kisline, zZveplove spojine, terpenske spojine, fenolne spojine,
dusikove spojine, laktoni itd.

2.2.8.1 ALDEHIDI

Vecina aldehidov nastane v zacetni fazi alkoholne fermentacije, verjetno z oksidacijo
alkoholov. Najbolj zastopan v vinu je acetaldehid, ki se tvori v organizmu kvasovke
iz piruvata in se izlo¢i v vino, ¢e kvasovke nimajo dovolj encima alkohol
dehidrogenaze, ki reducira acetaldehid do etanola. Lahko pa nastaja tudi po kon¢ani
alkoholni fermentaciji s kemicno in mikrobiolosko oksidacijo etanola. Vecje
koncentracije acetaldehida so lahko posledica slabe predelave grozdja, slabe zaScite
vina pred oksidacijo in slabSe kakovosti grozdja. Vecje koncentracije nastajajo tudi
pri visjih temperaturah fermentacije. Acetaldehid je visoko hlapna spojina z znacilno
"sherry” aromo in ima pomembno vlogo pri razvijanju barve vina zaradi tvorbe
polimernih pigmentov skupaj z antocianini in tanini.

Nekateri sevi mlecnokislinskih bakterij Oenococcus oeni in Lactobacillus lahko
pretvarjajo acetaldehid v ocetno kislino in etanol, kar ima lahko za posledico
zmanjSanje intenzitete barve vina in zmanjSanje vonja po zelenem. V vinu se nahajajo
Se furfurol, ki daje vonj po prazenem kruhu, metilfurfurol in oksimetilfurfurol.
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2.2.8.2 VISJT ALKOHOLI

Visji alkoholi, estri in mascobne kisline nastajajo predvsem z delovanjem kvasovk
med alkoholno fermentacijo in zato predstavljajo fermentacijsko aromo. Koli¢insko
prevladujejo visji alkoholi, Steviléno pa estri. Visji alkoholi so alkoholi z vecjo
molsko maso kot jo ima etanol (Fugelsang, 1997).

Vi§ji alkoholi nastanejo z dekarboksilacijo in redukcijo ustreznih a-ketokislin, ki so
produkt preoblikovanja aminokislin po Erlichovi poti ali razgradnje ogljikovih
hidratov. Erlichova pot biosinteze visjih alkoholov vkljucuje tvorbo ketokislin,
dekarboksilacijo in redukcijo aldehidov do visjih alkoholov.

H
It,'--I COOH + Ry—C—COOH ————» R—C—COOH + R-—?—-—(I)OH
NH, o-Keto kislina NH,
Dekarboksilaza

M
Aldehid
o  NaDH y
Dehidrogenaza Alkohol

Slika 2: Splosni prikaz tvorbe visjih alkoholov iz aminokislin in a-keto kislin (Fugelsang, 1997)

Lee (1983) je ugotovil, da so najpomembnejsi visji alkoholi, ki tvorijo 95 % skupnih
vi§jih alkoholov:
e n-propanol,
e n-butanol,
e izobutanol,
e amilni alkohol,
e izoamilni alkohol.
Ostalih 5 % pa prestavljajo naslednji visji alkoholi:
e l-pentanol,
e heksanol,
e izopropanol.
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Visji alkoholi se v vinu nahajajo v koncentracijah med 80 in 540 mg/L; koncentracije
do 300 mg/L prispevajo k prijetni aromi vina, medtem ko koncentracije nad 400 mg/L
dajo nezazeljeno aromo (Rapp in Mandrey, 1986). Med staranjem vina se nadaljnje
tvorijo estri, ki prispevajo k vecji sadnosti in polnosti vina.

Mlecnokislinske bakterije med potekom MLF (malolactic fermentation oz. jabol¢no-
mlecnokislinska fermentacija) pomembno vplivajo na senzori¢ne lastnosti. 1z 2,3-
butandiola tvorijo izobutanol, sintetizirajo pa tudi nekatere hlapne metabolite kot so
izoamilni alkohol, n-heksanol, 3-n-propanol in 2-feniletanol (Edwards in Peterson,
1994). Vsebnost nekaterih visjih alkoholov se med MLF poveca, to pa je mocno
odvisno od seva mle¢nokislinskih bakterij.

Metanol

Vsebnost metanola v vinu je odvisna od aktivnosti encima pektin metil esteraze, ki
odcepi zaestrene metilne skupine na poligalakturonskih verigah pektina. Encimska
aktivnost je najvecja med zorenjem grozdja in pri podaljSani maceraciji. Rdeca vina
zato vsebujejo vecje koncentracije metanola in sicer od 115-338 mg/L, medtem ko
bela vina vsebujejo od 41-72 mg/L metanola. V vinu ni zaZeljen zaradi toksi¢nosti
(Radovanovi¢, 1986)

1-propanol

Obstaja pozitivna korelacija med koncentracijo 1-propanola in koncentracijo amino
kislin. V vinih, katerih grozdje vsebuje ve¢ amino kislin so nasli tudi vecje
koncentracije 1-propanola. Tvori se iz produktov metabolizma sladkorjev s
kondenzacijo piruvata in acetil CoA, kot tudi po obi¢ajni Erlichovi poti, vendar ne iz
prekurzorja 2-amino butanojske kisline. Koncentracija 1-propanola z narasc¢ajoco
temperaturo alkoholne fermentacije pada (Ough in sod., 1966).

Izobutanol
Z naraSCajoCo temperaturo alkoholne fermentacije naras¢a tvorba izobutanola.
Mlecnokislinske bakterije tvorijo izobutanol iz 2,3-butandiola.

Izoamilni alkohol

[zoamilni alkohol v vecjih koncentracijah negativno vpliva na aromo vina. V manjsih
koncentracijah pa daje vinu posebno sadno in cvetno noto (Selli in sod., 2004).
Nastaja med alkoholno fermentacijo vina, je pa tudi produkt metabolizma
mlecnokislinskih bakterij.

2-feniletanol

Je Se posebej aromaticen alkohol, ki di$i po vrtnicah in je nosilec vinske arome.
Nastaja iz aminokisline fenilalanin med alkoholnim vrenjem mosta in med bioloskim
razkisom vina.
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2.2.83 ESTRI

Estri, kot je etil acetat in etilni estri mas¢obnih kislin so v veliki meri odgovorni za
sadno noto vina. Znano je, da so kvasovke med alkoholno fermentacijo sposobne
tvorbe estrov z encimom esteraza in alkohol acetiltransferaza. Nekateri avtorji
porocajo o povecanju vsebnosti estrov po kon¢anem bioloskem razkisu in posledi¢no
vecji sadnosti, medtem ko Davis in sod. (1988) porocajo o razgradnji estrov med MLF
zaradi esterazne aktivnosti mlecnokislinskih bakterij.

Najbolj pomemben je etil laktat, ki nastaja med potekom MLF, in doseze vrednosti
do 50 mg/L v rde¢ih vinih. Vsebnost le tega je moc¢no odvisna od aktivnosti
mle¢nokislinskih bakterij. Etil laktat daje vinu polnejsi okus. Vsebnosti etil acetata se
povecajo med MLF, vendar vsebnosti vecje od 200 mg/L negativno vplivajo na aromo
vina. K vecji sadnosti prispeva tudi vecja vsebnost izoamil acetatnega estra po
koncani MLF.

2.2.8.4 DIACETIL

Diacetil je diketon in izhaja iz metabolizma citronske kisline do katerega pride Sele po
pretvorbi jabol¢ne kisline v mle¢no, kar se zgodi pri bioloskem razkisu. Citronska
kislina se razgradi na molekulo oksalacetata in molekulo acetata z encimom liaza.
Aktivnost tega encima je povecana v mediju z majhno koncentracijo sladkorjev.
Oksalacetat se dekarboksilira v piruvat, iz katerega lahko nastanejo diacetil, acetoin in
2,3-butandiol ali pa laktat, etanol in nadalje sinteza mascobnih kislin. V okolju z
limitirajo¢o koncentracijo sladkorjev, nizkim pH in prisotnostjo rastnih inhibitorjev je
metabolizem citronske kisline usmerjen v tvorbo diacetila in acetoina. To pot
mlecnokislinske bakterije uporabljajo kot proces detoksifikacije. Nasprotno se pri hitri
rasti katabolizem citronske kisline usmerja v tvorbo mascobnih kislin (Ribéreau-
Gayon, 2000).

Med potekom MLF se tvori diacetil v obsegu od 1 do 4 mg/L, ki pomembno prispeva
k vecji polnosti in kompleksnosti arome vina. Vecje vsebnosti diacetila (5-7 mg/L)
nastajajo med MLF s pediokoki in povzro€ajo tipicno masleno noto (Fleet, 1993).

Z redukcijo diacetila nastajata acetoin in butilen glikol, ki pa nimata pomembnega
vpliva na aromo vina.

2.2.8.5 ZVEPLOVE SPOJINE

Nastajajo med alkoholno fermentacijo in so drugotnega pomena za cvetico vina, ker
nastajajo v majhnih koncentracijah. Imajo pa negativen vpliv na kakovost vina.
NajpomembnejSa zveplova spojina je vodikov sulfid, ki v vecjih koncentracijah
povzroc¢a vonj po gnilih jajcih.
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Druge pomembne Zveplove spojine pa so tioetri (dimetildulfid, dietilsulfid), tioli
(etanoltiol, 4-metiltio-1-butanol, 3-metiltio-propanol), tiolani (2-metil-3-tiolanon, 3-
metil-3-tiolanol) in estri Zveplo vsebujocih kislin (Wondra, 1996).

Vsebnosti metionola lahko narastejo med MLF, vendar ne preseZejo mejnih vrednosti
500 pg/L (Ugliano in Moio, 2005).

2.2.8.6 TERPENSKE SPOJINE

Pripadajo sekundarni rastlinski sestavi in imajo pomembno vlogo pri tvorbi sortne
arome, njihova biosinteza se zacne z acetil-CoA. Monoterpenske spojine sestavljajo
primarno aromo vina in so zato primerne pri sortni karakterizaciji vin (Wondra,
1996). Mlecnokislinske bakterije lahko razgradijo komplekse monoterpenov s
sladkorji in sicer z encimom [-glukozidaza.

2.2.8.7 FENOLNE SPOJINE

Tvorijo jih kvasovke, bakterije ali pa nastajajo s hidrolizo vi§jih fenolov. Hlapna
fenola 4-vinil gvajakol in 4-vinil fenol nastajata iz dveh hidroksicimetnih kislin, p-
kumarne in ferulne kisline z encimsko ali termi¢no dekarboksilacijo. Hlapni fenoli
pomembno vplivajo na aromo vina (Rapp, 1988).

Vsebnosti gvajakola, etil fenola, evgenola in vanilina se lahko povecajo po koncani
MLF zaradi dekarboksilacijske sposobnosti LAB (Selli in sod., 2004).

2.2.8.8 LAKTONI

V vinu nastajajo po razli¢nih metabolnih poteh in imajo v glavnem v- in 8- mlekulsko
strukturo. V vecjih koli¢inah nastajajo med staranjem vina in avtolizo kvasovk. Med
potekom MLF se lahko vsebnosti nekaterih laktonov malo povecajo npr. v-
butirolakton, stranski produkt metabolizma o-ketoglutarata, in pantolakton. Vinu
dajejo prijetno karamelno noto (Selli in sod., 2004).

2.3 BIOLOSKI RAZKIS

Bioloski razkis vina ali jabol¢no-mlecnokislinsko fermentacijo povzrocajo
mlecnokislinske bakterije (LAB, lactic acid bacteria), ki razgrajujejo jabol¢no kislino
v milejSo mlecno kislino in ogljikov dioksid. 1z 1 grama L-jabol¢ne kisline nastane
0,67 grama L-mlec¢ne kisline in 0,33 grama ogljikovega dioksida (Muhar in KoSmerl,
2005).
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Mlecnokislinske bakterije razvr§¢amo po karakterju med homofermentativne in
heterofermentativne. Med homofermentativne LAB uvr§¢amo rod Pediococcus, ki
izkori$¢a heksoze po EMP poti (Embden-Meyerhof-Parnasova pot), kjer se D-mle¢na
kislina tvori z redukcijo piruvata, medtem, ko med heterofermentativne LAB
uvr§¢amo rodova Lactobacillus in Oenococcus, ki poleg D-mlecne kisline in CO,
tvorita tudi razlicne koncentracije etanola in ocetne kisline (Ribéreau-Gayon in sod.,
2000).

MLF, ki obicajno sledi alkoholni fermentaciji, lahko poteCe spontano z
mlecnokislinskimi bakterijami, katerih izvor predstavljajo grozdje in kletarska
oprema, ali pa inducirano z dodatkom starter kultur. Spontana MLF je seveda iz
zornega kota kletarja bistveno tezja in nepredvidljva, tako potek kot samo vodenje in
dokoncanje MLF. Rezultati spontane MLF se pogosto odrazajo v visokih vrednostih
vzporednih produktov kot so povisane hlapne kisline, reduktivne arome v povezavi z
vecjimi koncentracijami rodu Pediococcus in v tvorbi biogenih aminov (Krieger,
2002). Kompleksnost arome, polnost in zaokrozenost okusa ter kislinsko ravnotezje
so najpomembnejsi dejavniki, ki vplivajo na Zeljene senzori¢ne parametre.

Mlecnokislinske bakterije, prisotne na grozdju, mostu ali vinu pripadajo rodovom
Lactobacillus, Pediococcus in Oenococcus. Najbolj prilagojena na neugodne pogoje
pa je vrsta Oenococcus oeni, saj prenese nizke vrednosti pH, nizke vsebnosti hranilnih
snovi in visoko vsebnost alkohola v vinu (Bartowsky in sod., 2002a). Pretvorba
dikarboksilne jabol¢ne kisline v monokarboksilno mle¢no kislino je pomembna
predvsem v severnih vinogradniskih podrocjih, kjer je vsebnost skupnih kislin vecja
in pH nizek. Vinarji uporabljajo MLF predvsem za dosego zeljene senzori¢ne
kakovosti vina, zaradi tvorbe "novih” aromati¢nih snovi, bistveno manj pa zaradi
njenega vpliva na zmanjSanje kislosti ali povecanja stabilnosti. Znano je tudi, da
nekateri sevi LAB tvorijo nezeljene arome, ki spominjajo na surovo maslo, aceton,
znoj, vonj po kvasovkah ali po lesu, ki lahko v celoti prekrijejo sadni karakter vina
(Kosmerl, 2003a).

Zaradi zelo selektivnega okolja razliénih mos$tov in vin, lahko samo nekaj
mle¢nokislinskih bakterij raste v vinu. Najbolj selektivno delujejo vrednost pH,
vsebnost SO, in etanola, pomemebne pa so tudi interakcije med kvasovkami in
bakterijami, prisotnost bakteriofagov, temperatura in dostopnost hranil, rastni
inibitorji in ostanki fungicidov. Interakcije med kvasovkami in bakterijami se izrazijo
predvsem pri koinokulaciji, ko dodamo starter kulture mlecnokislinskih bakterij v
most skupaj s selekcioniranimi kvasovkami. Na koncu alkoholne fermentacije, ko
potece avtoliza kvasovk in se zano sproscati vitamini, dusikove spojine, peptidi in
proste aminokisline, le-te pripomorejo kot rastni faktorji za mle¢nokislinske bakterije.
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Raziskave kaZejo, da imajo takSna vina bolj saden karakter, ve¢jo kompleksnost
arome in manjSi mle¢nokislinski znacaj kot pa vina, kjer potece MLF po koncani
alkoholni fermentaciji (Bartowsky in sod., 2002a).

Na rast vplivata pomembno tudi temperatura in etanol. Visoka temperatura zmanjSa
njihovo toleranco na alkohol, medtem ko pri prenizki temperaturi rastejo zelo pocasi
in v omejenem obsegu. Optimalna rast v prisotnosti 10 do 14 % alkohola je med 18 in
20 °C. Temperature nad 25 °C lahko popolnoma ustavijo rast (Kosmerl, 2004).

Vrsta Oenococcus oeni potrebuje za svojo rast tudi aminokisline arginin, cistin,
glutaminsko kislino, izoleucin, tirozin in valin (Tracey in Britz, 1989).

Prosti SO, v koncentraciji 10 mg/L lahko ubije vecino celic vrste Oenococcus oeni,
medtem ko vezani SO, z ve€ kot 30 mg/L zavira njihovo rast in omeji koncno gostoto
celic. Vec kot 50 mg/L skupnega SO, pa popolnoma inhibira rast in njihovo aktivnost.
Pri kon¢ni koncentraciji mle¢ne kisline nad 3 g/L je nenazadnje tudi rast zelo
upocasnjena ali popolnoma onemogocena.

Zaradi vecje tolerantnosti prevlada v vinu s pH pod 3,5 vrsta Oenococcus oeni,
medtem ko sta v vinu s pH nad 3,5 prisotna predvsem Lactobacillus in Pediococcus.
Oenococcus oeni lahko tolerira do 14 % alkohola, medtem ko se rast Lactobacillus
plantarum zaustavi ze pri 5-6 % alkohola. Moc¢nejsa rast pediokokov ni zazeljena saj
vodi v oljno konsistenco vina (vlecljivost ali sluzavost).

Starter kulture mle¢nokislinskih bakterij

S primerno pripravo starter kultur vino cepimo minimalno z 10° do 10’ CFU/ml.
Obicajno uporabljamo vrsto Oenococcus oeni zaradi njene vsesplosne odpornosti. Z
uporabo starter kultur pospesimo MLF ter zmanjSamo potencial kvara z drugimi
naravno prisotnimi bakterijami. Tako si zagotovimo kontrolo nad sevom in boljSo
kakovost vina s stalis¢a tvorbe nezelenih stranskih produktov, zlasti diacetila, acetoina
in ocetne kisline. Najustreznej$i ¢as za inokulacijo z mle¢nokislinskimi bakterijami je
takoj po koncani alkoholni fermentaciji, da se izognemo nezelenim interakcijam med
bakterijami in kvasovkami. Bakterijska rast lahko namre¢ tudi inhibira rast kvasovk,
kar vodi v zaustavitev alkoholne fermentacije in kvar vina.

Metabolizem

Vrsta Oenococcus oeni uspesnejse raste pod strogimi anaerobnimi pogoji. Znano pa je
tudi, da vecina sevov vrste Oenococcus oeni in rodu Pediococcus ne izKkoriSca
glicerola za svojo rast, zato med MLF ne pride do zmanjs$anja skupnega ekstrakta.
Nekateri sevi mlecnokislinskih bakterij pa pretvarjajo glicerol v akrolein, ki je
odgovoren za grenkobo nekaterih vin po koncani MLF. Katabolizem glicerola se
zgodi predvsem pri nizki koncentraciji fermentabilnih sladkorjev v mediju.
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V prisotnostni glukoze in glicerola v mediju pa LAB tvorijo majhne koli¢ine
glicerola- 0,8 g/L na mesec (Ribéreau-Gayon, 2000).

Vse vrste rodu Oenococcus potrebujejo za svojo rast nikotinsko kislino, tiamin, biotin
in pantotensko kislino. Rast nekaterih mle¢nokislinskih bakterij se v vinu pospesi v
prisotnosti polisaharidov plesni Botrytis cinerea, ki delujejo kot zas¢ita pred
nekaterimi toksi¢nimi mas¢obnimi kislinami.

Mlecnokislinske bakterije porabljajo za svojo rast heksoze in pentoze. Oenococcus
oeni pretvarja heksoze v fosfoketolazni poti, po kateri metabolizirajo pentoze tudi
ostale vrste mle¢nokislinskih bakterij. Produkta metabolizma pentoz sta laktat in
acetat, z metabolizmom heksoz pa nastajajo laktat, etanol in CO,. Mle¢nokislinske
bakterije porabljajo glukozo in fruktozo za rast in izgradnjo lastnih struktur (0,3-2
g/L). Pokazatelj metabolizma sladkorjev je nastanek D-mlecne kisline, kar pa lahko
vodi tudi v bolezen vina, t.i. mle¢nokislinski cik (Fleet, 1993).

Nekateri avtorji navajajo tudi porast vsebnosti glukoze in fruktoze med potekom
MLF, kar pripisujejo hidrolizi glikoziliranih komponent ali polisaharidov. Dokazano
je namre¢, da imajo LAB encim B-glukanazo za razgradnjo polisaharidov, kot je na
primer glukan.

LAB so sposobne razgraditi tudi nekatere aldehide. Acetaldehid, kot najbolj
pomemben aldehid v vinu, daje vinu neprijeten vonj po zelenem. Dokazano je bilo, da
so nekatere LAB sposobne razgraditi acetaldehid v etanol in acetat, kar pomembno
prispeva k boljsi aromi in manjsi porabi SO, v vinu (Liu, 2002).

Dokazana je tudi B-glukozidazna aktivnost mlecnokislinskih bakterij, s katero se
sprostijo monoterpeni in antocianini, vezani na sladkorje z glikozidazno vezjo. Tako
vezani monoterpeni so nehlapni in tudi nearomati¢ni. S hidrolizo vezi dobimo hlapne
in aromati¢ne monoterpene, sladkorje in antocianine, kar vodi v redukcijo barve (Liu,
2002).

Znano je, da so LAB poleg kvasovk sposobne dekarboksilirati fenolne spojine, kot sta
ferulna in p-kumarna kislina, v hlapne fenole (npr. 4-etilgvajakol in 4-etilfenol). Ti
hlapni fenoli imajo lahko pozitiven ali negativen vpliv na aromo vina, kar je odvisno
od njihove koncentracije. Sposobnost katabolizma fenolnih spojin imajo predvsem
laktobacili in pediokoki, medtem ko za druge mlecnokislinske bakterije to Se ni
dokazano (Liu, 2002).

Estri, kot je etil acetat in etilni estri mas¢obnih kislin so v veliki meri odgovorni za
sadno noto vina. Znano je, da so kvasovke med alkoholno fermentacijo sposobne
tvorbe estrov z encimom esteraza in alkohol acetiltransferaza. Za LAB prisotnost tega
encima $e ni potrjena, kljub temu, da raziskave kazejo povecanje vsebnosti nekaterih
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estrov tekom MLF. Povecajo se predvsem vsebnosti naslednjih estrov: etil acetat, etil
laktat, etil heksanoat in etil oktanoat. Zanimivo pa je, da se vsebnosti nekaterih estrov
tekom MLF povecajo, medtem ko se vsebnosti drugih estrov zmanjSajo med potekom
MLF, kar se pripisuje hidrolizi masc¢obnih kislin in kemijski esterifikaciji (Liu, 2002).

Raziskave kazejo, da imajo nekatere LAB sposobnost razgradnje mascobnih kislin z
lipazami. To v veliki meri negativno vpliva na aromo vina, saj so spros¢ene mascobne
kisline zaznavne ze v zelo majhnih koncentracijah (Liu, 2002).

Proteoliti¢na aktivnost LAB ni mo¢no razsirjena med oenokoki, je pa odvisna od seva
LAB. Ni Se povsem pojasnjen vpliv proteolize na aromo vina, vendar pa je znan
negativen vpliv na stabilnost takega vina (Liu, 2002).

Osnovne reakcije mikrobnega katabolizma aminokislin vkljucujejo dekarboksilacijo,
transaminacijo, deaminacijo in odstranitev zvepla. Produkti katabolizma aminokislin z
mlec¢nokislinskimi bakterijami so aldehidi, alkoholi, kisline in amini, ki imajo
znacilen vpliv na aromo vina. Vsebnost nekaterih vi§jih alkoholov se tako mocno
povec¢a med MLF, medtem ko se vsebnost drugih ali zmanjsa ali ne spremeni bistveno
(Liu, 2002).

Dejstvo je, da nekateri sevi Oenococcus oeni lahko tvorijo tudi biogene amine, ki so
lahko toksi¢ni za ¢loveka v odvisnosti od koncentracije in ¢lovekove obcutljivosti.
Najbolj toksi¢en biogen amin je gotovo histamin, katerega toksi¢nost je Se
potencirana v prisotnosti ostalih biogenih aminov kot je putrescin. Le-ta nastaja z
dekarboksilacijo ornitina, ta pa nastane z degradacijo arginina, ene izmed najbolj
zastopanih aminokislin v vinu in moStu. Razpad arginina poteka preko arginin-
deaminazne poti, kjer sodeluje kompleks treh encimov. Pri nekaterih sevih je bila ta
aktivnost inhibirana pri vrednost pHih nizjih od 3,6, medtem ko je pri drugih sevih
razgradnja arginina in tvorba ornitina potekala Se pri vrednost pHi 3,3 (Mangani in
sod., 2005).

Oenococcus oeni metabolizira citronsko kislino do diacetila, acetoina in 2,3-
butandiola. Pomemben je predvsem diacetil zaradi svoje znacilne maslene note. Visje
koncentracije diacetila (5 do 7 mg/L) niso zazeljene v vinu, medtem ko v manjSih
koncentracijah pripomore k boljsi kakovosti vina (Krieger, 2002).

V anaerobnih pogojih se pretvarjajo piruvat, acetaldehid in a-ketoglutarat ob tvorbi
etanola in ocetne kisline. Omenjene spojine so znani porabniki zvepla, zato vina po
kon¢ani MLF potrebujejo manjSe koli¢ine SO, za zas¢ito.
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Vpliv MLF na senzori¢ne lastnosti vina

Raziskave kazejo pozitiven vpliv MLF na kompleksnost arome vina. Vina z
opravljenim bioloskim razkisom imajo ve¢jo sadnost in polnost z zmanjSanim
priokusom po zelenem, verjetno zaradi razgradnje aldehidov. Vecja sadnost izvira iz
tvorbe estrov, medtem ko maslena nota izvira iz tvorbe diacetila, ki v manjsih
koncentracijah pripomore k vecji polnosti in boljSemu telesu vina. Vpliv MLF na
aromo vina je odvisen od seva LAB, sorte vina in pogojev MLF (Liu, 2002).

2.4 NAMEN NALOGE

Namen diplomske naloge je ugotoviti vpliv bioloskega razkisa na nastanek hlapnih
komponent in s tem na samo kakovost in specifi¢nost arome vina. Bioloski razkis smo
spremljali v 5 do 10 litrnih fermentacijskih posodah na sorti Modra frankinja in nato
opravili ustrezne kemijske analize. Bioloski razkis smo vodili pri dveh razlicnih
temperaturah (24 in 16° C), z dvema sevoma mlecnokislinskih bakterij (a
mlecnokislinske bakterije UVAFERM in mle¢nokislinske bakterije L31 LALVIN),
rezultate smo primerjali z vinom brez bioloskega razkisa in z vinom, kjer je stekel
spontani bioloski razkis. S poskusom smo Zeleli doseci optimalen proces bioloskega
razkisa in dosego boljse kakovosti vina z bolj polnim okusom, harmonijo in ustrezno
sestavo hlapnih komponent.

2.5 DELOVNE HIPOTEZE

Pricakujemo razlike pri fizikalno-kemijskih in senzori¢nih parametrih med vzorci z
opravljenim bioloSkim razkisom pri razliénih pogojih in z razlicnimi sevi
mlecnokislinskih bakterij v primerjavi z vzorci vin brez bioloskega razkisa in vzorci s
spontanim bioloSkim razkisom. Predvidevamo tudi, da bo bioloski razkis lazje in
hitreje potekal pri ustreznejsi, tj. vis§ji temperaturi.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 ZASNOVA POSKUSA

Poskus bioloSkega razkisa smo izvedli na vinu sorte modra frankinja, pridelanem v
belokranjskem vinorodnem okoliSu in sicer v KZ Metlika, Vinska klet Metlika.
Poskus smo izvedli po koncani alkoholni fermentaciji, ko vino $e ni bilo zZveplano in
pretoceno. Potek poskusa bioloSkega razkisa je prikazan na sliki 3.

V vzorce smo dodali razli¢ne seve mle¢nokislinskih bakterij vrste Oenococcus oeni.
V vzorce V1, V1', V3 in V3' smo tako dodali o LAB (mle¢nokislinske bakterije)
UVAFERM in v vzorce V2, V2', V4 in V4' L31 LAB LALVIN. Vzorca K1' in K2'
predstavljata kontrolo poskusa zaradi dodatka zvepla, da smo preprecili morebiten
potek bioloskega razkisa. V vzorca K1 in K2 pa nismo dodali Zvepla, ker smo Zeleli,
da potece spontan bioloski razkis, kar se je kasneje tudi potrdilo.

V poskusu smo Zeleli ugotoviti tudi vpliv temperature na potek bioloskega razkisa,
zato smo vzorce razdelili v dva prostora. V prostor z visjo temperaturo (24 °C) smo
dali vzorce V1, VI', V2, V2', K1 in K1'. V prostor z nizjo temperaturo(16 °C) pa
vzorce V3, V3', V4, V4' K2 in K2'. Tako smo imeli v vsakem prostoru vzorca z o
LAB, vzorca z L31 LAB, kontrolo in vzorec brez zvepla. Vzorci z oznako '
predstavljajo paralelko.

Pri poskusu nas je zanimal predvsem vpliv temperature na potek bioloSkega razkisa in
pa vpliv razlicnih sevov mle¢nokislinskih bakterij na senzori¢no kvaliteto vina. Pred
inokulacijo smo naredili osnovne kemijske analize vina. BioloSki razkis smo
spremljali tedensko s kemijskimi analizami vrednosti pH in titrabilnih kislin ter s
papirno kromatografijo, kjer smo zasledovali nastanek mle¢ne kisline. Vmes pa smo
tudi vzeli vzorcke za analizo organskih kislin, sladkorjev in glicerola s HPLC. V
vzorcih, ki so bili izpostavljeni visji temperaturi, je bil bioloski razkis prakti¢no
zakljuCen v 16 dneh, medtem ko so vzorci, izpostavljeni nizji temperaturi, zaostajali 7
dni in je bil tam bioloski razkis zaklju€en po 23 dneh. Po zakljucku bioloskega razkisa
smo vzorce vin zveplali in pretocili, nato pa opravili Se zaklju¢ne kemijske analize in
senzori¢no analizo vzorcev vin.
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Osnovno vino
Inokulacija (24.10.05) Kontrola Osnovne kemijske
8x10 L: 4x5 L: analize
VI1,V1', V3, V3:a K1, K2: brez zvepla
LAB K1', K2": dod.zvepla
V2,V2',V4,V4' L31
LAB
ViS§ja temperatura (24 °C) NiZja temperatura (16 °C)
V1, Vl1', V2, V2, KI1, K1' V3, V3, V4, V4, K2, K2'

\ /

Spremljanje bioloskega razkisa
(kemijske analize)

|

Zakljucek bioloskega

razkisa
Vzorci pri visji Vzorci pri nizji
temperaturi (9.11.05) temperaturi (16.11.05)

Zveplanje in
pretok vzorcev vin

l

Zakljucne analize

Senzori¢na analiza Kemijske analize

Slika 3: Prikaz poteka poskusa
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3.2 METODE DELA

Analize smo opravili na Katedri za vinarstvo, Oddelka za zivilstvo, Biotehniske
fakultete v Ljubljani.

Kemijske analize smo opravili v vinu pred zaCetkom poskusa (brez bioloSkega
razkisa), med samim spremljanjem bioloskega razkisa in po koncanem bioloSkem
razkisu. V vinu pred za¢etkom poskusa smo opravili naslednje analize:

e vrednost pH,

e vsebnost skupnih (titrabilnih) kislin,

e vsebnost alkohola,

e vsebnost skupnega Zvepla,

e vsebnost skupnih fenolov,

e analize barvnih parametrov,

e analize organskih kislin, sladkorjev in glicerola s HPLC,

e analize vi§jih alkoholov in estrov s plinsko kromatografijo,

e vsebnost hlapnih kislin,

e ostanek sladkorja.

Bioloski razkis smo spremljali tedensko z analizami vrednosti pH, skupnih titrabilnih
kislin, analizami s HPLC in s papirno kromatografijo. Po konCanem bioloskem
razkisu smo v vzorcih opravili naslednje analize:

e vrednost pH,

e vsebnost skupnih (titrabilnih) kislin,

e analize organskih kislin, sladkorjev in glicerola s HPLC,

e analize vi§jih alkoholov in estrov s plinsko kromatografijo,

e vsebnost alkohola,

e vsebnost skupnih fenolov,

e analize barvnih parametrov,

e vsebnost hlapnih kislin,

e senzori¢na analiza.
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3.2.1 KEMIJSKE ANALIZE VINA
3.2.1.1 DOLOCANJE VREDNOSTI pH (Ko$merl in Kag¢, 2003)

Merjenje vrednosti pH temelji na merjenju razlike v potencialu med dvema
elektrodama, ki sta potopljeni v vzorec moSsta ali vina. Referencna elektroda ima
stalen potencial, druga, steklena elektroda pa ima potencial, ki je funkcija aktivnosti
H;0" ionov v raztopini. Uporabljali smo kombinirano stekleno elektrodo. Uporabili
smo pH meter znamke Metller Toledo DL 50 graphix, ki smo ga predhodno umerili z
dvema pufrnima raztopinama in nato izmerili vzorcu vrednost pH.

3.2.1.2 DOLOCANIJE SKUPNIH (TITRABILNIH) KISLIN (Ko$merl in Kag, 2003)

Metoda temelji na potenciometri¢ni titraciji skupnih kislin z mo¢no bazo do koncne
tocke pH 7,00 kot jo definira Mednarodni urad za trto in vino (O.1.V.) oziroma do
koncne tocke pH 8,20 kot jo definira AOAC (The Official Methods of Analysis of the
Association of Official Analytical Chemists). Uporabili smo pH meter znamke
Metller Toledo DL 50 graphix, kjer smo izvedli dvotockovno titracijo do pH=7 in
pH=8,2.

Masno koncentracijo skupnih titrabilnih kislin, izrazeno v g vinske kisline/L,
izraCunamo po naslednji formuli:

a-c-M
v-2 (1)

TK(g/L) =

a...poraba titranta

c...koncentracija baze (0,1 M)

M...molska masa vinske kisline (150,09 g/mol)

v...volumen vzorca (25 ml)

2...molsko razmerje kemijske reakcije med NaOH in vinsko kislino

3.2.1.3 DOLOCANJE RELATIVNE GOSTOTE, SKUPNEGA EKSTRAKTA IN
ALKOHOLA (KoSmerl in Kac¢, 2003)

Relativna gostota je razmerje med gostoto vina pri 20 °C in gostoto vode pri enaki
temperaturi. Skupni ekstrakt vina sestavljajo po definiciji O.1.V. pri 100 °C nehlapne
komponente vina (sladkorji, fiksne kisline, organske soli, idr.). Ekstrakt brez sladkorja
je po definiciji razlika med ekstraktom in reducirajo¢imi sladkorji.

Alkohol v vinu je etanol, ki nastane kot glavni produkt alkoholnega vrenja s
kvasovkami iz glukoze in fruktoze v mostu.
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Meritve smo opravili na aparaturi znamke Metller Toledo DE 45 Density meter, kjer
smo odcitali relativno gostoto vzorca in alkoholnega destilata ter vsebnost alkohola.

Relativno gostoto skupnega ekstrakta izraCunamo po AOAC s pomocjo Tabari¢jevega
obrazca:

dSE: dv —da+ 1,0000 (2)

d,...relativna gostota vzorca vina
da...relativna gostota alkoholnega destilata

Na podlagi znane relativne gostote dgsg iz tabele od¢itamo masno koncentracijo
skupnega ekstrakta v vinu (g skupnega ekstrakta/L vina).

3.2.14 DOLOCANJE REDUCIRAJOCIH SLADKORJEV PO REBELEINU
(Kosmerl in Kac, 2003)

Prevladujoca sladkorja v grozdju, mostu in vinu sta glukoza in fruktoza. Popolnoma
suha vina vsebujejo priblizno 1 g/L reducirajocih sladkorjev.

Fehlingov reagent kvantitativno oksidira reducirajoce sladkorje v karboksilne kisline.
S segrevanjem do vrenja potece v reakcijski zmesi oksidacija reducirajocih sladkorjev
v kisline, dvovalentni bakrov ion iz reakcijske zmesi pa se reducira do enovalentnega
bakrovega oksida, ki se izlo&i iz raztopine kot oborina. Preostali Cu®" ioni se v
raztopini kalijevega jodida v kislem reducirajo, nastali jod pa titrimetri¢no dolo¢imo z
raztopino natrijevega tiosulfata v prisotnosti Skrobovice kot indikatorja. Koncentracijo
reducirajoCih sladkorjev (g/L) odcCitamo direktno iz birete ob upoStevanju slepega
vzorca (to vrednost odStejemo od rezultata)

3.2.1.5 DOLOCANJE ZVEPLOVEGA DIOKSIDA V VINU PO RIPPERJU
(Kosmerl in Kac, 2003)

Dolocanje prostega in skupnega Zveplovega dioksida po Ripperjevi metodi temelji na
oksidacijsko-redukcijski reakciji z raztopino joda. Za doloc€itev prostega SO, vzorec
vina najprej nakisamo z dodatkom Zzveplove(VI) kisline in s tem zmanjSamo
oksidativni vpliv vina pri titraciji z raztopino joda. Jod oksidira zveplovo(IV) kislino v
zveplovo(VI) kislino in v kon¢ni tocki titracije prebitna koli¢ina joda obarva raztopino
modro. Za dolocitev koncentracije skupnega SO, pa vzorcu vina najprej dodamo 1 M
raztopino NaOH, da dosezemo hidrolizo vezanega SO,. Nato sledi dodatek ostalih
reagentov in jodometri¢na titracija kot pri dolocanju prostega SO..
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Koncentracijo prostega SO, izraunamo po naslednji formuli:

a-c-M-1000
v-n ..(3)

Cso,(mg/l) =

a...volumen standardizirane raztopine joda (ml)

c...koncentracija joda (0,01 M)

M...molska masa SO, (64 g/mol)

n...molsko razmerje kemijske reakcije med jodom in zveplovim dioksidom (n=1)
v...volumen vzorca (25 ml)

Koncentracijo skupnega SO, (mg/l) izratunamo na enak nacin kot koncentracijo
prostega SO,.

3.2.1.6 DOLOCANJE HLAPNIH KISLIN (Kosmerl in Kag, 2003)

Hlapne kisline v vinu so predvsem mravlji¢na, ocetna in butanojska kislina. Te
dolo¢imo titrimetri¢no s standardizirano vodno raztopino NaOH v destilatu vina po
destilaciji z vodno paro (destilacijska naprava D.E.E. Gibertini). Rezultat izrazimo
kot ocetno kislino (g/L). V destilat ne preidejo mle¢na, jantarna ali sorbinska kislina,
niti ogljikov dioksid ali Zveplova(IV) kislina. Manjse koli¢ine hlapnih kislin nastajajo
kot stranski produkt med alkoholnim vrenjem vina in pa pri bioloskem razkisu, kjer
nastaja predvsem ocetna kislina kot posledica razgradnje citronske kisline. Napaka in
bolezen vina (ocetnokislinski ton in cik) sta senzori¢no zaznavna v vonju ze pri
koncentraciji okrog 0,6-0,9 g ocetne kisline /L, kar je manj kot zakonsko dovoljena
maksimalna koncentracija.

Koncentracijo hlapnih kislin, izrazeno kot masno koncentracijo ocetne kisline (g/L),
izraCunamo po naslednji formuli:

50
HK(g/L)=a-c-M-| >
(g/L)=a-c (1000)

..(4)
HK...koncentracija hlapnih kislin, izrazena kot ocetna kislina (g/L)

a...poraba titranta (ml)

c...koncentracija NaOH (0,1 mol/L)

50...razredc¢itveni faktor

M...molska masa ocetne kisline (60,05 g/mol)
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3.2.1.7 DOLOCANIJE FENOLNIH SPOJIN V VINU PO SINGLETONU IN
ROSSIJU (Kosmerl in Kac, 2003)

Metoda je spektrofotometri¢na na podlagi dejstva, da fenolne spojina absorbirajo
predvsem svetlobo UV spektra in vidnega spektra. Z merjenjem absorbance pri
primerni  valovni dolzini lahko ocenimo koncentracijo skupnih fenolov
(spektrofotometer Shimadzu, UV-160A).

V vzorec dodamo Folin-Ciocalteujev reagent, ki v alkalni raztopini (dodatek
natrijevega karbonata) reducira fenolne spojine. Ob prisotnosti fenolatnega aniona
poteCe redukcija volframata(VI) in molibdata(VI) (reagenta Folin-Ciocalteuja) in
raztopina se obarva modro. Raztopina nereducirane oblike je rumene barve.
Absorbanco reakcijske meSanice izmerimo pri valovni dolzini 765 nm. Masno
koncentracijo skupnih fenolnih spojin od¢itamo iz umeritvene krivulje in rezultat
izrazimo kot mg galne kisline/L. Galno kislino uporabimo kot standardno referencno
spojino za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin.

— 0,60 +

3 y = 0,001x + 0,0063

5 090 R2 = 0,9992

W 0,40 -

<

s 0,30 -

e

& 0,20 -

2
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o]

© 0,00 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

koncentracija galne kisline (mg/L)

Slika 4: Primer umeritvene krivulje za dolo¢anje koncentracije skupnih fenolnih spojin

3.2.1.8 DOLOCANJE BARVE VINA (Kosmerl in Kag, 2003)

Poleg antocianinov v rdecih vinih vsebujejo bela vina tudi sledove nekaterih barvil:
klorofila, karotina in ksantofila. V hladnih klimatskih razmerah vsebuje grozdje
bistveno ve¢ klorofila, ki obarva vino zaznavno zelenkasto v primerjavi s svetlo
rumeno do rumenkastorjavo (jantarno) barvo vina, ki pomeni, da sledovi klorofila
niso opazni.

V praksi obarvanost vin merimo direktno s spektrofotometrom in sicer merimo
absorbanco vzorca pri valovni dolzini 420 nm. V spektru svetlobe od 400-440 nm
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izmerimo tudi odtenke rjave barve belih vin. Za dolo¢anje barve rde¢ih vin pa merimo
absorbanco pri valovnih dolzinah 420, 520 in 620 nm, kjer pa je potrebno vzorce vin
predhodno razredc¢iti s purno raztopino, obi¢ajno v razmerju 1:10.

pH pufrne raztopine mora biti ¢im bolj enak pH analiziranega vzorca. Vsota
absorbanc predstavlja intenziteto barve, medtem ko razmerje absorbance pri 420 nm
in 520 nm pomeni odtenek barve. Uporabili smo spektrofotometer Shimadzu, UV-
160A.

Izracuni osnovnih barvnih parametrov
¢ intenziteta barve (bela vina)

I'= Ay (5
e intenziteta barve (rdeca vina)

I=) (Apy + Asyy + Agyy) 6
e ton barve

ton = ﬂ (7)

520

e delez (%) rdecCe barve, tj. prostih in vezanih antocianinov v obliki flavilijevega
kationa

_ (A420 + A620)) . Al . 100

dAF (%) = (Aszo 2
520 (8)

e delez (%) rdece barve pri posamezni valovni dolzini

LN

dA,,, (%) =| —2%1-100
pri 420 nm: 1 ..(9)
A
dAs,, (%) =| —21-100
pri 520 nm: 1 ...(10)
A
dAg,, (%) =| —2%1-100

pri 620 nm: 1 ..(11)
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3.2.1.9 DOLOCANJE VSEBNOSTI ORGANSKIH KISLIN, SLADKORJEV IN
GLICEROLA S HPLC

Kromatografija je danes najbolj razSirjena tehnika locevanja komponent vzorca, ki
omogoca kvalitativno in kvantitativno doloCanje posameznih snovi v zmesi
(Schneider s sod., 1987). Tehnika temelji na porazdelitvi vzorca med mobilno fazo, ki
je lahko tekocina ali plin in stacionarno fazo, ki je lahko trdna snov ali tekocCina.
Razvitih je ve¢ kromatografskih metod. Do lo¢itve komponent pride zaradi razlicnih
fizikalnih ali kemijskih interakcij med vzorcem ter stacionarno in mobilno fazo.
Vsebnost organskih kislin smo izmerili s teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti
(HPLC).

Je izredno hitra zaradi enostavne priprave vzorca (vkljucuje samo filtracijo), omogoca
zadovoljivo lo€bo in kvantitativno dolocitev vinske, jabol¢ne, citronske, mlecne,
ocetne, Sikimske, piruvi¢ne, fumarne in jantarne kisline v mostu in suhem, polsuhem,
polsladkem in sladkem vinu. Za doloc¢anje sladkorjev (saharoza, glukoza, fruktoza) in
glicerola ter etanola je priprava vzorca za bela vina enaka kot pri pripravi vzorca za
dolo¢anje organskih kislin, medtem ko je za rdeCa vina priprava vzorca nekoliko
daljsa, saj poleg filtracije vkljuCuje Se razbarvanje vzorca s pomocjo aktivnega oglja.
Opravili smo analize vinske, jabol¢ne, mle¢ne in citronske kisline. Dolo¢ili smo
vsebnosti glukoze, fruktoze in glicerola.

topilo razplinjevalnik ~ HPLC ¢rpalka  avtomatski kolona detektor zapis

injektor signala

Slika 5: HPLC aparatura (Stancar, 1996)

Meritve analiz se avtomatsko shranjujejo v racunalniku, ki nam za vzorec izriSe
kromatogram — to je krivulja, ki opiSe odvisnost absorbance (0z. merjene koli¢ine) od
casa. Nadaljujemo z identifikacijo komponent. Spojine pri znanih kromatografskih
pogojih in pri dobri kromatografski lo¢bi lahko identificiramo z retenzijskim ¢asom
(t;). Retenzijski Cas je Cas zadrzevanja komponente v koloni.

Ko spojine identificiramo, moramo dolociti §e njihove koncentracije. To storimo z
merjenjem povrSine pod krivuljo oz. merjenjem viSine krivulje. S pomocjo teh
vrednosti in vrednosti izmerjenih pri standardih (vzorci z znanimi koncentracijami
merjenih komponent) lahko izra¢unamo vsebnosti v vzorcu (Zorz, 1991).
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Slika 6: Primer kromatograma za HPLC

Za doloCanje vsebnosti organskih kislin smo uporabili UV-VIS detektor.
Kromatografski pogoji so bili:

razplinjevalnik: Jour Research, X-Act,

¢rpalka: Knauer , Maxi star K-1000,

kolona: Bio-Rad, Aminex, HPX-87H, dimenzije 300 mm X 7,8 mm,
mobilna faza: 0,0125 M H,SOy,

pretok mobilne faze: 0,5 mL/min,

temperatura: 65 °C,

volumen injiciranja: 20 pL,

detektor: UV-VIS, Knauer,

avtomatski podajalec vzorcev: Spark Holland, Marathon-XT,

zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000.

Vsebnost sladkorjev glukoze, fruktoze in poliola glicerola, smo dolocali z RI
detektorjem. Kromatografski pogoji so bili:

razplinjevalnik: Jour Research, X-Act,

¢rpalka: Knauer , Maxi star K-1000,

kolona: Bio-Rad, Aminex, HPX-87H, dimenzije 300 mm X 7,8 mm,
mobilna faza: 0,0025 M H,SOy,

pretok mobilne faze: 0,5 mL/min,

temperatura: 25 °C,

volumen injiciranja: 20 puL,

detektor: RI detektor, K-2301, Knauer,

avtomatski podajalec vzorcev: Spark Holland, Marathon-XT,

zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000.
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Pripravimo si pet standardov z razlicnimi koncentracijami vinske, jabol¢ne, mle¢ne,
citronske in jantarne kisline ter pet standardov z razli¢nimi koncentracijami saharoze,
glukoze, fruktoze in glicerola za pripravo umeritvene krivulje. Zatehte organskih
kislin in sladkorjev raztopimo v 10 ml 96 % etanola, ki ga dolijemo v 100 ml bucko in
dopolnimo z deionizirano vodo do oznake.

Preglednica 1: Koncentracije organskih kislin v pripravljenih standardih

Sl S2 S3 sS4 S5
(/100 ml) (/100 ml) (/100 ml) (/100 ml) (/100 ml)
Vinska 0,020 0,050 0,100 0,200 0,400
Jaboléna 0,020 0,050 0,100 0,200 0,400
Mleéna 0,020 0,040 0,080 0,150 0,300
Citronska 0,006 0,010 0,020 0,050 0,100
Jantarna 0,006 0,010 0,020 0,050 0,100

Preglednica 2: Koncentracije sladkorjev in glicerola v pripravljenih standardih

S1 ) S3 S4 S5
(/100 ml) (/100 ml) (/100 ml) (/100 ml) (/100 ml)
Saharoza 0,012 0,025 0,050 0,100 0,200
Glukoza 0,025 0,050 0,100 0,200 0,400
Fruktoza 0,025 0,050 0,100 0,200 0,400
Glicerol 0,200 0,300 0,400 0,500 0,700

Vzorce, kjer smo dolocali vsebnost organskih kislin, smo predhodno centrifugirali 10
min na 4000 min™ in jih filtrirali skozi membranski filter velikosti 0,45 um. Vzorcem,
kjer smo dolocali vsebnost sladkorjev in glicerola pa smo predhodno dodali aktivno
oglie za razbarvanje in 3ele potem centrifugirali 10 min na 4000 min" in filtrirali
skozi membranski filter velikosti 0,45 pm. Koncentracije organskih kislin in
sladkorjev v vzorcih smo izrac¢unali z merjenjem visine vrhov.

3.2.1.10 DOLOCANJE HLAPNIH KOMPONENT S PLINSKO
KROMATOGRAFIJO (GC)

Plinska kromatografija je vrsta kromatografije, kjer mobilno fazo predstavlja inerten
nosilni plin (dusik, helij), stacionarno fazo pa ali mikroskopski sloj tekocine ali
inerten trden nosilec. Uporablja se za snovi, ki jih lahko uparimo. Osnova plinske
kromatografije je razlicna porazdelitev snovi v plinskem stanju med stacionarno fazo
in plinsko mobilno fazo. Vzorce smo predhodno destilirali in nato v destilatu dolocili
vsebnosti hlapnih komponent in vi§jih alkoholov. Pripravili smo tudi standarde za
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umeritveno krivuljo. Koncentracije posameznih komponent v vzorcu smo izracunali s

pomocjo umeritvene krivulje ob znanih povrSinah nasih vzorcev.

Kromatografski pogoji so bili:

kolona: HP FFAP, dimenzije 50 m x 0,2 mm x 0,3 mm,
zacetna temperatura: 40 °C (6 min),

temperaturni gradient: 25 °C/min,

koncna temperatura: 220 °C (5 min),

injektor: razdelitev 1:50, 200 °C,

volumen injiciranja: 1,0 pL,

tlak 2,18 bar,

pretok Ny: 45 mL/min,

detektor: FID, 300 °C,

pretok Hy: 40 mL/min,

pretok zraka: 450 mL/min,

nosilni plin: He, pretok ImL/min,

zapis signala in obdelava podatkov: programska oprema GC Chem Station.

Odv. povrsine od koncentracije acetaldehida
120 -
100 4 y =0,1536x + 0,2375
R? = 0,9994
-~ 80 -
E 60 -
< 40 -
20 -
0 100 200 300 400 500 600 700
c (mgll)

Slika 7: Primer umeritvene krivulje za dolocanje koncentracije acetaldehida



Ambrozi¢ M. Vpliv bioloskega razkisa na nastanek hlapnih komponent vina.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006 32

3.2.1.11 DOLOCANJE VSEBNOSTI VINSKE, JABOLCNE IN MLECNE KISLINE
S PAPIRNO KROMATOGRAFIJO

S papirno kromatografijo locujemo komponente, ki so obarvane ali se dajo obarvati.
Topilo potuje navzgor po papirju in s seboj nosi komponente, topne v topilu. Zaradi
razli¢ne topnosti v topilu in razli¢nih interakcij med papirjem in komponentami, se
snovi lahko lo¢ijo. Vidne jih lahko napravimo pod UV svetobo ali z dodatkom
ninhidrina. S papirno kromatografijo sem zasledovala jabol¢no, mle¢no in vinsko
kislino v vzorcih, kjer je potekal bioloski razkis.
Najprej pripravimo raztopino za razvijanje in sicer tako, da zmeSamo 2 dela
pripravljene raztopine 1- butanola (500 ml 1-butanola + 0,5 g bromfenol plavi ) in 1
del raztopine ocetne kisline (1:1). Tako pripravljeno raztopino vlijemo v posodo za
razvijanje in pustimo stati vsaj pol ure. Pripravimo tudi standarde in sicer naslednje
raztopine kislin:

e vinska kislina (500 mg zatehtamo v 50 ml buc¢ko in dopolnimo do oznake),

e jabol¢na kislina (500 mg zatehtamo v 50 ml bucko in dopolnimo do oznake),

e mlecna kislina (odpipetiramo 0,5 ml v 50 ml bucko in dopolnimo do oznake).

Za papirno kromatografijo uporabljamo kromatografski papir viSine 13 cm. S stekleno
kapilaro nanaSamo standarde in vzorce 2 cm od spodnjega roba in z 3 cm presledki,
vedno enakega volumna. Standardi si sledijo v zaporedju jabol¢na, vinska in mle¢na
kislina. Po vsakokratnem nanosu kapilaro trikrat izperemo. Ko koncamo z nanosi,
papir posusimo in ga prenesemo v posodo za razvijanje. Razvijanje je koncano, ko
topilo doseze nivo 1-1,5 cm pod vrhom. Kromatogram osusimo in od¢itamo rezultate.

3.2.2 SENZORICNA ANALIZA VINA

Senzori¢no ocenjevanje vina je potekalo po Buxbaumovi 20-tockovni metodi. V
ocenjevalni komisiji so bili trije degustatorji, kon¢na senzori¢na ocena je podana kot
povprecna vrednost ocen vseh degustatorjev.
Buxbaumova metoda se odlikuje predvsem v enostavnosti in daje oceno sploSnega
skupnega vtisa. V Sloveniji je uradno veljavna metoda. Vino lahko dobi od 0 do 20
tock, od tega za:
e Dbistrost 0 do 2 tock (motno 0 tock, Cisto z rahlo opalescenco 1 tocka, kristalno
bistro 2 tocki),
e Dbarvo 0 do 2 tock (vodena, bleda, oksidirana 0 tock, sortno neznacilna 1 tocka,
sortno znacilna 2 tocki),
e vonj 0 do 4 tock (z napako 0 tock, neizrazit, nevinski 1 toc¢ka, vinski 2 tocki,
dober vinski 3 tocke, z lepo znacilno cvetico 4 tocke),
e okus 0 do 12 tock (z napako O tock, neizrazit ali necist 1 do 3 tocke, tanek,
prazen 4 tocke, dober vinski 7 do 9 tock, odlicen-harmonic¢en 10 do 12 tock).
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Po Pravilniku o postopku in nacinu ocenjevanja mosta, vina in drugih proizvodov iz
grozdja in vina (2000), poteka senzori¢no ocenjevanje po dopolnjenem 20 tockovnem
Buxbaumovem sistemu, kjer ocenjujemo:

e Dbistrost vina 0-2 tock,

e barva vina 0-2 tock,

e vonj vina 0-4 tock,

e okus vina 0-6 tock,

e harmonicnost vina 0-6 tock.

Po tem Pravilniku lahko vino pridobi naslednje oznake:

e vino, ocenjeno z najmanj 12,1 tocke: namizno vino z nekontroliranim
geografskim poreklom,

e vino, ocenjeno z najmanj 14,1 toc¢ke: namizno vino z geografsko oznako
oziroma deZelno vino PGO,

e vino, ocenjeno z najmanj 16,1 toCke: kakovostno vino z zascitenim
geografskim poreklom oziroma kakovostno vino ZGP ali kakovostno vino,

e vino, ocenjeno z najmanj 18,1 tocke: vino, ki ima zaradi ocene v prometu
lahko oznako vrhunsko vino ZGP oziroma za uvozena vina ekvivalentno
oznako najvi§je kakovosti.

Ce vino pridobi manj kot 12,1 to¢ke ni primerno za promet.

Pooblascena organizacija mora zagotoviti, da je prostor, v katerem poteka
ocenjevanje, dobro osvetljen, brez hrupa, prezracen, brez vonjav in s temperaturo med
18 in 24 °C.

PokuSevalci morajo imeti moznost izplakovanja kozarcev in izpljunjevanja pozirkov
ter moznost nevtralizacije okusa. Kozarci morajo biti vinski, degustacijski, primerni
za posamezno kategorijo vina oziroma zganja. Vzorci rdecih vin morajo biti ocenjeni
pri temperaturi 12 do 16 °C.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI KEMIJSKIH ANALIZ VINA

Vino je na zacetku, pred potekom bioloskega razkisa, vsebovalo 17,4 mg/L skupnega
zveplovega dioksida, ostanek sladkorja pa je znasal 2,70 g/L.

4.1.1 VREDNOST pH
3,40 - Legenda:
- s...spontana MLF
3,35
- _ k...kontrola
o 3,30
@ a..a LAB
] J .
g 3% BVEaT| b L31 LAB
> 3,20 1 BNZaT zacetek... pred potekom MLF
3,15 zakljucek... po poteku MLF

3,10 - .
s|kla|b|s|klalb|s|k|a|b|s|kla|b|s|k|a|b

ZaCetek | 1.teden | 2.teden | 3.teden |Zakljucek

Trajanje bioloskega razkisa

Slika 8: Vrednost pH v odvisnosti od trajanja bioloskega razkisa pri dveh
razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vzorce pri vi§ji temperaturi smo spremljali dva tedna, vzorce pri niZji temperaturi pa
tri tedne, ker je tukaj bioloski razkis potekal pocCasneje (velja tudi v nadaljevanju).

Iz slike 8 lepo vidimo trend naras¢anja vrednosti pH v vzorcih, kjer je potekal
bioloski razkis. To narascanje je hitrejSe v vzorcih, izpostavljenih visji temperaturi.
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4.1.2 TITRABILNE KISLINE DO pH=7

8,50
8,00 -
7,50
7,00

7(glL)

6,00 -

5,00

6,50

5,50

Titrabilne kisline do pH

s|k|a|b|s|k|a|b|s|k|la|b|s|k|a|b|s|k|la|b

ZaCetek

1.teden | 2.teden | 3.teden

Trajanje bioloSkega razkisa

Zakljugek

mViga T
mNizjaT

Slika 9: Vsebnost titrabilnih kislin do pH=7 (g/L) v odvisnosti od trajanja
bioloskega razkisa pri dveh razliénih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a..o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

1z slike 9 lahko razberemo zmanjSanje vsebnosti titrabilnih kislin do pH=7 v vzorcih,
kjer je potekal bioloSki razkis. To zmanjSevanje je hitrejSe v vzorcih pri visji
temperaturi.

4.1.3 SKUPNE KISLINE DO pH=8,2

8,50

8,2 (g/L)

Skupne kisline do pH

8,00
7,50
7,00
6,50
6,00
5,50

5,00

skaIbskabskab

Zacetek

s ‘ k‘a ‘ b
3.teden

1.teden | 2.teden

Trajanje bioloSkega razkisa

s ‘ kia|b
Zakljucek

B VisaT
ENizjaT

Slika 10: Vsebnost skupnih kislin do pH=8,2 (g/L) v odvisnosti od
trajanja bioloskega razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra

frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a...0o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

1z slike 10 lahko razberemo zmanjSanje vsebnosti skupnih kislin do pH=8,2 v vzorcih,
kjer je potekal bioloski razkis.
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4.1.4 GLUKOZA

3,00 Legenda:
250 s...spontana MLF

o k...kontrola

5 200

= a..a LAB

8 1,50 - @ Visia T

g S)a 11l p..L31 LAB

2 100 - B Nizja T .

o " zacetek... pred potekom MLF
0,50 1 zakljuéek... po poteku MLF
0,00 -

zaCetek | 1.teden 2.teden | 3.teden | zakljuek

Trajanje bioloSkega razkisa

Slika 11: Vsebnost glukoze (g/L) v odvisnosti od trajanja bioloskega razkisa
pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vsebnosti glukoze se zmanjSajo tekom trajanja bioloskega razkisa, razen v kontrolnih
vzorcih, kjer se povecajo oz. ostanejo enake (slika 11).

4.1.5 FRUKTOZA
2,50 Legenda:
s...spontana MLF
2,00 -
3 k...kontrola
% 1,50 a...ac. LAB
L BVisaT|| b..L31 LAB
uE: ’ BNZa T jazetek... pred potekom MLF
0,50 zakljugek... po poteku MLF
0,00 +
s|k|la|b|s|kja|b|s|k|a|b|ls|k|a|b|s|k|a|b
zacCetek | 1.teden 2.teden | 3.teden | zakljucek
Trajanje bioloskega razkisa

Slika 12: Vsebnost fruktoze (g/L) v odvisnosti od trajanja bioloskega razkisa
pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Lepo je razvidno zmanjSanje vsebnosti fruktoze v vzorcih z bioloskim razkisom v
primerjavi z kontrolnima vzorcema. Vsebnosti fruktoze se mo¢no priblizajo nicli ali
jih celo ni vec (slika 12).
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4.1.6 GLICEROL

7,00

6,50 -

6,00 -

Glicerol (g/L)

5,00 -

5,50

4,50

zacetek

1.teden 2.teden 3.teden

Trajanje bioloskega razkisa

zakljucek

B Visia T
BNizaT

Slika 13: Vsebnost glicerola (g/L) v odvisnosti od trajanja bioloskega razkisa
pri dveh razliénih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a..a LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Vsebnosti glicerola se zmanjSajo tekom trajanja bioloskega razkisa, manjse vsebnosti
pa so tudi v kontrolnih vzorcih (slika 13).

4.1.7 CITRONSKA KISLINA

0,20 Legenda:
—~ 0,18 s...spontana MLF
S, 0,16
o Y
= 014 k...kontrola
% 0,12 I a...a LAB
'j?“ 0,10 D VisjaT|| b..L31 LAB
x 0,08 -
2 o BNzjaT|| zagetek... pred potekom MLF
o Y
£ 0,04 zakljucek... po poteku MLF
© 0,02

0,00 +

zaCetek | 1.teden | 2.teden | 3.teden |zakljuek
Trajanje bioloSkega razkisa

Slika 14:Vsebnost citronske kisline (g/L) v odvisnosti od trajanja bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Iz slike 14 vidimo zmanjSanje vsebnosti citronske kisline tekom trajanja bioloskega
razkisa. V kontrolnih vzorcih ostaja vsebnost citronske kisline pribliZzno enaka kot na

zacetku.
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4.1.8 VINSKA KISLINA

3,60
3,40

Vinska kislina (g/L)

3,20
3,00
2,80
2,60
2,40
2,20

2,00

skabsTkabskaTbskab

zaCetek

1.teden 2.teden 3.teden

Trajanje bioloSkega razkisa

|

skTab

zakljucek

BVigiaT
ENzaT

Slika 15: Vsebnost vinske kisline (g/L) v odvisnosti od trajanja bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
...spontana MLF

w2

k...kontrola

a..o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Na sliki 15 opazimo rahlo upadanje vsebnosti vinske kisline z vmesnimi nihanji
zaradi izloCanja vinskega kamna.

4.1.9 JABOLCNA KISLINA

2,25
2,00

1,25 A
1,00

Jaboléna kislina (g/L)

0,00

1,75
1,50

0,75
0,50
0,25

zacetek

B \Vija T
ENizaT

1.teden 2.teden

Trajanje biolosSkega razkisa

s|kja|b|s|k|lalb|s|k|a|b|s|k|la|b|s|k|a|b

zakljucek

Slika 16: Vsebnost jabol¢ne kisline (g/L) v odvisnosti od trajanja

bioloskega razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
...spontana MLF

s
k...kontrola

a...0o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Opazi se mo¢no zmanj$anje vsebnosti jabol¢ne kisline v povezavi z bioloSkim

razkisom; kontrolni vzorci so krasna primerjava (slika 16).
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4.1.10 MLECNA KISLINA
3,50
3,25
_ 3,00 _
d 2,75
2 2,50
@ 2,25 -
£ 2,00
£ 115 B Visjia T
‘v ) Py
5 1.25 BNizjaT
o 1,00
= 0,75
0,50
0,25 -
0,00 -
s|k|la|b|s|k|a|b|s|k|a|b|ls|k|a|b|s | k|a|b
zaCetek | 1.teden | 2.teden | 3.teden | zakljuCek
Trajanje bioloskega razkisa

Slika 17: Vsebnost mlecne kisline (g/L) v odvisnosti od trajanja bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a..a LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Slika 17 nam prikazuje trend naras¢anja mlecne kisline v povezavi z bioloskim
razkisom. Vecje vsebnosti mle¢ne kisline so dosegli vzorci pri visji temperaturi.

4.1.11 HLAPNE KISLINE

0,70
0,60

0,50

0,40

0,30

0,20 ~
0,10 ~
0,00 ~

Hlapne kisline (g/L)

k a
ZaGetek

Bioloski razkis

k a b
Zakljucek

B Viga T
ENzjaT

Slika 18: Vsebnost hlapnih kislin (g/L) v odvisnosti od faze bioloskega razkisa
pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a...0o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Iz slike 18 je razvidno povecCanje vsebnosti hlapnih kislin po zaklju¢ku bioloskega
razkisa. Vsebnosti se bolj povecajo v vzorcih pri visji temperaturi, vendar so Se v

mejah senzori¢ne nezaznavnosti.
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4.1.12 ETANOL

11,20

11,10
11,00

10,90
10,80
10,70
10,60
10,50 ~

Etanol (vol. %)

k a
Zacetek

Bioloski razkis

k a
Zakljucek

BmVisia T
BNizjaT

Slika 19: Vsebnost alkohola (vol. %) v odvisnosti od faze bioloskega

razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a..o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Opazno je povecanje vsebnosti etanola v vseh vzorcih z bioloSkim razkisom in to bolj
pri vi§ji temperaturi (slika 19).

4.1.13 SKUPNI EKSTRAKT

27,00
26,00

25,00
24,00
23,00
22,00 ~
21,00 ~
20,00 ~
19,00 -

Skupni ekstrakt (g/L)

k a
ZaCetek

b s

Bioloski razkis

Zakljugek

BVigiaT
ENizaT

Slika 20: Vsebnost skupnega ekstrakta (g/L) v odvisnosti od faze

bioloskega razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a..o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Vsebnost skupnega ekstrakta se zmanjSa po zaklju¢enem bioloskem razkisu, bolj v
vzorcih pri vi§ji temperaturi (slika 20).
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4.1.14 SKUPNI FENOLI

1650,00 - Legenda:
— s...spontana MLF
= 1600,00 -
2 k...kontrola
= 1550,00 - a..0. LAB
£ 0000 BVsaT|| b 131 LAB
g 1900, mNzaT||
g zacetek... pred potekom MLF
9 |
w 1450,00 zakljucek... po poteku MLF

1400,00 +

S k a
ZaCetek Zakljucek

Bioloski razkis

Slika 21: Vsebnost skupnih fenolov (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Iz slike 21 je razvidno zmanjSanje vsebnosti skupnih fenolov po zaklju¢enem
bioloskem razkisu in sicer bolj v vzorcih pri nizji temperaturi.

4.1.15 BARVA VINA

12,00 Legenda:

10,00 s...spontana MLF
s k...kontrola
s 8,00
< a..o LAB
]
g 600 BVEjaT|| b..L31 LAB
g ENZaT|| .
8 4001 zacetek... pred potekom MLF
f=
T 200 zakljucek... po poteku MLF

0,00 +
S k a
ZaCetek Zakljucek
Bioloski razkis

Slika 22: Vrednost intenzitete barve v odvisnosti od faze bioloSkega razkisa
pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Intenziteta barve (vsota absorbanc pri valovnih dolzinah 420, 520 in 620 nm) se
zmanjSa v vseh vzorcih z bioloSkim razkisom in to bolj v vzorcih pri visji temperaturi
(slika 22).
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0,64 - Legenda:
0,62 s...spontana MLF
0,60 k...kontrola

g 098 LAB

E 0,56 - _ a..o

2 054 - BVijaT| b..L31 LAB

L ENiZaT| .
0,52 zacetek... pred potekom MLF
0,50 7 zakljugek... po poteku MLF
0,48 -
0,46

s k a b s k a b
Zacetek Zakljucek

Bioloski razkis

Slika 23: Vrednost tona barve v odvisnosti od faze bioloskega razkisa pri
dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

V vseh vzorcih z bioloskim razkisom se ton barve povisa in to bolj pri visji
temperaturi. V kontrolnih vzorcih se ton barve zniza ( slika 23).

4.1.16 ACETALDEHID
25,00 Legenda:
s...spontana MLF
= 20,00
%I) k...kontrola
(S
E 15,00 B Visia T a..a LAB
3 10.00 - BNizjaT|| b..L31LAB
‘% ’ zacetek... pred potekom MLF
< 5,00 zakljucek... po poteku MLF
0,00
Zacetek Zakljucek
Bioloski razkis

Slika 24: Vsebnost acetaldehida (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Iz slike 24 je razviden mo¢no zmanjSanje vsebnosti acetaldehida po zakljucku
bioloskega razkisa, najvecje v vzorcih s spontanim bioloskim razkisom.
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4.1.17 ETILACETAT
25,00 Legenda:
s...spontana MLF
20,00
) k...kontrola
o
£ .
%, 15,00 B Visia T a..a LAB
"8' 1000 L1 ENiZjaT b..L31 LAB
= ‘ zacetek... pred potekom MLF
i}
5,00 zakljucek... po poteku MLF
0,00 +
k a b 5 k a
Zacetek Zaklju€ek
Bioloski razkis

Slika 25: Vsebnost etilacetata (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega

razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

V vseh vzorcih, razen v vzorcih a, se opazi zmanjSanje vsebnosti etilacetata. V
vzorcih, kjer smo inokulirali o LAB (vzorca a) pa je opazno rahlo povecanje

vsebnosti etilacetata, vendar senzori¢no Se nezaznavno (slika 25).

4.1.18 METANOL

78,00
76,00 -
74,00

72,00

70,00

Metanol (mg/L)

ZacCetek

Bioloski razkis

k a
Zakljucek

BVisjiaT
ENizaT

Slika 26: Vsebnost metanola (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega

razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
...spontana MLF

=~ ©n

...kontrola

a..o0 LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Najvecji porast vsebnosti metanola je v vzorcu a pri nizji temperaturi; v vzorcu vina,

kjer je potekel spontani bioloski razkis ter v vzorcih a in b pri vi§ji temperaturi so
vsebnosti priblizno enake, najmanjSe vsebnosti metanola pa so v kontrolah pri obeh
temperaturah. Bioloski razkis sprozi nadaljno razgradnjo pektina in s tem povecanje

vsebnosti metanola v vinu.



Ambrozi¢ M. Vpliv bioloskega razkisa na nastanek hlapnih komponent vina.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006 44
4.1.19 DIACETIL
2,50 Legenda:
s...spontana MLF
2,00
3 k...kontrola
<)
£ 1,50 O Visia T a..o LAB
.‘3 ] Niija T bL31 LAB
o 1,00
g zacetek... pred potekom MLF
0,50 =m | zakljucek... po poteku MLF
0,00 ~
s k a b s k a b
Zacetek Zakljucek
Bioloski razkis

Slika 27: Vsebnost diacetila (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega razkisa
pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Razvidno je moc¢no povecanje vsebnosti diacetila v vzorcih in sicer najbolj v vzorcu s

spontanim bioloskim razkisom. Ve¢ se ga tvori v vzorcih pri nizji temperaturi (slika
27).

4.1.20 ACETOIN

Legenda:

s...spontana MLF
- k...kontrola
g — a..a LAB
= OVisjiaT
-g mNizjaT b..L31 LAB
2‘3 zadetek... pred potekom MLF

zakljucek... po poteku MLF

Zacetek ZakljuCek

Bioloski razkis

Slika 28: Vsebnost acetoina (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega razkisa
pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vsebnosti acetoina se povecajo v vseh vzorcih z bioloSkim razkisom pri nizji
temperaturi, v vzorcu b pa tudi pri vi§ji temperaturi. V ostalih vzorcih ostajajo
vsebnosti acetoina enake (slika 28).
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4.1.21 1-PROPANOL
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...spontana MLF
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B Visia T a..o LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF
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k a b
Zacetek Zakljucek

Bioloski razkis

Slika 29: Vsebnost 1-propanola (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega

razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

1z slike 29 opazimo povecanje vsebnosti 1-propanola, razen v kontrolnih vzorcih. V
vzorcu s spontanim bioloskim razkisom se vsebnost 1-propanola poveca bolj pri visji

temperaturi, medtem ko se vsebnost 1-propanola v vzorcih a in b bolj poveca pri nizji
temperaturi.

4.1.22 1IZOBUTANOL
58,00 - Legenda:
56,00 - u s...spontana MLF
- k...kontrola
£
%‘ o Visa T a..o LAB
§ mNizaT|| b--L31LAB
-§ zacetek... pred potekom MLF
= zakljucek... po poteku MLF

s k a b

Zacetek Zaklju€ek

Bioloski razkis

Slika 30: Vsebnost izobutanola (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vsebnosti izobutanola se prav tako povecajo po zaklju¢enem bioloskem razkisu, bolj
v vzorcih pri nizji temperaturi. V kontrolnih vzorcih se vsebnost izobutanola celo
zmanjsa, bolj v vzorcu pri nizji temperaturi (slika 30).
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4.1.23 IZOAMILACETAT
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Slika 31: Vsebnost izoamilacetata (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vsebnost izoamilacetata se mo¢no zmanjsa v vzorcu s spontanim bioloskim razkisom
pri vi§ji temperaturi in v kontrolnem vzorcu pri nizji temperaturi. Vsebnost se
zmanj$a tudi v vzorcu b pri obeh temperaturah. V vzorcu a pri visji temperaturi ostaja
enaka oziroma se najbolj poveca v vzorcu a pri nizji temperaturi (slika 31).

4.1.24 IZOAMILNI ALKOHOL
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270,00 - zakljucek... po poteku MLF
S k a b
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Bioloski razkis

Slika 32: Vsebnost izoamilnega alkohola (mg/L) v odvisnosti od faze

bioloskega razkisa pri dveh razlicnih temperaturah v vinu modra frankinja

Iz slike 32 je razvidno povecCanje vsebnosti izoamilnega alkohola po zakljucku
bioloSkega razkisa, razen v kontrolnih vzorcih, kjer pride do zmanjSanja vsebnosti in
v vzorcu s spontanim bioloSkim razkisom pri nizji temperaturi, kjer je opazno rahlo
zmanjSanje vsebnosti izoamilnega alkohola.
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4.1.25 METIL LAKTAT

6,00

5,00 B
<
[}
E ,
B OVisjaT
i B Nizja T
%
=

k a b
Zacdetek Zakljuéek
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Slika 33: Vsebnost metil laktata (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega

razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a..o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

1z slike 33 je razvidno povecanje vsebnosti metil laktata v vzorcih b in v vzorcu a pri

nizji temperaturi. Povecanje se opazi tudi pri kontrolnih vzorcih, predvsem v vzorcu

pri vi§ji temperaturi. Pri spontanem bioloSkem razkisu pa se vsebnosti metil laktata

zmanjsajo.

4.1.26 ETIL LAKTAT
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Slika 34: Vsebnost etil laktata (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega

razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola

a...0o LAB

b..L31 LAB

zacetek... pred potekom MLF
zakljucek... po poteku MLF

Vsebnost etil laktata se najbolj pove€a v vzorcu s spontanim bioloskim razkisom pri

nizji temperaturi. V vzorcih a in b je prav tako opazno povecanje vendar bolj pri visji

temperaturi (slika 34).
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4.1.27 FENILETIL ACETAT

0.70 7 Legenda:
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% 0,20 zacetek... pred potekom MLF
i 0,10 zaklju€ek... po poteku MLF

0,00

s k a b S ‘ k ‘ a ‘ b
Zacetek Zakljucek
Bioloski razkis

Slika 35: Vsebnost feniletil acetata (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vsebnosti feniletil acetata so zelo majhne na zacetku, po konc¢anem bioloskem razkisu
pa ni veC prisoten v vzorcih oziroma je pod mejo detekcije (slika 35).

4.1.28 2-FENIL ETANOL

30,00
—~ 25,00 1
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2 b..L31 LAB
N 500 H
' zacetek... pred potekom MLF
0,00 - zakljugek... po poteku MLF
S k a b S k a b
ZacCetek Zakljucek
Bioloski razkis

Slika 36: Vsebnost 2-fenil etanola (mg/L) v odvisnosti od faze bioloskega
razkisa pri dveh razli¢nih temperaturah v vinu modra frankinja

Vsebnosti 2-fenil etanola se rahlo povecajo v vseh vzorcih, bolj v vzorcih pri nizji
temperaturi. V kontrolnem vzorcu pri visji temperaturi se vsebnost ne poveca (slika
36).
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42 REZULTATI SPREMLJANJA BIOLOSKEGA RAZKISA S PAPIRNO
KROMATOGRAFIJO

Slika 37: Kromatogram organskih kislin po prvem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vinu modra
frankinja

Slika 37 prikazuje rezultate po prvem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vzorcih
vin. Prvi trije vzorci predstavljajo standarde vinske, jabol¢ne in mle¢ne kisline, nato
pa si sledijo vzorci v naslednjem vrstnem redu: K1 (spontana MLF, visja T), K1'
(kontrola, vi§ja T), K2 (spontana MLF, nizja T), K2' (kontrola, nizja T), V1, VI',V2,
V2' (vzorci pri vi§ji temperaturi) in V3, V3', V4, V4' (vzorci pri niZji temperaturi).
Lepo se vidi nastajanje mlecne kisline in zmanjSevanje vsebnosti jabol¢ne kisline v
vzorcih pri vi§ji temperaturi (slika 37).

Slika 38: Kromatogram organskih kislin po drugem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vinu
modra frankinja

Slika 38 prikazuje rezultate merjenja po drugem tednu spremljanja bioloskega razkisa.
Zaporedje vzorcev je enako kot na sliki 37. 1z slike 38 lahko vidimo, da so vzorci pri
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vi§ji temperaturi prakti¢no koncali bioloski razkis, saj je vsebnost jabol¢ne kisline
zelo majhna, vzorci pri niZji temperaturi pa Se vsebujejo nekaj jabol¢ne kisline.

Slika 39: Kromatogram organskih kislin po tretjem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vinu modra
frankinja

Na sliki 39 so rezultati merjenja po tretjem tednu spremljanja bioloskega razkisa, kjer
smo spremljali samo vzorce pri nizji temperaturi. Iz slike razberemo, da se je vsa
jabol¢na kislina pretvorila v mle¢no v vzorcih, kjer je potekal bioloski razkis. Pri
kontrolnem vzorcu se to ne zgodi.
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4.3 REZULTATI SENZORICNE ANALIZE VINA

Vzorci vina modra frankinja so bili senzoricno ocenjeni po koncanem bioloskem
razkisu po Buxbaumovi 20-to¢kovni metodi.

17,6
< 17,4 -
§ 179 Legenda:
8. 17 s...spontana MLF
% 16.8 - Vet k...kontrola
c @ Vigja
® 16,6 a...ac. LAB
8 ENZaT
2 16,4 1 b..L31 LAB
:g 16,2 -
R 161
c
& 15,8 1

15,6

s k a b
Vzorci

Slika 40: Senzori¢na ocena vzorcev vin sorte modra frankinja po koncanem bioloskem razkisu,
vodenem pri dveh razli¢nih temperaturah

Najbolj je s senzori¢no oceno odstopal vzorec a, kjer je bioloski razkis potekal pri
nizji temperaturi. Nasplo$no so bili boljSe senzoricno ocenjeni vzorci z bioloskim
razkisom pri nizji temperaturi. Kontrolni vzorci so bili slabSe ocenjeni (slika 40).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 KEMIJSKE ANALIZE VINA
5.1.1.1 VREDNOST pH

Vrednost pH se med potekom bioloSkega razkisa povecuje pri obeh temperaturah,
razen v vzorcih pri nizji temperaturi se prvi teden zmanjSa. Na koncu bioloskega
razkisa je v vseh vzorcih nekoliko manjSa, kar pa je verjetno posledica zZveplanja.
Razlike med zacetno in kon¢no vrednostjo tako znasajo do 0,08 enote za vzorce pri
vi§ji temperaturi in do 0,1 enote za vzorce pri nizji temperaturi. V vzorcu s spontano
MLF se vrednost pH povecuje v manjs$i meri kot v vzorcih a in b pri obeh
temperaturah. Po zaklju¢enem bioloSkem razkisu so vrednosti pH vzorcev a in b pri
obeh temperaturah ter vzorca s spontano MLF pri obeh temperaturah primerljive.
Kontrolni vzorci ostajajo na pribliZzno enaki ravni tekom poskusa.

Narascanje vrednost pH tekom bioloskega razkisa navajata tudi avtorja Ugliano in
Moio (2005); dvig vrednost pH je posledica znizanja titrabilnih kislin.

5.1.1.2 TITRABILNE KISLINE DO pH=7

Opazno zmanjS$anje koncentracije titrabilnih kislin do pH=7 (priblizno 1,4-1,5 g/L) je
razvidno takoj prvi teden merjenja v vzorcih pri visji temperaturi, medtem ko je v
vzorcih pri nizji temperaturi opaznejSe zmanjSanje koncentracije titrabilnih kislin do
pH=7 razvidno Sele drugi teden merjenja, kar je posledica pocasnejSega pricetka
bioloSkega razkisa.

Zacetna koncentracija se tako zmanjSa v povprecju za 2 g/L v vzorcih pri vi§ji
temperaturi in za 2,35 g/L v vzorcih pri nizji temperaturi. Podobno zmanjSanje
koncentracije titrabilnih kislin navajata tudi avtorja Ugliano in Moio (2005).

Tudi v kontrolnih vzorcih je opaziti rahlo zmanjSanje koncentracije titrabilnih kislin
(za 0,22 g/L v vzorcu pri vi§ji temperaturi in za 1,13 g/ v vzorcu pri nizji
temperaturi), kar je verjetno posledica izloCanja vinskega kamna. Izlocanje vinskega
kamna pa vpliva tudi na vrednosti koncentracij titrabilnih kislin vzorcev, ki so
posledi¢no manjse.

Bistvenih razlik med posameznimi sevi LAB ni, so pa razlike med spontanim in
induciranim bioloskim razkisom. Pri spontanem bioloSkem razkisu je zmanjSanje
koncentracije titrabilnih kislin manjSe kot v ostalih vzorcih z bioloskim razkisom in
sicer za 1,99 g/LL v vzorcu pri vi§ji temperaturi in za 2,24 g/ v vzorcu pri nizji
temperaturi.



Ambrozi¢ M. Vpliv bioloskega razkisa na nastanek hlapnih komponent vina.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006 53

5.1.1.3 SKUPNE KISLINE DO pH=8,2

Za skupne kisline do pH=8,2 velja enako kot za titrabilne kisline do pH=7. Zacetne
koncentracije se tako zmanjSajo v povprecju za 2,01 g/ v vzorcih pri vi§ji
temperaturi in za 2,36 g/L v vzorcih pri niZji temperaturi.

5.1.1.4 GLUKOZA

Koncentracija glukoze se po poteku bioloskega razkisa zmanjsa za 0,10 do 0,35 g/L.
Do zmanjsanja koncentracije glukoze privede dejstvo, da mlecnokislinske bakterije
med rastjo in potekom MLF porabijo od 0,2 do 0,3 g/L sladkorjev (KoSmerl, 2004).
Nato koncentracija glukoze naraS¢a. To je verjetno posledica B-glukanazne aktivnosti
LAB. Narascanje koncentracije glukoze opazimo pri obeh sevih inducirane MLF
(vzorca a in b) ter pri spontani MLF.

Najmanj se koncentracija zmanjS$a v vzorcu b pri nizji temperaturi in najbolj v vzorcu
s spontano MLF pri nizji temperaturi. Opazi se razlike med sevi, saj so konéne
koncentracije glukoze nizje v vzorcu a kot v vzorcu b; to velja za vzorce pri obeh
temperaturah.

V vzorcu s spontano MLF se koncentracija glukoze zmanj$a bolj pri nizji temperaturi.
V vzorcih a in b pa se koncentracija glukoze bolj zmanjSa pri visji temperaturi.
Konc¢ne koncentracije glukoze v vzorcu s spontano MLF so primerljive s kon¢nimi
koncentracijami glukoze v vzorcu a, medtem ko so kon¢ne koncentracije glukoze v
vzorcu b nekoliko vi§je od ostalih.

5.1.1.5 FRUKTOZA

Zacetna koncentracija fruktoze je 2,35 g/L in se zmanjSuje med potekom MLF; po
kon¢ani MLF je pod mejo detekcije ali pa je komaj zaznavna. V vzorcih pri visji
temperaturi se koncentracija fruktoze Ze prvi teden merjenja zmanjSa pod mejo
detekcije, razen v vzorcu s spontano MLF je vsebnost Se zaznavna. V vzorcih pri nizji
temperaturi se koncentracija fruktoze pocasi zmanjSuje, mejo detekcije doseze tretji
teden. V kontrolnih vzorcih se koncentracija fruktoze rahlo zmanjs$a, vendar ostaja
prisotna.

Mlec¢nokislinske bakterije katabolizirajo fruktozo in glukozo do D-mlecne kisline,
etanola in CO,. Koncentracija fruktoze se zmanjSa v vec¢ji meri kot pa koncentracija
glukoze, ker Oenococcus oeni lazje porablja fruktozo kot glukozo (Ribéreau-Gayon,
2000).
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5.1.1.6 GLICEROL

Med potekom bioloSkega razkisa se koncentracija glicerola zmanjsa za 0,6 do 1,1 g/L,
kon¢ne vrednosti se tako od zacetnih razlikujejo za 0,4 do 1,3 g/L. Med potekom
bioloskega razkisa je vsebnost glicerola manjSa v vzorcih pri visji temperaturi, kar je
v okviru pri¢akovanj, medtem ko je na koncu v vzorcih s spontano MLF in v vzorcu a
pri vi§ji temperaturi vsebnost glicerola vec¢ja kot v istih vzorcih pri nizji temperaturi.
Do tega verjetno pride zaradi ¢asovno daljSega poteka bioloSkega razkisa v vzorcih
pri nizji temperaturi, kjer se je vsebnost glicerola Se zmanjSevala.

Najvecjo vsebnost glicerola ima po zaklju¢enem bioloskem razkisu kontrolni vzorec
pri niZji temperaturi in najmanjSo vzorec s spontanim MLF pri niZji temperaturi.
Ribéreau-Gayon (2000) navaja, da lahko nekateri sevi mlecnokislinskih bakterij
razgrajujejo glicerol z encimom glicerol dehidrataza v konéni produkt akrolein, ki
daje vinu znacilno grenkobo; ali pa razgrajujejo glicerol v piruvat, ki se naprej
pretvarja v ocetno kislino in acetoin. V nasih vzorcih je prislo do razgradnje glicerola,
vendar kon¢ni produkti senzori¢no niso bili zaznavni.

5.1.1.7 CITRONSKA KISLINA

Vsebnost citronske kisline se med potekom bioloSkega razkisa zmanjsuje.
ZmanjSevanje vsebnosti je intenzivnejSe v vzorcih pri vi§ji temperaturi zaradi
hitrejSega poteka bioloskega razkisa in posledi¢no vecje aktivnosti mle¢nokislinskih
bakterij. Vsebnosti citronske kisline v vzorcih pri vi§ji temperaturi drugi teden
merjenja so primerljive z vsebnostmi v vzorcih pri nizZji temperaturi tretji teden
merjenja. Tako so vsebnosti citronske kisline po zaklju¢enem bioloskem razkisu
nekoliko vecje v vzorcih pri visji temperaturi (0,03 g/L v vzorcih s spontano MLF in v
vzorcu b ter 0,05 g/LL v vzorcu a) in manjSe v vzorcih pri nizji temperaturi (0,02 g/L v
vzorcu s spontano MLF in v vzorcu b ter 0,03 g/L v vzorcu a).

V kontrolnih vzorcih se vsebnost citronske kisline rahlo zmanjSa vendar le za 0,01 g/L
v vzorcu pri vi§ji temperaturi in za 0,04 g/L v vzorcu pri nizji temperaturi.
Mlecnokislinske bakterije porabljajo citronsko kislino za tvorbo drugih produktov kot
je diacetil, acetoin in 2,3-butandiol. Nasi rezultati to dejstvo potrjujejo in se skladajo z
raziskavami avtorjev Bartowsky in sod. (2002b).

5.1.1.8 VINSKA KISLINA

Koncentracija vinske kisline se ve¢inoma zmanjSuje zaradi izloanja vinskega kamna,
vendar pa njena koncentracija po zaklju¢enem bioloSkem razkisu ne pade ve¢ kot za
0,21 g/L. Koncentracija vinske kisline se najbolj zmanjSa v vzorcih s spontano MLF
in sicer pri obeh temperaturah, najmanj pa v vzorcih a in b pri obeh temperaturah.
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Tudi v obeh kontrolnih vzorcih se opazi zmanjSanje vsebnosti vinske kisline. Po
zakljuCenem bioloSkem razkisu jo tako najvec vsebujeta kontrolna vzorca. V vzorcih s
spontano MLF jo vec¢ vsebuje vzorec pri nizji temperaturi. V vzorcih a in b je
vsebnost vinske kisline ve¢ja v vzorcih pri vi§ji temperaturi in sicer ima vzorec a
vecjo vsebnost vinske kisline kot vzorec b pri obeh temperaturah.

Razgradnja vinske kisline v ve¢ji meri bi pomenila kvar vina, ki bi se odrazal v
poviSanih hlapnih kislinah, kar pa za naSe vzorce ne moremo trditi. Do zmanjSanje
vinske kisline pride v nasih vzorcih zaradi izloanja vinskega kamna.

5.1.1.9 JABOLCNA KISLINA

Po pri¢akovanjih se vsebnost jabolcne kisline v vzorcih z bioloSkim razkisom moc¢no
zmanj$a zaradi pretvorbe v mle¢no kislino, katere vsebnost se poveca. Tako jo prvi
teden merjenja zasledimo Se v vzorcih pri niZji temperaturi, medtem ko je v vzorcih
pri vi§ji temperaturi prisotna samo Se v vzorcu s spontano MLF. Tretji teden merjenja
jo tudi v vzorcih pri nizji temperaturi ni ve¢, po zaklju¢enem bioloskem razkisu je
prisotna le v obeh kontrolnih vzorcih. Povecanje vsebnosti mlecne kisline in
zmanjSanje vsebnosti jabol¢ne kisline je razvidno tudi iz kromatogramov, ki smo jih
razvili s papirno kromatografijo.

5.1.1.10 MLECNA KISLINA

Vsebnosti mlecne kisline se prvi teden merjenja povecajo za v povprecju 2,5 g/L v
vzorcih pri vi§ji temperaturi, medtem ko se v vzorcih pri nizji temperaturi povecajo le
za 0,6 g/L. Vsebnost mlecne kisline se nato povecuje tekom bioloskega razkisa v vseh
vzorcih in doseze najvecjo vrednost 2,96 g/L. v vzorcu a pri vi§ji temperaturi in 2,65
g/L v vzorcu b pri nizji temperaturi.

Vzorci pri visji temperaturi vsebujejo po zakljuCenem bioloskem razkisu v povpre¢ju
0,34 g /L ve¢ mlecne kisline kot vzorci pri nizji temperaturi. Posebnih razlik med
vzorcema a in b pri vi$ji temperaturi ni, pri niZji temperaturi pa vzorec b vsebuje
nekaj ve¢ mlecne kisline (2,65 g/L) kot pa vzorec a, ki jo vsebuje 2,19 g/L.. Vzorca s
spontanim bioloSkim razkisom ne zaostajata v tvorbi mlecne kisline za drugimi
VZOrci.

5.1.1.11 HLAPNE KISLINE

Vsebnost hlapnih kislin se po konCani MLF povisa po pri¢akovanjih. Zacetno
vrednost 0,24 g/L prekoracijo vsi vzorci, vendar bolj vzorci pri visji temperaturi. Tako
doseZe najvecjo vsebnost hlapnih kislin vzorec b pri visji temperaturi in sicer 0,60
g/L, sledita mu vzorec a pri visji temperaturi (0,54 g/L) in vzorec s spontano MLF pri
vi§ji temperaturi (0,51 g/L).
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Vsebnosti vzorcev pri nizji temperaturi so obcutno nizje, vzorec s spontano MLF
vsebuje 0,34 g/L hlapnih kislin, vzorec b 0,41 g/L hlapnih kislin, medtem ko se
vsebnost hlapnih kislin v vzorcu a pri obeh temperaturah bistveno ne razlikuje.
Vsebnost hlapnih kislin se nekoliko poveca tudi v kontrolnih vzorcih, vendar pa to
pripisujemo moznosti rahle oksidacije vzorca.

Avtorja Ugliano in Moio (2005) navajata nekoliko manjSe vsebnosti hlapnih kislin po
kon¢ani MLF (cca 0,42 g/L), vendar pa nasi vzorci ne presegajo mejnih vrednosti, ki
znaSajo 1,0 g/L za kakovostna in vrhunska vina z geografskim poreklom.
Mlecnokislinske bakterije proizvajajo vecje koli¢ine ocetne kisline z metabolizmom
sladkorjev in citronske kisline.

5.1.1.12 ETANOL

Vsebnosti etanola se povecajo po koncani MLF, vendar bolj v vzorcih pri visji
temperaturi. Vino je pred potekom MLF vsebovalo 10,84 vol. % etanola (alkohola).
Po kon¢ani MLF ga najve¢ vsebuje kontrolni vzorec pri visji temperaturi (11,10 vol.
%), kar pripisujemo moZznosti alkoholnega povretja fruktoze zaradi nezadostne zascite
z zveplom.

Vzorec s spontano MLF pri vi§ji temperaturi vsebuje 11,09 vol. % etanola, vzorec a
pri vi§ji temperaturi 11,01 vol. % etanola in vzorec b pri vi§ji temperaturi 11,03 vol.
% etanola. Vsebnosti etanola v vzorcih pri nizji temperaturi so nekoliko manjse in se
gibljejo med 10,88 vol. % v vzorcu a in 10,94 vol. % v vzorcu b. Vsebnost etanola se
v kontrolnem vzorcu pri nizji temperaturi zmanjsa za 0,16 % zaradi oksidacije etanola
v acetaldehid, ker je bilo vino nezadostno zas¢iteno z zveplom.

Vecje vsebnosti etanola oz. alkohola po koncani MLF so pricakovane zaradi etanola,
kot stranskega produkta metabolizma sladkorjev pri mlecnokislinskih bakterijah
(Ribéreau-Gayon, 2000).

5.1.1.13 SKUPNI EKSTRAKT

Vsebnost skupnega ekstrakta se nekoliko zmanjSa po kon¢ani MLF, kar pripisujemo
tudi zmanjSanju vsebnosti glicerola po koncani MLF. Vsebnost skupnega ekstrakta se
bolj zmanjSa v vzorcih pri vi§ji temperaturi, kjer so vrednosti zelo primerljive (21,50
g/l za vzorca a in b ter 21,60 g/L. za vzorec s spontano MLF). Vsebnosti skupnega
ekstrakta v vzorcih pri niZji temperaturi so nekoliko ve¢je in sicer 22,55 g/L skupnega
ekstrakta vsebuje vzorec a, 22,80 g/LL vzorec b in 22,70 vzorec s spontano MLF.
Rahlo zmanjsanje vsebnosti skupnega ekstrakta opazimo tudi pri kontrolnih vzorcih;
od 0,2 g/L v vzorcu pri vi§ji temperaturi do 1,2 g/L v vzorcu pri niZji temperaturi.
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5.1.1.14 SKUPNI FENOLI

Vsebnost skupnih fenolov se zmanjsa v vseh vzorcih po koncanem bioloskem razkisu,
zmanjSanje je opazno tudi v kontrolnih vzorcih. Vsebnosti skupnih fenolov so manjse
v vzorcih pri niZji temperaturi in sicer se zmanjSajo za najve¢ 138 mg/L v vzorcu b,
sledi mu vzorec a, kjer se vsebnost skupnih fenolov zmanjsa za 108 mg/L, najmanj se
zmanjSa vsebnost skupnih fenolov v vzorcu s spontano MLF in sicer za 78 mg/L.

V vzorcih pri vi§ji temperaturi so vsebnosti skupnih fenolov primerljive med vsemi
vzorci, kjer je potekel bioloski razkis. V vzorcu a in vzorcu s spontano MLF se
zmanj$a vsebnost za 67 mg/L, v vzorcu b pa za 97 mg/L.

Najbolj se zmanjSa vsebnost skupnih fenolov v kontrolnih vzorcih in sicer za 117
mg/L v vzorcu pri vi§ji temperaturi in za 148 mg/L v vzorcu pri nizji temperaturi.

V vzorcih, kjer je potekel bioloski razkis je zmanjSanje vsebnosti skupnih fenolov
posledica absorbcije le teh na mle¢nokislinske bakterije.

5.1.1.15 BARVA VINA

5.1.1.15.1 INTENZITETA BARVE

Intenziteta barve se zmanjSa po koncani MLF in sicer v ve¢ji meri v vzorcih pri nizji
temperaturi. Zacetne vrednosti znaSajo 10,370. Vzorci pri vi§ji temperaturi pa imajo
vrednosti intenzitete barve 4,900 (vzorca a in b) in 4,950 (vzorec s spontano MLF).
Vzorec b pri niZji temperaturi doseze najmanjSo vrednost med vzorci pri nizji
temperaturi (6,230), sledita mu vzorec s spontano MLF (6,730) in vzorec a (6,775).
Opazijo se minimalne razlike med sevi LAB.

Vecjo intenziteto barve, ¢eprav manjSo kot vzorci na zacetku, ima kontrolni vzorec pri
obeh temperaturah (6,470 pri vi§ji temperaturi in 8,510 pri nizji temperaturi).
Zmanjsanje intenzitete barve v kontrolnih vzorcih je verjetno posledica Zveplanja
vina, medtem ko je zmanjSanje intenzitete barve v vzorcih, kjer je potekla MLF,
posledica zmanjSanja vsebnosti acetaldehida, ki je odgovoren za tvorbo stabilnih
barvnih kompleksov z antocianini. Zaradi tega pride do izlo¢anja nestabilnih
antocianov.

5.1.1.15.2 TON BARVE

Vzorci z opravljenim bioloskim razkisom imajo visji ton barve kot kontrolni vzorci in
vzorci pred potekom MLF. Zacetne vrednosti 0,560 se povecajo za 0,062-0,063 v
vzorcu s spontano MLF, v vzorcih pri nizji temperaturi za 0,039 (vzorec b) in za
0,041 (vzorec a), medtem ko se v vzorcih pri vi§ji temperaturi povecajo v vecji meri
in sicer za 0,050 (vzorec a) in za 0,053 (vzorec b).

V kontrolnih vzorcih je ton barve nizji kot na zacetku. Vrednosti se zmanjSajo za
0,034-0,035. Med sevi LAB ni opaziti vecjih razlik v barvnih parametrih.
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5.1.1.16 ACETALDEHID

Vsebnost acetaldehida se zmanjSa po zaklju¢enem bioloskem razkisu. Najbolj se
zmanjSa v vzorcih s spontano MLF, kjer je vsebnost acetaldehida v vzorcu pri nizji
temperaturi pod mejo detekcije. Najvecje vsebnosti acetaldehida ima vzorec a pri
obeh temperaturah, vzorec b ima pri nizji temperaturi manjSo vsebnost acetaldehida.
Kontrolni vzorec pri nizji temperaturi ima celo poviSano vsebnost acetaldehida ob
zakljucku poskusa; do tega pa verjetno privede dejstvo, da je bil kontrolni vzorec
rahlo oksidiran.

Rezulati se ujemajo z dognanji avtorjev Bartowsky in sod. (2002a), ki navajajo
dejstvo, da nekateri sevi vrste Oenococcus oeni lahko presnavljajo acetaldehid v
ocetno kislino in etanol. Do podobnih rezultatov pa so prisli tudi avtorji Pozo-Bayon
in sod. (2005), ki opazijo zmanjSanje vsebnosti acetaldehida po koncanem bioloskem
razkisu z vrsto Oenococcus oeni.

ZmanjSanje vsebnosti acetaldehida pozitivno prispeva k aromi vina, saj ni priokusa po
zelenem, ki ga v vecjih koncentracijah povzroca acetaldehid.

5.1.1.17 ETILACETAT

Vsebnost etilacetata se je v vzorcih s spontano MLF zmanjSala, bolj v vzorcu pri visji
temperaturi. Prav tako se je vsebnost etilacetata zmanjSala v vzorcu b, bolj pri nizji
temperaturi. V vzorcu a se je vsebnost etilacetata povecala in sicer bolj pri nizji
temperaturi. Tudi v kontrolnih vzorcih je opaziti rahlo pove€anje vsebnosti (vzorec pri
vi§ji temperaturi) oz. zmanjSanje vsebnosti etilacetata (vzorec pri nizZji temperaturi).
Povecanje vsebnosti etilacetata po zaklju¢enem bioloskem razkisu z Oenococcus oeni
potrjujejo tudi avtorji Pozo-Bayodn in sod. (2005). Koncentracije vecje kot 200 mg/L
bi negativno vplivale na aromo vina.

5.1.1.18 METANOL

Vsebnost metanola se v vzorcih po koncanem bioloSkem razkisu rahlo poveca, in
sicer najve¢ za 9,36 mg/L v vzorcu a pri nizji temperaturi in najmanj za 1,41 mg/L v
vzorcu b pri nizji temperaturi. Vecje vsebnosti metanola so prisotne v vzorcih pri visji
temperaturi, le v vzorcu a je vsebnost metanola vecja pri nizji temperaturi. V vzorcu s
spontano MLF pa opazimo celo zmanjSanje vsebnosti metanola pri nizji temperaturi.
ZmanjSanje opazimo tudi v kontrolnih vzorcih. Vzorec a pri obeh temperaturah
vsebuje ve¢ metanola kot vzorec b pri obeh temperaturah.
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Do povecanja vsebnosti metanola v vinu pride zaradi esterazne aktivnosti
mle¢nokislinskih  bakterij, ki odcepljajo zaestrene metilne skupine na
poligalakturonskih verigah pektina. Podatki se ujemajo z rezultati avtorjev Pozo-
Bayon in sod. (2005). Vecje koncentracije metanola v vinu niso zazeljene zaradi
toksi¢nih u¢inkov na organizem.

5.1.1.19 DIACETIL

Vsebnosti diacetila v vzorcih po kon¢anem bioloSkem razkisu dosegajo vrednosti od
1,45 do 2,09 mg/L, kar je za 0,98 do 1,62 mg/L ve¢ kot pred bioloskim razkisom.
Vecje vsebnosti doseZejo vzorci pri niZji temperaturi, med temi ima najve¢jo vsebnost
diacetila vzorec s spontano MLF. ManjSe vsebnosti diacetila imata tako vzorec b kot
vzorec a pri obeh temperaturah. Vsebnosti diacetila do 4 g/ pomembno prispevajo k
vecji polnosti vina.

Diacetil je vmesni produkt metabolizma citronske kisline in se lahko dalje pretvori v
acetoin in 2,3-butandiol (Bartowsky in sod., 2002a). Nasi rezultati potrjujejo to
dejstvo, saj se tako vsebnosti diacetila kot vsebnosti acetoina po kon¢anem bioloskem
razkisu povecajo.

5.1.1.20 ACETOIN

Povecanje vsebnosti acetoina je v vecji meri opaziti v tistih vzorcih, kjer so bile
vsebnosti diacetila po koncanem bioloSkem razkisu manjSe. To izhaja iz dejstva, da se
diacetil pretvarja v acetoin in 2,3-butandiol. PoveCanje vsebnosti je opaziti v vzorcih
pri nizji temperaturi, le v vzorcu b tudi pri vis§ji temperaturi. Najvecjo vsebnost
acetoina ima kontrolni vzorec pri nizji temperaturi (19,58 mg/L), sledita mu vzorca s
b in a pri nizji temperaturi. V vzorcu s spontano MLF pri obeh temperaturah se
vsebnost acetoina ne poveca.

5.1.1.21 1-PROPANOL

Vsebnosti 1-propanola se povecajo po kon¢anem bioloskem razkisu v vseh vzorcih za
0,59 mg/L (vzorec b pri vi§ji temperaturi) do 2,24 mg/L (vzorec a pri nizji
temperaturi). Vecje vsebnosti dosezejo vzorci pri nizZji temperaturi, razen v vzorcu s
spontano MLF, ki doseZe vecje vsebnosti pri vi§ji temperaturi, pri nizji temperaturi se
vsebnost 1-propanola celo zmanjS$a. ZmanjSanje vsebnosti 1-propanola je opaziti tudi
v kontrolnih vzorcih.

Vzorci s sevom a vsebujejo ve¢ 1-propanola kot vzorci s sevom b. Povecanje
vsebnosti je torej odvisno od seva Oenococcus oeni, kar potrjujejo tudi avtorji Pozo-
Bayon in sod. (2005).
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5.1.1.22 IZOBUTANOL

Enak trend povecanja vsebnosti izobutanola opazimo v vzorcih po koncanem
bioloskem razkisu kot pri 1-propanolu. Vsebnosti izobutanola so vec¢je v vzorcih pri
nizji temperaturi, razen v vzorcu s spontano MLF, kjer se vsebnost izobutanola pri
nizji temperaturi celo zmanjSa. Vzorec a vsebuje vecje vsebnosti izobutanola kot
vzorec b. Izobutanol se tvori iz 2,3-butandiola, ki nastaja pri metabolizmu citronske
kisline.

Do podobnih rezultatov so prisli tudi avtorji Pozo-Bayon in sod. (2005).

5.1.1.23 IZOAMILACETAT

Vsebnost izoamilacetata se rahlo poveca le v vzorcu a pri nizji temperaturi in sicer le
za 0,08 mg/L. V vzorcu a pri vi§ji temperaturi je vsebnost izoamilacetata enaka, v
vseh ostalih vzorcih pa se vsebnost zmanjsa, tudi v vzorcu b (za 0,25 do 0,28 mg/L) in
v kontrolnem vzorcu pri nizji temperaturi. ZnatnejSe zmanjSanje vsebnosti
izoamilacetata opazimo tudi v vzorcu s spontano MLF pri visji temperaturi ( za 0,46
mg/L) in rahlejSe v vzorcu pri nizji temperaturi (za 0,04 mg/L). Povecanje vsebnosti
izoamilacetata v vzorcih s sevom a navajata tudi avtorja Ugliano in Moio (2005).

Vecje vsebnosti izoamilacetata v vinu so zazeljene, saj prispevajo k vecji sadni aromi.

5.1.1.24 IZOAMILNI ALKOHOL

Vsebnosti izoamilnega alkohola se povecajo enako kot pri 1-propanolu in
izobutanolu. Vecje vsebnosti dosezejo vzorci pri nizji temperaturi kot pri visji, prav
tako ima vzorec a vecje vsebnosti izoamilnega alkohola kot vzorec b. V vzorcu s
spontano MLF se vsebnost izoamilnega alkohola poveca pri visji temperaturi, medtem
ko se pri nizji temperaturi vsebnost zmanjSa. ZmanjSanje vsebnosti izoamilnega
alkohola opazimo tudi pri kontrolnih vzorcih. Najvecjo vsebnost izoamilnega
alkohola tako doseze vzorec a pri nizji temperaturi in sicer 367, 37 mg/L. Avtorja
Ugliano in Moio (2005) podajata podobne rezultate povecanja vsebnosti izoamilnega
alkohola in sicer bolj v vzorcih, inokuliranih s sevom a kot s sevom b. To se tudi
ujema z naSimi rezultati. Izoamilni alkohol v manjS$ih koncentracijah pripomore k
vecji sadnosti vina.
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5.1.1.25 METIL LAKTAT

Vsebnosti metil laktata so nekoliko vecje po kon¢ani MLF, razen v vzorcu s spontano
MLF se vsebnost metil laktata zniza za 0,87 mg/L. V vzorcu b se vsebnost metil
laktata poveca le za 0,15 mg/L pri nizji temperaturi in za 0,61 mg/L pri vi§ji
temperaturi, medtem ko se v vzorcu a pove€a za 1,28 mg/L pri niZji temperaturi in
zmanjSa za 0,87 mg/L pri visji temperaturi.

Vsebnosti metil laktata se povecajo tudi pri kontrolnih vzorcih in sicer za 2,16 mg/L
pri vi§ji temperaturi in za 0,56 mg/L pri niZji temperaturi.

5.1.1.26 ETIL LAKTAT

Vsebnosti etil laktata so pred potekom MLF zelo majhne, saj dosegajo vrednosti 4,11
mg/L. Po zakljuc¢eni MLF pa se vsebnosti mo¢no povecajo in sicer v najvecji meri v
vzorcu s spontano MLF pri nizji temperaturi; tu je vsebnost etil laktata po zakljuceni
MLF 39,07 mg/L. V vzorcu s spontano MLF pri vi§ji temperaturi se vsebnost etil
laktata poveca le za 0,61 mg/L.

V vzorcih a in b se vsebnosti etil laktata bolj povecajo pri visji temperaturi in sicer za
21,31 mg/L v vzorcu a in za 20,03 mg/L v vzorcu b. Pri nizji temperaturi pa se
povecajo vsebnosti za 12,84 mg/L v vzorcu a in za 12,5 mg/L v vzorcu b. V
kontrolnih vzorcih se vsebnosti etil laktata rahlo zmanjsajo.

Etil laktat, kot najpomembnejsi produkt metabolizma LAB, pomembno pripeva k bolj
polnemu okusu in ve¢ji harmoni¢nosti. Vsebnosti do 50 mg/L e pozitivno vplivajo na
aromo vina.

5.1.1.27 FENILETIL ACETAT

Feniletil acetat se v vinu nahaja v zelo majhnih koli¢inah. Na zacetku je nase vino
vsebovala 0,62 mg/L tega estra. Po kon¢ani MLF pa feniletil acetat v nasih vzorcih ni
vec prisoten oziroma je pod mejo detekcije.

5.1.1.28 2-FENIL ETANOL

Vsebnosti 2-fenil etanola se povecajo v vseh vzorcih, kjer je potekla MLF in tudi v
kontrolnih vzorcih. Zelo podobne vsebnosti so v vzorcih pri niZji temperaturi in sicer;
vzorec s spontano MLF vsebuje 27, 00 mg/L 2-fenil etanola, vzorec a 27,01 mg/L in
vzorec b 27,03 mg/L. Vsebnosti vzorcev pri vi§ji temperaturi so nekoliko nizje od
vzorcev pri nizji temperaturi in sicer v vzorcu s spontano MLF je vsebnost 2-fenil
etanola 25,58 mg/L, v vzorcu a 24,85 mg/L in v vzorcu b 27,08 mg/L.
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O povecanju vsebnosti 2-fenil etanola porocata tudi avtorja Ugliano in Moio (2005).
2-fenil etanol s svojo aromati¢nostjo pomembno prispeva k vec¢ji kompleksnosti
arome vina.

5.1.2 SENZORICNA ANALIZA VINA

Najslabse ocenjen je bil vzorec s spontano MLF pri vi§ji temperaturi, saj je dosegel
16,27 toc¢k. Vzorec s spontano MLF pri nizji temperaturi se je bil ocenjen nekoliko
bolje in sicer 16,93 tock. Vzorec je bil ocenjen kot svez in bolj zaokrozen v okusu.

V obeh vzorcih s spontano MLF se je tekom poskusa pojavil bekser, ki je s svojo
reduktivnostjo negativno vplival na kon¢no oceno vzorca.

Kontrolna vzorca sta dobila po pricakovanjih nizje ocene in sicer vzorec pri Vvisji
temperaturi 16,57 tock in vzorec pri niZji temperaturi 16,33 toc¢k. Vzorca sta bila sicer
ocenjena kot sortno prepoznavna, vendar z izstopajoco kislino in trpkostjo. Bila sta
tudi neharmoni¢na in neuravnoteZena v okusu zaradi prevlade astringentnega tona in
kisline. Z bioloskim razkisom se tako vino omehca, postane bolj harmoni¢no in
prijetnejSe na okus.

Med vzorcema a in b pri vi§ji temperaturi ni posebnih razlik. Vzorec a je dobil 16,80
tock, vzorec b pa 16,67 tock. Vzorcu a je primanjkovalo sadnosti in sortnosti, kljub
vecji harmoni¢nosti glede na prejSnje vzorce. Vzorec s sevom b je imel sicer lepSo
barvo, vendar pa je v okusu deloval $e neharmoni¢no. Vzorec b pri nizji temperaturi
je dobil visoko oceno in sicer 17,05 tocke. Vzorec je imel ve¢jo sadnost in
intenzivnejSo barvo.

Dale¢ najvi§jo oceno je dobil vzorec a pri nizji temperaturi in sicer 17,47 tock. Vzorec
je bil sortno prepoznaven z lepo cvetico, v okusu je deloval polno in harmoni¢no in
tudi barva je bila nekoliko temnejsa.

Iz rezultatov senzori¢ne ocene lahko vidimo, da temperatura, pri kateri poteka
bioloski razkis, pomembno vpliva na aromo vina. Vsi vzorci pri nizji temperaturi so
dobili vi§je ocene. Vzorci so delovali bolj sadno z ve¢jo harmoni¢nostjo, medtem ko
so vzorci pri vi§ji temperaturi delovali manj sortno in neharmoni¢no. Spontana MLF
se ni obnesla najbolje za vino modra frankinja zaradi vecje reduktivnosti in moznosti
pojava bekserja. Lahko zakljucimo, da je za modro frankinjo najbolj primeren vodeni
biolo8ki razkis z uporabo a-mle¢nokislinskih bakterij (sev a), ki daje zadovoljivo
polnost v okusu in izraznejSo cvetico.
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5.2 SKLEPI

e Bioloski razkis prispeva k zmanjSanju skupnih titrabilnih kislin v vinu v
povprecju za 2 g/L in posledi¢no k dvigu vrednosti pH, kar ugodno vpliva na
senzori¢no kakovost vina.

e Za vodenje bioloSkega razkisa se je s staliS¢a senzori¢ne kakovosti vina kot
bolj primerna izkazala nizja temperatura, tj.16 °C.

e S temperaturo okoli 16 °C dobimo vina z vecjo vsebnostjo vi§jih alkoholov in
estrov, ki pomembno prispevajo k vecji sadnosti in polnosti vina. Tako
dobimo nekoliko vecje vsebnosti izoamilnega alkohola, 2-fenil etanola, 1-
propanola, izobutanola in diacetila, ki so Se vedno v mejah senzori¢ne
sprejemljivosti. Tvori pa se nekoliko manj etil laktata, ki je odgovoren za
vecjo polnost okusa.

e Pri nizji temperaturi bioloSkega razkisa smo dobili vina z ve¢jo vsebnostjo
skupnega ekstrakta in z vecjo intenziteto barve, kar posledi¢no pomeni boljSo
senzori¢no kakovost vina.

e Pri vi§ji temperaturi vodenja bioloSkega razkisa, tj.24 °C pa so vina vsebovala
ve¢ acetaldehida, metanola in etilacetata ter imela vecjo vsebnost hlapnih
kislin in alkohola. Vsi vzorci pri vi§ji temperaturi so bili slabSe senzori¢no
ocenjeni kot vzorci pri nizji temperaturi.

e Vzorci pri nizji temperaturi bioloSkega razkisa so bili opisani kot bolj sortni in
harmonicni z vecjo polnostjo okusa, medtem ko so vzorci pri visji temperaturi
bili Se vedno trpki, neharmonicni in premalo sortni.

e Kot bolj primeren sev so se izkazale a mlecnokislinske bakterije, saj so ti
vzorci vsebovali ve¢ vi§jih alkoholov in estrov kot so 1-propanol, izoamilni
alkohol, izoamil acetat in izobutanol, imeli pa so tudi nekoliko vecje vsebnosti
diacetila, ki je kot tak pomembno prispeval k bolj polnemu okusu.

e Kot najboljSa kombinacija se je tako pokazala izbira nizje temperature
bioloSkega razkisa in uporaba o mle¢nokislinskih bakterij.

e Spontan bioloski razkis ni dal dobrih rezultatov, Se posebno zaradi pojava
zveplovodika, posebej pri vodenju le tega pri vi§ji temperaturi. Tudi diacetilna
nota je bila bolj izrazena, kar bi lahko v vecjih koncentracijah negativno
vplivalo na aromo vina.
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti vpliv bioloSkega razkisa na sestavo in
nastanek hlapnih komponent vina in s tem na samo kakovost in kompleksnost arome
vina. Primerjalno smo obravnavali vzorce vin z dvema razlicnima sevoma
mlec¢nokislinskih bakterij, ki smo jih izpostavili dvem razliénim temperaturam z
vzorci, kjer je potekel spontan bioloski razkis in s kontrolnimi vzorci. Poskus smo
opravili na vinu modre frankinje po zakljuceni alkoholni fermentaciji.

Opravili smo osnovne fizikalno-kemijske analize vzorcev in senzori¢no analizo po
zakljuCku poskusa. Ugotovili smo, da bioloski razkis vina znacilno vpliva na
kemijsko sestavo in na samo aromo vina, ki postane bolj kompleksna in specifi¢na.
Vzorci z opravljenim bioloskim razkisom so vsebovali manj skupnih titrabilnih kislin
zaradi razgradnje jabol¢ne kisline v milejSo mlec¢no kislino, kar je imelo za posledico
boljse senzoricne lastnosti. Pozitiven vpliv bioloSkega razkisa na aromo vina se je
pokazal tudi v sestavi hlapnih komponent vina, to so predvsem visji alkoholi in estri
ter hlapne kisline.

Vzorci z opravljenim bioloSkim razkisom so vsebovali vecje koli¢ine visjih alkoholov
in estrov, ki so pomembno vplivali na sadni karakter vina in s tem na izraznejSo
cvetico. K polnejSemu okusu vina je pomembno prispevala tvorba etil laktata, v
manj$ih koncentracijah pa tudi tvorba diacetila, ki je dal pecat specifi¢ni aromi
biolosko razkisanega vina. Vecje vsebnosti hlapnih kislin niso bile senzori¢no
zaznavne. Kot primernejsa se je izkazala nizja temperatura, to je 16 °C, saj so bili ti
vzorci senzori€no kakovostnejSi zaradi poudarjene sortnosti, ki se je pri visji
temperaturi izgubila. Nizja temperatura je prispevala tudi k vecji harmoni¢nosti in
zaokrozenosti okusa. Rezultati so pokazali, da ima vodeni bioloski razkis z uporabo
komercialnih starter kultur mle¢nokislinskih bakterij kar nekaj prednosti pred
spontanim bioloskim razkisom. Te prednosti so predvsem v moznosti kontroliranega
poteka in v vecji gotovosti nastanka Zeljenih komponent vina, ki kot take prispevajo k
specifi¢nosti arome vina. Spontan bioloski razkis lahko vodi v nastanek nezeljenih
spojin, kot so biogeni amini in v tvorbo spojin, ki imajo za posledico neprijetne
napake vina, kot je zveplovodik. Razlike so se pokazale tudi med sevi
mlecnokislinskih bakterij in sicer predvsem v tvorbi hlapnih sestavin. Vecje koli¢ine
vi§jih alkoholov in estrov so tvorile a mle¢nokislinske bakterije, medtem ko vzorci s
sevom L 31 vsebovali nekoliko vec¢ alkohola in glicerola.

Vecja harmonicnost in uravnotezenost okusa, polnost in ve¢ja kompleksnost arome so
tisti dejavniki, ki poglavitno vplivajo na zeljene senzori¢ne parametre in prepric¢ajo
marsikaterega ljubitelja dobrega vina. Z bioloSkim razkisom dobimo vina z vecjo
sadnostjo in manjSo vsebnostjo rastlinskih ali zelenih vonjev, ve¢ji spekter arom pa
nam ponudi vecje uzitke pri degustaciji zlahtne kapljice.
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PRILOGE

Priloga A:

Podatki meritev vsebnosti titrabilnih kislin do pH=7 in skupnih kislin do pH=8,2 ter meritev vrednosti
pH v vzorcih vin modra frankinja pri dveh razli¢nih temperaturah pred, med in po bioloskem razkisu
(MLF)

Vrednost
Titrab.ksl. pH=7  Skup.ksl. pH=8,2 pH
Cas Vzorec (g/L) (g/L)
pred

MLF 7,96 8,27 3,25
i s 6,57 6,84 3,29
. k 7,74 8,10 3,21
c 2 a 6,45 6,77 3,32
9 b 6,45 6,80 3,32
2 i s 7,75 8,01 3,21
- © k 7,67 8,03 3,20
= a 7,52 7,86 3,23
L b 7,47 7,82 3,23
= i s 6,73 7,11 3,35
p . k 7,82 8,18 3,24
S c 2 a 6,44 6,76 3,36
o g b 6,41 6,71 3,36
2 s 6,99 7,28 3,28

N —~
© k 7,69 7,96 3,22
Z a 6,81 7,10 3,31
b 6,58 6,86 3,33
c i s 5,93 6,20 3,36
g © k 7,04 7,33 3,23
2 = a 5,80 6,08 3,36
b 5,82 6,12 3,36
_ s 5,97 6,31 3,33
© k 7,74 8,10 3,24
" 2 a 5,86 6,26 3,33
= b 5,83 6,20 3,33
2 i s 5,72 6,06 3,34
© k 6,83 7,08 3,21
= a 5,58 5,86 3,35
b 5,52 5,80 3,34

Legenda:

s...spontana MLF
k...kontrola
a..o LAB
b..L31 LAB
T...temperatura
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Priloga B:

Podatki meritev vsebnosti hlapnih kislin, etanola, skupnega ekstrakta in skupnih fenolov v vzorcih vin
modra frankinja pri dveh razli¢nih temperaturah pred in po bioloskem razkisu (MLF)

Hlap.ksl Etanol Sk.eks. Sk.fenoli

Cas Vzorec (g/L) (vol. %) (g/L) (mg/L)
pred
MLF 0,24 10,84 25,7 1625
— S 0,51 11,09 21,60 1558
o k 0,34 11,10 25,50 1508
" %’ a 0,54 11,01 21,50 1558
5' b 0,60 11,03 21,50 1528
g . s 0,34 10,89 22,70 1547
o k 0,27 10,70 24,50 1477
Z a 0,52 10,88 22,55 1517
b 0,41 10,94 22,80 1487
Legenda:

s...spontana MLF
k...kontrola
a..o LAB
b..L31 LAB
T...temperatura
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Priloga C:

Podatki meritev absorbance pri valovnih dolzinah 420, 520 in 620 nm ter izracuni intenzitete barve in

tona barve v vzorcih vin modra frankinja pri dveh razli¢nih temperaturah pred in po bioloskem razkisu
(MLF)

Ton
A420 nm As20 nm Ag20nm Inte.barve barve

Cas Vzorec

pred
MLF 0,329 0,587 0,121 10,370 0,560
— s 0,173 0,278 0,044 4,950 0,622
© k 0,206 0,392 0,049 6,470 0,526
W g a 0,169 0,277 0,044 4,900 0,610
3' b 0,169 0,276 0,046 4,900 0,613
g . s 0,233 0,374 0,066 6,730 0,623
o k 0,070 0,512 0,269 8,510 0,525
%‘ a 0,230 0,382 0,067 6,775 0,601
b 0,211 0,352 0,060 6,230 0,599
Legenda:

s...spontana MLF
k...kontrola
a..o LAB
b..L31 LAB
T...temperatura
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Priloga D:

Podatki meritev vsebnosti sladkorjev in organskih kislin v vzorcih vin modra frankinja pri dveh
razli¢nih temperaturah pred, med in po bioloskem razkisu (MLF)

Sladkorji Organske kisline
Glukoza Fruktoza Glicerol | Citronska Vinska Jaboléna Milec¢na
Cas Vzorec (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
red
FI\)/ILF 1,88 2,35 6,26 0,17 3,34 1,94 0,42
- s 1,62 0,17 5,19 0,12 3,42 0,08 2,88
o k 1,47 2,04 5,60 0,10 3,15 1,64 0,46
c %’ a 1,59 0,01 5,30 0,08 3,33 0,00 2,90
3 b 1,79 0,00 5,37 0,09 3,33 0,00 3,02
2 _ s 1,63 1,84 5,52 0,09 3,20 1,45 0,50
o © k 1,80 2,01 5,46 0,17 3,34 1,94 0,42
% a 1,61 1,52 5,43 0,15 3,46 1,39 1,02
" b 1,49 1,49 5,42 0,13 3,25 1,79 0,97
31 . s 1,57 0,03 5,30 0,05 2,42 0,00 3,30
Py © k 2,00 0,02 5,34 0,15 2,95 1,96 0,68
:g c 2 a 1,59 0,00 5,39 0,06 3,29 0,00 3,28
g 3 b 2,17 0,01 5,44 0,04 3,30 0,00 3,29
ﬁ. - s 1,70 0,80 5,52 0,16 2,99 0,84 2,05
© k 1,59 2,00 5,51 0,16 3,35 2,05 0,50
% a 1,68 0,50 5,43 0,15 3,36 0,42 2,43
b 1,59 0,24 5,52 0,11 3,28 0,15 2,62
- . s 1,74 0,01 5,34 0,05 3,11 0,00 3,04
3 o k 1,98 2,00 5,60 0,16 3,39 1,96 0,72
ﬁ % a 2,05 0,01 5,44 0,07 2,95 0,00 2,94
b 2,83 0,01 5,42 0,05 3,04 0,00 2,94
. s 1,63 0,01 5,29 0,03 3,17 0,00 2,88
o k 1,98 1,85 5,32 0,16 3,33 1,96 0,55
" %’ a 1,56 0,03 5,43 0,05 3,29 0,00 2,96
3‘ b 1,63 0,02 5,37 0,03 3,23 0,00 2,89
9 . s 1,53 0,02 4,92 0,02 3,33 0,00 2,28
© k 1,85 2,08 5,89 0,13 3,36 1,74 0,46
%‘ a 1,65 0,01 5,18 0,03 3,22 0,00 2,19
b 1,79 0,01 5,80 0,02 3,13 0,00 2,65
Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola
a..o LAB
b..L31 LAB
T...temperatura
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Priloga E:

Podatki meritev vsebnosti acetaldehida, etilacetata, metanola, diacetila, 1-propanola in izobutanola v
vzorcih vin modra frankinja pri dveh razlicnih temperaturah pred in po bioloskem razkisu (MLF)

AA etilacetat  metanol diacetil propl)anol izobutanol
Cas Vzorec (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
red
IF\)/ILF 13,70 17,93 66,21 0,47 17,43 50,42
s 0,97 8,44 71,77 181 19,38 56,20
E k 3,81 18,10 63,68 0,47 16,77 49,66
= a 680 1957 71,47 184 1879 5419
%‘L b 3,83 14,92 69,31 1,45 18,02 51,57
=3 s 0,00 16,95 63,24 2,09 16,69 47,64
's k 1924 1505 6332 047 1658 4757
%‘ a 6,78 21,04 75,57 1,93 19,67 57,01
b 1,15 14,44 67,62 151 18,43 53,45
Legenda:
s...spontana MLF

k...kontrola
a..o LAB
b..L31 LAB
T...temperatura
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Priloga F:

Podatki meritev vsebnosti izoamil acetata, izoamil alkohola, acetoina, metil laktata, etil laktata, 2-fenil

etilacetata in 2-fenil etanola v vzorcih vin modra frankinja pri dveh razli¢nih temperaturah pred in po
bioloskem razkisu (MLF)

izoamil  izoamilni metil 2-fenil 2-fenil
acetat alk. acetoin laktat etil laktat ~ etilacetat etanol
Cas Vzorec (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
red
IIi/ILF 0,60 327,16 17,78 3,20 4,11 0,62 21,44
S 0,14 361,18 17,78 2,33 4,72 0,00 25,58
E k 0,62 317,86 17,78 5,36 2,78 0,00 21,92
2 a 0,60 348,11 17,78 2,33 25,42 0,00 24,85
L§L b 0,38 332,13 18,23 3,81 24,14 0,00 27,08
=3 s 0,56 307,28 17,78 2,33 39,07 0,00 27,00
E k 0,14 308,54 19,58 3,76 3,34 0,00 25,88
% a 0,68 367,37 18,62 4,48 16,95 0,00 27,01
b 0,35 344,11 19,08 3,35 16,61 0,00 27,03
Legenda:
s...spontana MLF
k...kontrola
a...a LAB
b..L31 LAB
T...temperatura
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Priloga G:

Rezultati senzori¢ne ocene vzorcev vin modra frankinja pri dveh razli¢nih temperaturah po kon¢anem
bioloskem razkisu

Skupna
senzoriéna
ocena (1-20
vzorec tock)
— s 16,27
o k 16,57
f‘>ﬁ a 16,80
b 16,67
s 16,93
s k 16,33
= a 17,47
b 17,05
Legenda:
s...spontana MLF
k...kontrola
a...o LAB
b..L31 LAB

T...temperatura



