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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

»bioticno« - vzorec, pri katerem so bila opravljena skropljenja vinske trte po pravilniku IPGV v
kombinaciji s pripravkom »Kanne«

wklasi¢no« - vzorec, pri katerem so bila opravljena Skropljenja vinske trte po pravilniku IPGV

»kontrola« - vzorec, pri katerem so bila opravljena Skropljenja vinske trte po pravilniku IPGV,
zadnja tri Skropljenja pa izpuscena

°Oe - stopinje Oechsleja

ATP - adenozin trifosfat

CFU - kolonijska enota (ang. Colony Forming Unit)

DAP - diamonijev hidrogenfosfat

FAN - prosti aminokislinski dusik (ang. Free Amino Nitrogen)

FVT - prosti hlapni terpeni (ang. Free Volatile Terpenes)

hranilo 1: enostavno hranilo Enovit (Hranila za kvasovke, 2002)

hranilo 2: kompleksno hranilo Biostimol (Biostimol Original, 2002)

hranilo 3: kompleksno hranilo Biostimol Plus (Biostimol Plus, 2002)

IPGV - integrirana pridelava grozdja in vina

MKB - mle¢nokislinske bakterije

NADH + H'/NAD - nikotin amid dinukleotid

OKB - ocetnokislinske bakterije

PGO - priznana geografska oznaka

PK - pufrna kapaciteta

PVT - potencialni hlapni terpeni (ang. Potential Volatile Terpenes)

SPE - sladkorja prosti ekstrakt

SS - sladkorna stopnja

TCA - cikel trikarboksilnih kislin

ZGP - zas¢iteno geografsko poreklo



Basa K. Vpliv skropljenja in dodatkov hranilnih snovi na potek alkoholne fermentacije mosta belih vinskih sort. 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008

1 UVOD

Clovek je tisoéletja povezan z vinsko trto in vinom. Arheoloske najdbe in razli¢ni zapisi
kazejo, kako vsestransko uporabno je vino Ze od nekdaj. Zaradi njegovih Stevilnih u¢inkov so
ga izkoriScali kot topilo za zeliSa, za pripravo najrazlicnejSih mazil, kot analgetik pri
operacijah, kot razkuzilo, ...

Na podlagi novih znanstvenih spoznanj je dana$nji ¢lovek vse bolj ozaveS€en o nujnosti
varovanja narave in lastnega zdravja. Vinogradniki in vinarji iS¢ejo nove nacine pridelave
zdravega grozdja v vinogradu in izboljSanja fizikalno-kemijske sestave ter senzoricne
kakovosti mosta in pridelanega vina.

Uporabo klasi¢nih uc¢inkovitih sredstev za zasCito vinske trte Zelijo zmanjsati ali Se bolje
zamenjati z ustrezno razlicico, ki bo bolj prijazna okolju, istocasno pa ne manj uc¢inkovita.

V integrirani pridelavi grozdja vinogradniki v vinogradih premisljeno kombinirajo bioticne,
biotehnoloske, kemijske, obdelovalne ali gojitvene ukrepe tako, da lahko uporabo kemijskih
sredstev za varstvo rastlin omejijo le na najnujnejSo koli¢ino.

Na podlagi predhodnih poskusov bioticnega varstva vinske trte in ovrednotenja kemijske
sestave in boljSe senzori¢ne kakovosti pridelanega vina je bilo ugotovljeno, da je mozna
popolna ali vsaj delna nadomestitev klasi¢nih organskih pesticidov z okolju prijaznimi
biopesticidi.

Tudi v tehnologiji pridelave vina tezijo k ¢im manjsi uporabi kemi¢nih sredstev in jih raje
nadomescajo s fizikalnimi in drugimi postopki.

Vemo, da je vino produkt kompleksnih interakcij med mikroorganizmi ter zacetno fizikalno-
kemijsko sestavo moSta in fizikalnimi pogoji. S poznavanjem fiziologije kvasovk in
njihovega metabolizma lahko neposredno vplivamo na kinetiko alkoholne fermentacije in
sintezo posameznih aromati¢nih snovi in drugih pomembnih spojin kot so Zeleni hlapni estri
in visji alkoholi ter glicerol.

Tako lahko z obvladovanjem (kontrolo in nadzorom) najpogostejSih stresnih parametrov v
veliki meri sami vplivamo na izboljSanje senzori¢ne kakovosti pridelanega vina. S tem
namenom se v moS$t dodajajo razli¢ne hranilne snovi.

S poskusom smo zeleli podrobneje raziskati vpliv razli¢nih zasc¢itnih sredstev in dodatka
hranilnih snovi na fermentacijo in posledi¢no kon¢no kakovost vina bele vinske sorte rebula.
V diplomski nalogi smo se osredotoCli na kemijsko sestavo moSta in vina, nismo pa
spremljali pojava bolezni v vinogradu oziroma ni bila predmet naSe raziskave.

Vinograd smo Skropili po treh razlicnih Skropilnih programih, v nadaljevanju pa smo v most
dodali razlicne dodatke hrane za kvasovke v primerjavi s kontrolo (brez hranil) in opravili
tudi vrsto fizikalno-kemijskih analiz mosta in mladega vina po koncani fermentaciji, saj je s
stalisa tudi senzoricne kakovosti kon¢nega produkta zeljeno poznavanje simptomov
pomanjkanja hranil z ustrezno kemijsko analizo metabolnih produktov.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 NACINI PRIDELAVE GROZDJA IN VINA

2.1.1 Konvencionalna (tradicionalna) pridelava grozdja in vina
Konvencionalna pridelava grozdja in vina je nacin pridelave, s katerim z vecjo koli¢ino gnojil
in kemijskih sredstev dosegamo velike koli¢ine pridelka s cenovno ugodnim in lazjim delom.
Zaradi vseh nastetih dejstev je to §¢ vedno razsirjen na¢in obdelave vinske trte. Zal pa pri
njem ne upostevamo ohranitve vinograda kot ekolosko pestrega sistema z raznolikim sozitjem
specificnih zivih bitij. Zaradi velikega onesnazevanja okolja pri uporabi konvencionalnih
postopkov v vinogradniStvu so zaceli uvajati druge nacine pridelave grozdja in vina.

2.1.2 Integrirana pridelava grozdja in vina

»Integrirano varstvo rastlin« je optimalna kombinacija bioti¢nih, biotehnoloskih, kemijskih,
obdelovalnih ali gojitvenih ukrepov pri pridelavi grozdja, pri cemer se uporaba kemijskih
sredstev za varstvo rastlin omeji na najnujnejSo koli¢ino fitofarmacevtskih sredstev iz
tehnoloskih navodil, ki vsebujejo tehnoloske zahteve oziroma omejitve pri integrirani
pridelavi grozdja in vina, ki so potrebne za zadrzevanje populacije skodljivih organizmov pod
mejo, ki povzroca gospodarsko nesprejemljivo skodo ali izgubo (prag Skodljivosti) (Pravilnik
o integrirani..., 2002). V letu 2007 je bilo v IPGV je vkljucenih 2.640 pridelovalcev, kar
predstavlja 10 % vinogradnikov z ve¢ kot 50 % vseh vinogradov (Stabuc in sod., 2007).

V integrirani pridelavi grozdja in vina je dovoljena uporaba preko 50 razli¢nih
fitofarmacevtskih pripravkov. Delimo jih na kemijske in bioloske fitofarmacevtske pripravke.
V vinogradni$tvu je omejena uporaba bakra, nekaterih derivatov izociklicnih spojin
(diklorfluanidin, dinokap), ditiokarbamatov (mankozeb, metiram, propineb), diazinona, idr.
(Cus in sod., 2002).

V vinarstvu je zaZeljena ¢im manjSa poraba SO,, tehnoloSki ukrepi bolj fizikalne kot
kemijske narave, prepovedana je uporaba sredstev, ki so Skodljiva za zdravje ljudi in okolje,
prepovedana je uporaba plutovinastih zamaskov, ki so obdelani s klorom, pocinkanih in
svin¢enih kapic ter sinteti¢nih materialov za pakiranje, prepovedano je dosladkanje mosta ali
vina iz sladkornih rezerv, ki so bile konzervirane z zveplom, prepovedana je uporaba gensko
spremenjenih mikroorganizmov; prepovedana so nekatera enoloska sredstva (bakrov sulfat,
modro ciS¢enje, PVPP, sorbinska kislina in drugi konzervansi, aktivno oglje (razen pri vec
kot 50 % delezu grozdne gnilobe)); prepovedana je uporaba agresivnih pralnih sredstev in
razkuzil ter neselektivno zbiranje odpadkov. Posebno skrb moramo nameniti odplakam, ki
bremenijo okolje, zagotoviti moramo uporabo povratne embalaze ali ustrezno reciklazo
steklenic (Cus in sod., 2002).

2.1.3 EkoloSka pridelava grozdja in vina

Ekoloska pridelava grozdja in vina k omejitvam integrirane pridelave dodaja Se nekatere
druge. Temeljna pravila za ekolosko pridelavo so (Vrsi¢ in Lesnik, 2001):

-trajno nara$canje samobitne rodovitnosti tal,

-Cimbolj zaprto krozenje na obratu (¢imbolj obnovljiva energija),

-razli¢na pridelava in raznolika struktura obrata,

-pospesevanje gojenja sort odpornih proti Skodljivecem,

-pridelava polnovrednih Zivil v ustreznih koli¢inah in po primerni ceni,

-zagotoviti obstoj na podlagi zadovoljivih zivljenjskih razmer in primernega zasluzka,

-pridelava naj tezi k ¢imboljsi kakovosti grozdja in ne h koli€ini,
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-pospesevanje razvoja velikega Stevila rastlinskih in Zivalskih vrst v ekosistemu vinograda,
-zmanj$anje obremenitev voda z dusikom in fosforjem,
-odgovorna uporaba in nacrtno pospesevanje naravnih eksisten¢nih osnov.

2.2 FITOFARMACEVTSKI PRIPRAVKI

2.2.1 Kemijska sredstva, ki smo jih uporabljali za varstvo rastlin (dovoljena za
uporabo po IPGV smernicah)
Sredstva za varstvo rastlin so kemijske spojine ali pripravki (zmes ene ali ve¢ aktivnih snovi),
ki pri pravilni uporabi varujejo kulturne rastline od setve do zetve pred poSkodbami, ki jih
povzrocajo druga ziva bitja (rastlinski in zivalski skodljivci).

Preglednica 1: OdmerKki in aktivne snovi kemi¢nih sredstev za varstvo rastlin (Kristan¢i¢, 2001)

pripravek aktivna snov odmerek (g/100 L vode)
Ridomil MZ 72 WP metaksil + mankozeb 250
Systhane 12-E miklobutanil 15
Polyram DF metiram 240
Kumulus DF mocljivo zveplo 200
Topas 100 EC penkonazol 25
Dithan M-45 mankozeb 200
Qadris azoksistrobin 100
Cuprablau Z bakrov hidroksid + cink 300

2.2.2 Fitofarmacevtski pripravek »Kanne«
Zaradi prevelikega onesnazevanje okolja v konvencionalni pridelavi grozdja in vina smo
prisiljeni uporabljati razlicne druge nacine pridelave. »Kanne« je novejsi pripravek, ki se
uporablja v ekoloski pridelavi grozdja in vina. Pridobiva se s pomocjo patentiranega
postopka. Osnova je testo iz rzi, pSenice in ovsa, ki ga dva meseca fermentirajo z
mlecnokislinskimi bakterijami.
Proizvajalec je: Kanne Brottrunk GmbH &Co. KG, Liinen.
Pripravek »Kanne« se lahko uporablja tudi kot prehranski dodatek za povecanje odpornosti
zivali in rastlin ter kot dodatno talno ali listno gnojilo.

V vinogradni$tvu se uporablja kot gnojilo, ker:

e z nalaganjem silicijeve kisline na liste poveca odpornost trte ali drugih rastlin proti
pepelasti plesni in listnim usem,

e pospesuje razgradnjo strupenih snovi v tleh (alifatskih ogljikovodikov, mineralnih olj,
bencina),

e pospesuje kompostiranje v tleh,

e kot skropivo deluje antagonisti¢no, ker Stevilna mikroflora v Skropivu zavira rast
patogenih mikroorganizmov.
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2.2.2.1 Sestava pripravka »Kanne« (za Skropljenje rastlin pri akutnih napadih
Skodljivcev in  pri plesnobi)

Pripravek »Kanne« vsebuje:
e mlec¢nokislinske bakterije (koncentracija le-teh je 10" celic/mL),
e trose mlec¢nokislinskih bakterij,
e encime,
e pomembne minerale in mikroelemente:
0 baker 0,02 mg/L
zelezo 1,9 mg/L
mangan 0,63 mg/L
cink 1,4 mg/L
kalcij 87,0 mg/L
magnezij 66,0 mg/L
kalij 264,0 mg/L
fosfor 249,0 mg/L
klorid 567,0 mg/L
natrij 257,0 mg/L

O O0OO0O0OO0OO0OO0OO0O

Vrednost pH pripravka »Kanne« je 3,0.

MikrobioloSka sestava pripravka: prevladujejo heterofermentativni laktobacili vrste
Lactobacillus buchneri, homofermentativni koki vrste Streptococcus eqinus, bakterije rodu
Pediococcus.

2.3 OPIS SORTE REBULA

2.3.1 SploSni podatki

Rebula je stara avtohtona vinska sorta, ki dobro uspeva na meji med Slovenijo in Italijo,
predvsem na podro¢ju Goriskih brd in Vipavske doline. Spada v zahodnoevropsko skupino
sort — Proles occidentalis. Njena domovina je Italija, kjer jo zgodovinarji omenjajo Ze od 14.
stoletja naprej (Hr¢ek in KoroSec-Koruza, 1996).

Poznani sta dve sorti (zelena in rumena rebula), pri nas pa je razSirjena predvsem rumena ali
zlata rebula. Sorta se odlikuje z dobro rodnostjo, ¢eprav spomladi pozno zbrsti. Najbolje
uspeva na lapornih, fliSnih in kamnitih tleh, predvsem na visje lezec¢ih terenih.

2.3.2 Agrobioti¢ne znacilnosti
List je srednje velik, cel ali trodelen, s plitkimi stranskimi sinusi. Z zgornje in spodnje strani
je svetlozelen in gol. Listni pecelj je kratek do srednje dolg, zelen ali pa nekoliko vijolicast.
Grozd je podolgovat, srednje velik in valjaste oblike, dokaj nabit. Grozdni pecelj je kratek, pri
osnovi olesenel.
Jagoda je srednje debela, okroglo podolgovata, rumene barve in pokrita z obilnim oprhom
(Nemanic¢, 1999). Jagodni popek je izraZen, kozica pa je debela.
Rozga je srednje razvita, nekoliko progasta, na preseku elipti¢na, bledo rumenkaste barve in
temno pikcasta.
V sortnem izboru za Slovenijo je rebula kot priporocena sorta predvidena v briSkem,
vipavskem in kraSkem vinorodnem okoliSu vinorodne deZele Primorska (Hréek in KoroSec-
Koruza, 1996).
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2.3.3 Tehnologija pridelave
Gojitvena oblika: prenasa intenzivnejsa gojitvene oblike.
Rez: dolga
Lega in zemlja: najbolje uspeva na visje lezeCih polozajih, glede zemlje ni zahtevna.
Vsebnost sladkorja v moStu: doseZe povpre¢no 75 °Oe. Kakovost in koli¢ina pridelka sta
mocno odvisna od obremenitve trte, lege in podnebnih razmer.
Na sonc¢nih legah in dobro prepustnih tleh se lahko pridela lepo, sveze, obi¢ajno suho vino, ki
ima nekoliko bolj izrazeno kislino in nizji alkohol, z znacilnim vonjem in okusom po sadju.
Zaradi njene zivosti in lahkosti je vino ustvarjeno za kombiniranje z raznimi jedmi na bazi rib
(Nemanic, 1999).

2.4 KEMIJSKA SESTAVA GROZDNEGA SOKA

V fizikalno-kemijskem pomenu je most neprava raztopina z gostoto 1,060-1,120 g/cm’.
Najpomembnejse skupine sestavin grozdnega soka so:

voda,

oglikovi hidrati (glukoza, fruktoza, saharoza, pentoze, polisaharidi),

organske kisline (jabol¢na, vinska, citronska, jantarna,...),

dusikove spojine (NH3, proteini, peptoni, polipeptidi, aminokisline, amini, amidi),
mineralne snovi (K, Ca, Mg, Cu, Zn, Na, Cl, Al, Mn, zveplova(VI) in fosforna
kislina),

fenolne spojine (polifenoli, biofenoli),

aromatic¢ne spojine,

pektinske snovi,

vitamini,

encimi,

kvasovke,

lipidi.

VVVVVVY VVVVYY

24.1 Voda
Most vsebuje od 75 do 85 % vode, v kateri so topne Stevilne druge snovi.

2.4.2 Ogljikovi hidrati

Oglikovi hidrati predstavljajo med 12 in 27 % celotne sestave mosta (Johnson, 2003).
Nastajajo v zeleni listni povrSini trte iz anorganskega ogljikovega dioksida, ki ga listi
dobivajo iz zraka in iz vode preko koreninskega sistema. Pojav imenujemo asimilacija, do
katere pride zaradi klorofila kot katalizatorja ob sodelovanju soncne svetlobne energije.
Pomembna je tudi razporeditev sladkorjev v grozdni jagodi. Znano je, da je srednji sloj
jagodnega mesa najbogatejsi s sladkorji, medtem ko sta zunanji in notranji sloj bolj bogata s
kislinami, zato ima samotok obic¢ajno vec¢ sladkorjev (Ribéreau-Gayon in sod., 2003a).

Monosaharidi

Na vsebnost sladkorjev ima zelo velik vpliv stopnja zrelosti grozdja (Ribéreau-Gayon in sod.,
2003a). Najpomembnejsa sladkorja iz skupine heksoz sta glukoza in fruktoza. V zacetku rasti
je v grozdni jagodi priblizno 75 % glukoze in 25 % fruktoze. Zrelo grozdje vsebuje enaki
koli¢ini glukoze in fruktoze, medtem ko se v fazi prezrelosti poveca delez fruktoze
(Radovanovi¢, 1986). Vecina kvasovk ima vecjo afiniteto do glukoze v primerjavi s fruktozo,
zato se v zacetni fazi alkoholne fermentacije glukoza porabi hitreje kot fruktoza.
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Most vsebuje Se manjse koli¢ine manoze (do 50 mg/L) in galaktoze (do 200 mg/L).

Pentoze se nahajajo predvsem v peckah in se gibljejo v koncentraciji do 1 g/L. Kvasovke jih
ne asimilirajo, zato ostanejo v vinu kot sestavina skupnega ekstrakta. Od pentoz prevladuje
arabinoza, v sledovih pa sta prisotni tudi riboza in ksiloza (Ribéreau-Gayon in sod., 2003b).
Koncentracija arabinoze se podvoji v vinih pridelanih iz grozdja, ki je okuzeno s plesnijo
vrste Botrytis cinerea (Bavcar, 20006).

Disaharidi

Najpomembne;jsi disaharid je saharoza, ki jo most vsebuje v povprecju od 2 do 5g/L
(Ribéreau-Gayon in sod., 2003b). Saharoza, kot vsi sladkorji, nastaja v listih in po limfnem
sistemu preko vode potuje v jagodo, kamor pa prispe le v sledovih. Vecji del saharoze se

hidrolizira zaradi delovanja encima invertaze (saharaze), v glukozo in fruktozo (Radovanovi¢,
1986).

2.4.3 Organske Kkisline
Most vsebuje Stevilne organske kisline, ki izvirajo iz grozdja in nastanejo kot produkt
nepopolne oksidacije sladkorjev. V vsebnosti organskih kislin obstajajo velike razlike, ker je
njihova oksidacija odvisna od srednjih dnevnih temperatur, zlasti v fenofazi dozorevanja.
Tako se koli¢ina kislin, odvisno od letnika, sorte, podnebja, zdravstvenega stanja, sestave tal
in stopnje zrelosti giblje od 4,5-16 g/L. Veliko organskih kislin se nevtralizira s pretvorbo v
ustrezne soli zaradi dotoka zlasti kalija iz tal preko koreninskega sistema. NajpomembnejSe
so: vinska, jabol¢na in citronska kislina, ki so v grozdni jagodi razli¢no razporejene. Kislost
se povecuje v smeri od jagodne kozice proti peckam. Vinska in jabol¢na kislina predstavljata
vec kot 90 % vseh kislin in velja, da je obi¢ajno samotok bogatejsi z vinsko, stiskanec ali
presanec pa z jaboléno kislino (Sikovec, 1993).
Organske kisline so poleg vode in sladkorjev tretja najpomembnejsa sestavina mosta. Skupaj
s kislinami, ki nastanejo med alkoholno fermentacijo, pomembno vplivajo na stabilnost, okus
in barvo vina.
Vinska kislina je znacilna kislina grozdja in se nahaja v vseh predelih vinske trte. Nastane s
cepitvijo heksoz in se v mostu nahaja v obliki soli (kisle, nevtralne soli) ter kot prosta kislina.
Soli vinske kisline so lahko bodisi kisle soli (kalijev in kalcijev tartrat) ali nevtralne soli
(kalijev hidrogentatrtat, kalcijev dihidrogentartrat). Predvsem kisle soli imajo pomembno
vlogo pri tvorbi vinskega kammna, ki se izlo¢i, Ce izpostavimo moSt ali vino nizkim
temperaturam (Garoglio, 1981).
Naslednja po koli¢ini je jabol¢na kislina, ki se nahaja v jagodah, v listih in v zeleni pecljevini.
Je veliko bolj obcutljiva na oksidacijske procese v primerjavi z vinsko kislino. Vzrok za
oksidacijo so predvsem visoke temperature, zato je vsebnost jabol¢ne kisline ve¢ja v mostih z
vinogradniskih predelov s celinskim podnebjem (4 do 6,5 g/L), v primerjavi z moSsti s
predelov s sredozemskim podnebjem (1-2 g/L), ko gre za polno zrelost (Ribéreau-Gayon in
sod., 2003b). Ker pa se jabol¢na kislina med fermentacijo ne pretvori ali izlo€i, je bistvenega
pomena za kislinsko stabilnost vina. Pomembna je tudi v procesih jabol¢no-mlecnokislinske
fermentacije, kjer se pod vplivom mlec¢nokislinskih bakterij pretvori v mlecno kislino
(Garoglio, 1981).
Citronska kislina je v mostu prisotna v majhnih koli¢inah (0,5-1,0 g/L) (Ribéreau-Gayon in
sod., 2003b). Ostale kisline so prisotne v sledovih: askorbinska, oksalna, glikolna, fumarna.

2.4.4 Dusikove spojine
Most vsebuje dusikove spojine v glavnem v dveh oblikah, kot organski dusik (aminokisline,
peptidi, polipeptidi) in v obliki anorganskih amonijevih spojin (prosti amonijev ion)
(Garoglio, 1981). Vsebnost skupnega dusika je med 98 mg/L in 1130 mg/L (Kosmerl, 2002).
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Te spojine so v grozdni jagodi razporejene neenakomerno. Jagodno meso vsebuje komaj
20 % skupnega dusika, preostali del pa se nahaja predvsem v peckah in jagodni kozici.

V zakljuéni fazi dozorevanja grozdja se iz peck sprosti topna oblika duSika (amonijak in
aminokisline) v jagodno meso. S tem se zmanj$a koncentracija amonijevega iona, ki
prevladuje v nezrelem grozdju (80 % skupnega dusika). V fazi polne zrelosti imamo tako v
grozdni jagodi od 3 do 10 % skupnega dusika v obliki amonijevih soli, preostali del pa
predstavlja organska frakcija, predvsem aminokisline. Te spremembe so v vinogradu opazne
kot obarvanje in mehcanje jagod (Garoglio, 1981).

Dusikove spojine se v postopku predelave grozdja delno vezejo na tanine, vecina (med 70 in
80 %) pa se jih porabi v metabolizmu kvasovk med fermentacijo. Kvasovke jih izkoris¢ajo za
izgradnjo lastnih strukturnih in funkcijskih proteinov. Tako vplivajo na rast biomase,
normalen potek fermentacije in sodelujejo pri tvorbi aromati¢nih snovi vina. Med
fermentacijo se koncentracija posameznih aminokislin zmanjSuje z razli¢no intenzivnostjo,
kar je odvisno tudi od metabolne aktivnosti posameznih sevov kvasovk. S skupnim imenom
prosti alfa-aminokislinski duSik ali FAN (Free Amino Nitrogen) oznacujemo duSikove
spojine, ki so pri metabolizmu na voljo kvasovkam (amonijak in aminokisline).

Koncetracija skupnih in prostih aminokislin je zelo odvisna od stopnje zrelosti in
zdravstvenega stanja grozdja, od sorte, podlage, vzgojne oblike, stopnje obremenitve trt,
zaloZenosti tal in klimatskih razmer med dozorevanjem (temperatura, koli¢ina padavin). Zato
je zelo pomembno dejstvo, da je v toplejSih klimatskih razmerah koncentracija aminokislin
manjSa, kar povezujemo s pove€ano sintezo beljakovin pri visjih temperaturah, medtem ko je
koncentracija skupnega dusika neodvisna od klimatskih pogojev.

Ce je grozdje okuZeno s plesnijo vrste Botrytis cinerea, se vsebnost aminokislin zmanj$a za 7
do 61 % (Ribéreau-Gayon in sod., 2003b).

Aminokislinska sestava grozdnega soka doloCene sorte iz istega vinorodnega obmocja je
podobna, medtem ko se koncentracija posameznih aminokislin iz leta v leto spreminja
(nezanemarljiv vpliv letnika) in se giblje med 1 do 4 g/L, kar predstavlja 30 do 40 %
skupnega dusika.

Most vsebuje ve¢ dusSikovih snovi kot kasneje pridelano vino. Pomembne aminokisline so
predvsem: arginin, alanin, treonin, serin, glutaminska in asparaginska kislina ter prolin
(Garoglio, 1981). Arginin je prevladujo¢a aminokislina in je skupaj s prolinom odgovorna za
sortne znacilnosti moSta in vina (Ribéreau-Gayon in sod., 2003b). Prolin je pomemben
indikator zrelosti grozdja. Velika akumulacija prolina v moStu je zdruzena s stresom vinske
trte v razmerah premajhne vlaznosti, medtem ko je y-amino maslene kisline najve¢ v
prezrelem grozdju (Lambrecht in Pretorius, 2000). Povprecna koncetracija prolina v grozdju
je 742 mg/L, v vinu pa 869 mg/L (Ough in Amerine, 1988).

2.4.5 Minerali in pepel

Mineralne snovi grozdja izvirajo iz zemlje in se nahajajo v trdih delih grozdne jagode (v
jagodni kozici 1-2 %, v jagodnem mesu 0,2-0,4 % in v peckah 1-2 %). Prisotne so v
anorganski obliki (kot sulfati, fosfati, nitrati, kloridi) in v organski obliki (tartrati, malati,
citrati). Imajo velik vpliv na senzori¢ne lastnosti mosta in kasneje vina ter so zelo pomembni
pri fermentaciji.

Njihova koncetracija se zacne zmanjSevati ze med predelavo grozdja in mosta (bistrenje ali
razsluzenje, alkoholna fermentacija) in se nadaljuje do zakljucka pridelave vina (CiSCenje,
stabilizacija, filtracija).

Pepel dobimo, ¢e vzorec mosSta sezgemo. Anorganska snov, ki jo pri sezigu dobimo,
predstavlja od 2,5 do 4,0 g/L (Garoglio, 1981). Koncentracija pepela je manjSa v mostih,
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pridobljenih iz nezrelega grozdja, dosladkanega mosta in seveda ga je manj tudi v samotokih
Vv primerjavi s presanci.

Kation, ki prevladuje, je kalijev ion (0,5-2,0 g/L); njegova vsebnost se Se poveca pri suSenem
grozdju ali grozdju, okuzenem s plesnijo vrste Botrytis cinerea (Ribéreau-Gayon in sod.,
2003b). Koncetracija kalija vpliva na kislinsko stabilnost in pH mosta, na njegovo barvo ter
na potek fermentacije. Pomembni so $e kationi kalcija, magnezija in natrija.

Med anioni so pomembnejsi fosfati, sulfati, kloridi, acetati, malati, laktati, tartrati, v sledovih
pa Se brom, jod, fluor ter silicijeva in borova kislina.

Vsebnost mineralnih snovi je v rde¢ih vinih mnogo vecja kot v belih vinih.

2.4.6 Polifenoli
Polifenoli so snovi, ki zelo vplivajo na senzori¢ne lastnosti mosta in vina (barva, grenkoba,
trpkost). Delimo jih v dve skupini: flavonoide in neflavonoide. Med flavonoide, ki so
koli¢insko najpomembnejsi polifenoli rdecih vin, spadajo flavanoli, antociani in flavonoli.
Med neflavonoide uvrS¢amo hidroksicimetne kisline, ki so v grozdju najpomembne;jsi
polifenoli, hidroksibenzojeve kisline in stilbene (resveratrol).
Flavonoidi se delijjo na flavone, ki so nosilci rumeno obarvanih barvil in se nahajajo
predvsem v trdih delih grozdja ter na antociane, ki so nosilci rde¢ih in modrih barvil, ki se
nahajajo predvsem v jagodni kozici rdecih sort grozdja.
Vsebnost polifenolov v grozdju in kasneje v mostu je odvisna predvsem od sorte grozdja,
pedoklimatskih razmer, vinogradniSkega obmocja, stopnje zrelosti grozdja in tehnologije
predelave grozdja (Bonaga in sod., 1990).
V belem grozdju je barva jagodne koZice od zelene do zlato rumene, kar je odvisno od sorte
grozdja in od stopnje zrelosti. Pri rdeCem grozdju pa je barvno obmocje od roza do intenzivno
rdece. Jagodno meso je pri vecini sort brezbarvno. Izjeme so le ameriSke sorte in nekatere
evropske sorte, ki vsebujejo barvila tudi v jagodnem mesu in se uporabljajo kot »barvarice«

(gamay).

2.4.7 Vitamini
So esencialnega pomena za rast in razmnoZzevanje vseh mikroorganizmov, ki so prisotni v
moStu in vinu. Pomembnej$i vitamini so: tiamin (vitamin B;), riboflavin (vitamin B,),
askorbinska kislina (vitamin C), piridoksin (vitamin Bg), pantotenska kislina (vitamin Bs),
biotin (vitamin H) (Sikovec, 1996).

2.4.8 Aromati¢ne snovi

Aromaticne snovi v zlahtni vinski trti Vitis vinifera pripadajo skupini terpenov. Ti so glavni
nosilci znacilne sortne arome pri aromati¢nih (skupina muskatov) in tudi pri nearomati¢nih
sortah grozdja in vina. Do danes je bilo odkritih ve¢ kot 4.000 spojin, ki se nahajajo predvsem
v jagodni kozici in oprhu. Koli¢ina terpenov, ki se nahajajo v prosti in vezani obliki, se v ¢asu
dozorevanja grozdja povecuje do neke najvec¢je koncetracije. Ugotovljeno je, da se zacne
koliCina terpenov v prosti obliki zmanjSevati, Se preden se konca akumulacija sladkorjev v
grozdni jagodi (Ribéreau-Gayon in sod., 2003b). Njihova koncetracija je zelo odvisna od
temperature in koli¢ine padavin v ¢asu dozorevanja grozdja. Pomembni dejavniki, ki vplivajo
na vsebnost aromati¢nih snovi v mostu in grozdju so Se: zdravstveno stanje grozdja, koli¢ina
pridelka, sorta, zemlja, postopki predelave in prisotni mikroorganizmi.

V skupini terpenov so najbolj zastopani monoterpeni. Ti so lahko v razli¢nih oblikah: kot
enostavni ogljikovodiki (limonen, miricen), kot aldehidi (geranial), kot alkoholi (linalool,
geraniol), kot kisline (geraniolna kislina) ali kot estri (geranil acetat). Med monoterpeni so
najbolj aromati¢ni monoterpenski alkoholi (linalool, a-terpineol, nerol, geraniol, citronelol in
trienol).
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Med terpene spadajo tudi norizoprenoidi (B-ionon), ki nastanejo iz karotenoidov, prisotnih v
grozdju pod vplivom delovanja encimov (Ribéreau-Gayon in sod., 2003b).

Terpenske snovi se med pravilnim potekom alkoholne fermentacije ne izgubljajo, ker jih
kvasovke rodu Saccharomyces ne razgrajujejo (Wondra, 1998).

Vi§ji alkoholi, ki nastajajo med alkoholno fermentacijo, predstavljajo 50 % vrednosti vseh
aromati¢nih snovi v vinu.

2.4.9 Pektinske snovi

Pektinske snovi spadajo v skupino koloidov. Na njihovo koli¢ino v mostu vpliva stopnja
zrelosti grozdja, sorta, zdravstveno stanje grozdja in mehanske poskodbe (Garoglio, 1981). So
heteropolisaharidi, sestavljeni iz a-D-galakturonske kisline, ki je zaestrena z metanolom.
Zaporedje prekinjajo molekule a-L-ramnoze, na stranskih verigah pa sta arabinoza in
galaktoza (Ribéreau-Gayon in sod., 2003b). Pektini so zaradi veje viskoznosti velika
nadloga pri bistrenju mosta in vina. Za razgradnjo teh pektinskih mrez so potrebni encimi,
katerih pa mosSt sam po sebi vsebuje zelo malo. V takih primerih je priporoceno dodajanje
industrijskih preparatov pektoliticnih encimov, ki olaj$ajo celoten proces predelave grozdja in
pridelave vina.

2.4.10 Encimi
Beseda encim izvira iz gr$¢ine in pomeni »v kvasovkah« (in yeasts). Encimi so beljakovine,
ki delujejo kot bioloski katalizatorji in vodijo kinetiko reakcij od predfermentativne faze vse
do zakljucnih faz pretvorbe grozdnega soka v vino (Garoglio, 1981).
Encimi, ki so prisotni v grozdju in encimi, ki jih proizvajajo kvasovke (imenujemo jih
endogeni encimi), so v mostu prisotni v zelo majhnem Stevilu (prehitro stiskanje drozge) in
obicajno je njihovo delovanje zelo omejeno zaradi neustreznega pH (Ribéreau-Gayon in sod.,
2003a).
Zato se v vinarstvu vedno bolj uporabljajo komercialni preparati pektolitiénih encimov.
Vecina jih je pridobljenih iz plesni vrste Aspergillus niger. Njihov dodatek drozgi ali mostu
povecuje izkoristek, pospesi bistrenje mosta, pospesuje ekstrakcijo barve in arome ter lajsa
bistrenje in filtracijo vina (Cravero in sod., 1996).

2.4.11 Lipidi
V glavnem se nahajajo v peckah (75 %), v koZici (15 %) in v jagodnem mesu. Delimo jih na
nevtralne lipide (masScobne kisline, glicerol, estri sterolov), na glikolipide in fosfolipide. V
polni zrelosti predstavljajo fosfolipidi od 65 do 70 % skupnih lipidov, sledijo nevtralni lipidi
in glikolipidi. Vosek kutikule je sestavljen iz 50 % D-oleinske kisline, ki med alkoholno
fermentacijo sluzi kot rastni faktor za kvasovke (Cabanis,1987).

2.5 ALKOHOLNA FERMENTACIJA GROZDNEGA MOSTA

2.5.1 Mikroflora grozdja in moSta
V skupino kvasovk, ki so povezane s pridelavo vina, priStevamo priblizno 18 rodov (Boulton
in sod., 1996). Divje kvasovke so ne-Saccharomyces rodovi fermentativnih kvasovk, ki so
prisotne na povrSini grozdnih jagod in kletarske opreme. Te lahko zacnejo alkoholno
fermentacijo. Sem priStevamo rodove Hanseniaspora, Candida, Pichia, Debaromyces,
Metschnikowia, Rhodotorula, Brettanomyces.
Obicajno kvasovke vrste S. cerevisiae ne najdemo na povrSini grozdnih jagod. Tudi v
starejSih vinogradih lahko najdemo to vrsto Sele proti koncu zorenja grozdja. Kvasovke vrste
S. cerevisiae so prisotne na povrsini samo ene zdrave grozdne jagode od tiso¢ih (Mortimer,
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1999 citirano po: KoSmerl, 2003). Najpogosteje najdemo na povrsini grozdne jagode vrsto
Kloeckera apiculata, v toplejsih obmocjih pa njeno spolno obliko Hanseniaspora uvarum. Ta
vrsta in vrsta Candida stellata najpogosteje tudi za¢neta alkoholno fermentacijo (Lambrechts
in Pretorius, 2000).

Zrelo zdravo grozdje daje zagetno kvasno populacijo s 10°-10° CFU/mL, zaklju&i pa se v
obmog&ju 10°-10° CFU/mL. Stevilni dejavniki vplivajo na kvasno populacijo, med katere
priStevamo: temperaturo, dezevje in ostale klimatske razmere, stopnjo zrelosti, uporabo
fungicidov, poskodbe s strani plesni, insektov, ptic, sorto grozdja, idr. Izvor kletne kvasne
mikroflore predstavlja vsa oprema, ki prihaja v stik z moStom: zbiralna posoda, napeljava,
pecljalnik, stiskalnica, fermentorji, posoda, pipe.

Na zaCetku fermentacije prevladujejo kvasovke vrst Candiada stellata, Hanseniaspora
uvarum, Pichia kluyveri, Metchnikowia pulcherrima, Pichia membranaefaciens, Hansenula
anomala, Torulaspora delbruckii, rod Rhodotorula in vrsta Debaromyces hansenii.

Med fermentacijo se Stevilo ne-Saccharomyces rodov kvasovk zmanjsuje, saj imajo manj$o
odpornost na alkohol. Prezivetje ne-Saccharomyces rodov kvasovk med fermentacijo je v
veliki meri odvisno od fermentacijskih razmer, zlasti temperature in pH. Ne-Saccharomyces
rodovi kvasovk so pomembni pri tvorbi sekundarnih metabolitov — arom, ostalih alkoholov,
kislin, acetaldehida.

V poznejsih fazah fermentacije prevzamejo glavno vlogo kvasovke vrste Saccharomyces
cerevisiae, saj so odporne na ve¢je koncentracije etanola, ki ga je v nadaljevanju fermentacije
vse veC. Poleg splosno priznanega pravila, da najboljSe vino pridelamo v vinogradu, velja
tudi, da razlini sevi kvasovk razli¢no in znacilno prispevajo h koncni senzori¢ni kakovosti
vina.

Poleg kvasovk pa pridejo v most tudi mle¢nokislinske (MKB) in ocetnokislinske (OKB)
bakterije. MKB, kot so bakterije vrst Oenococcus oeni, Pediococcus parvulus, P.
pentosaceus, razliéne vrste rodu Lactobacillus, so v mostu prisotne v koncentraciji okrog
10° CFU/mL. Prisotnost OKB je odvisna zlasti od poskodovanosti grozdja, na katerem
najdemo predvsem vrste Acetobacter pasteurianus, A. aceti in Gluconobacter oxydans.
Sestava mikroorganizmov se iz leta v leto spreminja, odvisna pa je predvsem od geografske
lokacije, klimatskih razmer, starosti in sort vinske trte, zrelosti grozdja, uporabe fungicidov
ter poskodb grozdja zaradi napadov pticev, insektov ali plesni.

Kvasovke so najStevil¢nejSe na tistih predelih kozice grozdne jagode, kjer se lahko izceja
grozdni sok. Ozko podrocje jagode okrog peclja vsebuje vec celic kot srednji in spodnji del
jagode. Razlike so odvisne tudi od predela grozda, s katerega je bila jagoda odtrgana. Na
zgornjem delu je koncentracija kvasovk deset- do stokrat vecja kot na spodnjem ali srednjem
delu. Razli¢na je tudi koncentracija kvasovk na zdravih (1-10°-6:10° CFU/mL) in rahlo
poskodovanih 1,1-10°-1,1-10° CFU/mL (Ko3merl, 2003).
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2.5.2 Fizioloske lastnosti kvasovk med fermentacijo

2.5.2.1 Prevzem hranil
Transport sladkorjev
Sladkorji vstopajo skozi celi¢no steno in membrano kvasne celice preko treh mehanizmov
vstopa: prosta difuzija, posredna (olajSana) difuzija in aktivni transport.
Transport sladkorjev je zelo kompleksen in kontroliran, saj posedujejo kvasovke vrste S.
cerevisiae multigenski sistem pri transportu glukoze, podobno kot visji organizmi (sesalci).
Med enajstimi geni, udeleZzenimi v transport heksoz, sta samo dva pomembna v enologiji
(HXT1 in HXT?2), predvsem zaradi velike koncentracije sladkorjev v mediju (Barre,1998).
Aktivnost transporta heksoz regulira dostopen dusik v mediju in sposobnost sinteze proteinov
(Salmon, 1989). Z osiromasenjem mosta na asimilacijskem duSiku, se transport heksoz
zmanjSa. To je v enologiji izredno pomembno, saj velja, da okrog 50 do 70 % alkoholne
fermentacije potece v stacionarni fazi rasti kvasovk (Barre, 1998).

Transport vitaminov
Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae potrebujejo med fermentacijo naslednje vitamine:

biotin, pantotensko kislino, mioinozitol in nikotinsko kislino (Barre, 1998).

Preglednica 2: Vitamini in njihovo delovanje (KoSmerl, 2003)

vitamin ime delovanje
deluje na encimsko dekarboksilazo; deluje v sinergiji z vitaminom C;
B1 tiamin pospesi rast in poveta biomaso; koncentracija kvasovk 10°-10° CFU/mL

lahko popolnoma porabi tiamin v 2-12 urah

aktivira encimski proces, tako preko oksidativne razgradnje piruvicne

B2 iboflavi o g e e . .
riboflavin kisline, mascobnih kislin in aminokislin kot preko izmenjave elektronov

reducira tvorbo etilacetata; kontrolira tvorbo keto kislin; v primeru
PP niacin pomanjkanja tega vitamina in vitaminov B5 in B6 pride do prekomerne
porabe tiamina; nadomestimo ga s triptofanom

pantotenska kislina, | njegov aktivni del koencim A (acetil) prenasa acilne skupine pri encimskih

B> | Lalcijev pantotenat | reakcijah, pri oksidaciji piravi¢ne kisline in mas€obnih kislin
B6 piridoksin ureja transaminacijo in tvorbo a-ketoglutarjeve kisline
BI2 kpbalamin, ' ureja rast oz'iroma hitrpst {azmno.ievan'ja kYgsov}(; Qeluje v reakcijah
cianokobalamin dekarboksilacije in deaminacije; deluje v sinergiji z vitaminom B5
vpliva na razmnoZevanje kvasovk, deluje v encimskih reakcijah
H biotin dekarboksilacije in deaminacije; ob pomanjkanju se spremeni glicerol-

piruvi¢na fermentacija, dodatno pa se zmanjsa tudi tvorba jantarne kisline

faktor prezivetja: pomaga kvasovki pri dokonénem povretju sladkorjev,
D2 ergosterol stimulira tvorbo glicerola, zmanjsa tvorbo ocetne kisline in acetaldehida,
spremeni aromati¢no strukturo vina

Transport dusikovih komponent

Most vsebuje razlicne dusikove komponente, ki jih kvasovka lahko asimilira: prosti amonijev
ion (NH} ), aminokisline, peptide in krajSe polipeptide. Aminokislinska sestava mosta je
skupaj s koncentracijo sladkorjev in skupnih kislin glavni kakovostni parameter kemijske
sestave moSta. Znano je, da je koncentracija skupnih in prostih aminokislin v pozitivni
korelaciji s stopnjo zrelosti grozdja. Koli¢ina skupnega duSika v mostu je od 98 do
1130 mg/L, povprecje 390 mg/L. Ob zrelosti predstavljajo amonijeve soli od 3 do 10 %
skupnega dusSika. Aminokisline so med fermentacijo pomemben vir dusika za kvasovke, ki jih
izkori§¢ajo za izgradnjo lastnih strukturnih in funkcijskih proteinov. Tako vplivajo na rast
biomase, normalen potek fermentacije in sodelujejo pri tvorbi aromati¢nih snovi vina.
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Transport amonijevega iona in uree

Dokazani sta dve permeazi. Transport nekompetitivno inhibira ve¢ aminokislin in potrebuje
prisotnost fermentabilnega ali oksidacijskega vira energije. Urea se transportira preko dveh
mehanizmov: prvi je aktivni transportni sistem, drugi pa pasivna ali olajSana difuzija.

Transport aminokislin

Dolocenih je bilo vsaj 11 specifi¢nih transportnih sistemov za eno ali ve¢ majhnih skupin
L-aminokislin. Pri tem igra glavno vlogo splosna aminokislinska permeaza (GAP ali General
Amino acid Permease), ki transportira aminokisline, ko se asimilacijski vir dusika porabi.
GAP je glavni transportni mehanizem za aminokisline med poznej$imi fazami fermentacije,
ker GAP inhibira amonijev ion, njegovo delovanje pa sovpada z osiromasenjem z duSikom.
Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae morajo med rastjo sintetizirati vse potrebne
beljakovine. Aminokisline lahko kvasovke direktno inkorporirajo v proteine, ali jih uporabijo
kot vir ogljika po deaminaciji oziroma kot prekurzor za drugo aminokislino. Pri transportu
aminokislin obstaja vsaj 15 razli¢nih transportnih sistemov, pri nekaterih je NH, ion

inhibitor.

Preglednica 3: Razdelitev aminokislin glede na hitrost absorpcije v celico (Barre, 1998)

skupina | hitrost absorpcije AminoKislina
arginin, asparagin, aspartat, glutamin, izolevcin,

A hitra absorpcija C . . + .
ey levcin, lizin, serin, treonin, NH,, ion

B pocasna absorpcija glutamat, alanin, histidin, metionin, fenilalanin, valin

absorbcija po iz¢rpanju mosta

s skupinama A in B glicin, triptofan, tirozin

delna oz. ni¢ absorpcije prolin

2.5.2.2 Metabolne poti
Metabolizem sladkorjev
Kvasovke so kemo-organotrofi. Sladkorji so glavni vir ogljika in energije. Med fermentacijo
grozdnega mosta se sladkorji (glukoza, fruktoza) presnavljajo v bioprocesu glikolize. Pentoz
kvasovke ne fermentirajo.
Prva faza alkoholne fermentacije je po absorpciji glukoze in fruktoze fosforilacija sladkorjev.
Glavno vlogo igrata encima heksokinaza in glukokinaza. Heksokinaza fosforilira glukozo in
fruktozo v razmerju 3:1 v korist glukoze, zato se najprej porabi glukoza in nato fruktoza.
Takoj po inokulaciji mosta s kvasovkami vrste S. cerevisiae se tvorba etanola Se ne zacne, saj
glukoza inhibira encima piruvat dekarboksilazo in alkohol dehidrogenazo. Vendar pa se
tvorijo glicerol, piruvat, sukcinat, druge organskih kisline. 1z 16,6-17 g/L sladkorjev se tvori
okrog 1 vol.% etanola, ki gre s prosto difuzijo iz celice. Isto¢asno se sprosti 1,4-1,5 g CO; na
1 g sladkorjev.

Metabolizem dusika

Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae morajo med rastjo sintetizirati vse proteine,
potrebne za rast in razvoj. Zato morajo biti ob pomanjkanju aminokislin kvasovke sposobne
tudi njihove sinteze. Kvasovke vrste S. cerevisiae imajo zato sposobnost transaminacije
aminokislin in a-keto kislin.

Prevzem in metabolizem dusikovih komponent s kvasovkami vrste S. cerevisiae ni odvisen
samo od seva kvasovk in njenih fizioloskih pogojev, temvec tudi od kemijskih in fizikalnih
lastnosti v okolju. Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae lahko rastejo v Sirokem spektru
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dusikovih komponent, vsebujo¢ amonijev ion, ureo, aminokisline, manjSe peptide, purinske in
pirimidinske baze.

Asimilacijski vir duSika

Najpomembnejsi vir duSika predstavlja arginin, ki daje 30-50 % celotnega dusSika. Lizin,
serin, treonin, levcin, aspartat in glutamat so naslednje aminokisline, ki se uporabijo. Glicin,
tirozin, triptofan in alanin so zadnje transportirane aminokisline. Nepopolna poraba arginina
je posledica prevzema amonijevega iona.

Najbolj zazelen vir duSika po argininu so amonijev ion, serin, treonin, levein in histidin.

Med fermentacijo nastajajo iz razvejanih aminokislin visji alkoholi. Mehanizem vkljucuje
zacetne transaminacije med aminokislino in a-keto kislinami z nadaljnimi dekarboksilacijami
in redukcijami (Lambrechts in Pretorius, 2000).

Glavni del ogljikovih skeletov v proteinih pride iz eksogenih aminokislin oz. a-keto kislin iz
metabolizma sladkorjev. Velik del deaminiranih aminokislin se izlo¢i v medij oz. po
dekarboksilaciji in redukciji pretvori v visje alkohole (Barre, 1998).

Glavni namen vseh duSikovih komponent, akumuliranih v kvasovki, je njihova razgradnja v
amonijev ion oz. v glutamat (Barre, 1998). Ti dve komponenti sta glavna prekurzorja vseh
reakcij sinteze dusikovih komponent v kvasovki.

Metabolizem Zveplovih spojin

Metabolizem zveplovih spojin kvasovk vrste S. cerevisiae ima v enologiji vse ve¢jo vlogo. Te
komponente so v sploSnem zelo reaktivne in zaznavne pri zelo majhnih koncentracijah
(Barre, 1998). Kvasovka lahko inkorporira in metabolizira Ze prisotne zveplove snovi v
mostu (sulfate, Zveplovsebujoce aminokisline, glutation, tiamin, biotin), vendar pa lahko tudi
tvori razli¢ne Zveplove komponente in jih izlo¢i v medij (sulfit, vodikov sulfid, dimetilsulfid,
merkaptane, tioestre, idr.).

Sulfat se najprej s fosforilacijo aktivira v APS (adenozin-5'-fosfosulfat), nato pa v PAPS (3'-
fosfoadenozin-5'-fosfosulfat). Pri tem se porabita dve molekuli ATP. Ti dve molekuli sta zelo

reaktivni in lahko direktno tvorita sulfat ali estre. Predvsem pa reducirajo sulfat (SO; ) v
sulfit (SO; ), nakar sledi redukcija sulfita v sulfid (S,), glavno komponento metabolizma

zvepla, predvsem zveplo-vsebujo¢ih aminokislin. Vir Zvepla so lahko Se: metionin, serin,
treonin, nikoli pa cistein. Cistein nastane iz serina in igra glavno vlogo pri regulaciji in
prevzemu zvepla s kvasovkami. Prisotnost te aminokisline v celici zaustavi redukcijo sulfita v
zveplo in blokira asimilacijo sulfata pri tvorbi Zveplovsebujocih aminokislin (Barre, 1998).

2.5.2.3 Metabolni produkti
Ko je most inokuliran s kvasovkami vrste S. cerevisiae, se tvorba etanola ne zacne takoj
(Barre, 1998). Nekateri pomembni encimi v alkoholni fermentaciji (piruvat dekarboksilaza in
alkohol dehidrogenaza) so namre¢ inhibirani s strani glukoze (Barre, 1998). Posledi¢no se

tvorijo Stevilne druge komponente: glicerol, piruvat, sukcinat in druge organske kisline
(Ribéreau-Gayon in sod., 2000).
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Etanol
Je glavni produkt alkoholne fermentacije in lahko v normalni fermentaciji doseze 12 do
14 vol.%. Ker je molekula zelo majhna in hidrofilna, celico zapusc¢a s prosto difuzijo.

Ogljikov dioksid

Pri parcialnem tlaku 0,15-0,20 atm sta rast in aktivnost kvasovk stimulirani, ne pa moteni.
Nad to vrednostjo pa se aktivnost kvasvk zmanjsSa. Pri tako nizkem pH vina difundira samo
CO; in ne HCO;™ (hidrogenkarbonatni ion). Nasprotno pa slednji v notranjosti prevladuje, saj
je pH blizu nevtralnega.

Glicerol

Je najbolj zastopana komponenta v ekstraktu suhih vinih. Vinu daje poln, prijeten in
harmonicen okus. Njegova koncentracija se giblje okrog 5-8 g/L in je odvisna od vsebnosti
sladkorjev v mostu, temperature fermentacije, seva kvasovk in vsebnosti pantotenske kisline.
Substrat za produkcijo glicerola je sladkor. V procesu glikolize je dihidroksiacetonfosfat
prekurzor za nastanek glicerola. Encim dihidroksiacetonfosfat reduktaza reducira
dihidroksiacetonfosfat v glicerolfosfat ob hkratni reoksidaciji NADH molekule v NAD".
Nadalje encim glicerolfosfat fosfataza defosforilira glicerolfosfat v glicerol. Poleg
regeneracije NAD' pri tvorbi alkohola, se ta lahko regenerira tudi pri tvorbi glicerola. SO,
tvori kompleks z acetaldehidom, kar onemogo¢a reoksidacijo NADH v NAD".

Med fermentacijo nastane glicerola od 5 do 11 g/L. Celico zapusti s pasivno difuzijo (Barre,
1998). Tvorba glicerola sluzi kvasovki tudi pri vzdrzevanju osmotskega tlaka. Med
fermentacijo pomeni tvorba glicerola vzdrzevanje bilance oksidacijsko-redukcijskega
ravnoteZzja. Pri njegovi tvorbi pa se ATP porablja.

Organske Kkisline

So pomembna komponenta okusa in stabilnosti vina. Hlapne kisline (razen ocetne) ne igrajo
pomembnejSe vloge v izoblikovanju vonja vina. Po izvoru so organske kisline lahko
razgradni produkti sladkorjev ali aminokislin, v primeru ocetne kisline, pa tudi produkt
razgradnje mascobnih kislin.

Koncentracija vinske kisline se med fermentacijo zmanjsuje, ker se izlo¢a v obliki soli.
Jaboléno kislino kvasovke med fermentacijo deloma pretvorijo v zelo majhni koli¢ini v etanol
(vrsta Shizosaccharomyces pombe) in nekoliko ve¢ v jantarno kislino (0,8-1,5 g/L). Mocan
vpliv na razgradnjo jabol¢ne kisline imajo mle¢nokislinske bakterije. Jabol¢na kislina daje
vinu oster, nezrel okus.

Mlecna kislina nastane s presnovo jabol¢ne kisline, kot produkt delovanja mle¢nokislinskih
bakterij (jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija).

Med organskimi kislinami predstavlja jantarna kislina, podobno kot glicerol, enega glavnih
sekundarnih produktov fermentacije. V vinu lahko doseze koncentracijo 1 g/L in vec. Po
izvoru nastane iz jabol¢ne kisline ali pa iz sladkorja preko piruvic¢ne kisline z encimi v
Krebsovem ciklu. Pri fermentaciji se 0,3 do 0,5 % sladkorjev pretvori v jantarno kislino.
Manj dusSika kot ima kvasovka na razpolago, ve¢ jantarne kisline tvori in obratno.

Pri obicajnih razmerah fermentacije mosta (anaerobioza in velika koncentracija sladkorjev)
ostaja pot tvorbe sukcinata Se vedno stvar deljenih mnenj: nekateri avtorji zagotavljajo
normalno (oksidativno) delovanje, vendar zelo upocasnjen cikel trikarboksilnih kislin;
medtem ko drugi avtorji kazejo domala prekinjen cikel in vpliv reduktivnega delovanja,
domnevno zaradi motene aktivnosti piruvat karboksilaze (Barre, 1998).
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Ostale organske kisline, ki se tvorijo med fermentacijo so Se acetat, a-ketoglutarat, malat in
citrat, ki nastanejo direktno v TCA ciklu.

Ocetna kislina se tvori na zaetku fermentacije, njena tvorba pa se ustavi, kakor hitro sladkor
prefermentira. Vecje koncentracije ocetna kisline se tvorijo pri pH pod 3,2 in nad 4. Tvorba
ocetne kisline s kvasovkami vrste S. cerevisiae je odvisna od vsebnosti sladkorjev, dusika in
vrednosti pH (Barre, 1998).

Prisotne so tudi razlicne maScobne kisline. Nenasicene mascobne kisline nastanejo pri
reakcijah nenasicenja nasi¢enih mascobnih kislin. Glavne so palmitinska (C 16:0),
palmitooleinska (C 16:1), stearinska (C 18:0) in oleinska (C 18:1). Kratkoverizne mascobne
kisline pa predstavljajo kapronska, kaprilna in kapronska. Vse mascobne kisline so
prekurzorji pri tvorbi estrov.

Komponente fermentacijske arome

Aroma vina je sestavljena iz 600-800 razli¢nih hlapnih komponent, s skupno koncentracijo
okoli 1 g/L. Ker je fermentacijski proces nesporno pomemben vir arome vina, iz tega sledi, da
imajo sevi kvasovk glavni vpliv na tvorbo hlapnih snovi.

Tvorba kvasne arome lahko razdelimo na pet glavnih kemijskih kategorij: alkohole, estre,
karbonilne komponente (aldehide in ketone), Zveplovsebujoce komponente in organske
kisline. Od vseh petih kategorij imajo karbonilne komponente in organske kisline minimalni
senzori¢ni vpliv, z nekaj izjemami kot so acetaldehid, diacetil in ocetna kislina. Visji alkoholi,
estri in zveplovsebujoce komponente pa pomembno prispevajo k fermentacijski aromi.

Visji alkoholi

Visji alkoholi so kvantitativno najvecja skupina komponent arome v alkoholnih pijac¢ah in so
sekundarni produkti alkoholne fermentacije (Lambrechts in Pretorius, 2000). Visje alkohole
prepoznamo po ostrem, zbadljivem vonju in okusu. Ceprav kaZejo neprijetno aromo, pa v
koncentracijah, ki jih najdemo v vinu (pod 300 mg/L), zazeleno prispevajo h kompleknosti
vina.

Ko njihova koncentracija presega 400 mg/L, imajo vi§ji alkoholi negativen senzori¢en vpliv.
Visje alkohole delimo na alifatske (propanol, izobutanol, n-amil alkohol, izoamil alkohol) in
aromatske (2-feniletanol, tirozol).

Vigji alkoholi so pomembni prekurzorji pri tvorbi estrov (Lambrechts in Pretorius, 2000),
estri visjih alkoholov pa so povezani s prijetno aromo. Tvorijo se med fermentacijo s
konverzijo razvejanih aminokislin: valina, levcina, izolevcina, treonina in fenilalanina. Lahko
pa nastajajo »de novo« iz sladkorjev. Mehanizem vsebuje zaCetne transaminacije med
aminokislinami in a-keto kislinami z nadaljnimi dekarboksilacijami in redukcijami
(Lambrechts in Pretorius, 2000). Zadnji redukcijski korak vsebuje oksidacijo NADH +H" v
NAD" in tako pomaga vzdrzevati redoks bilanco v celici. Fiziolosko, oksidativna deaminacija
pa oskrbuje kvasovke z mehanizmom za pridobitev ve¢ dusika, ko se je »pool« iz¢rpal.

Z uporabo radioktivne sledi so ugotovili, da nastane 35 % vis§jih alkoholov iz ogljikovih
hidratov (Ribéreau-Gayon in sod., 2000).

Na tvorbo vi§jih alkoholov vplivajo: sev kvasovk, hitrost njihove rasti, tvorba etanola,
temperatura fermentacije, pH mosta, aeracija, vsebnost trdnih delcev, sorta grozdja, zrelost in
¢as maceracije (Lambrechts in Pretorius, 2000).
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Preglednica 4: Koncentracija in vonj najpomembnejSih visjih alkoholov v vinu ter njihovi prekurzorji
(Lambrechts in Pretorius, 2000)

visji alkoholi aminokisline koncen(t;lagclli]j)l Vv vonj
propanol treonin 9-68 /
butanol / 0,5-8,5 gorivo, nafta
izobutanol valin 2-28 alkoholni
n-amil alkohol izolevcin 15-150 marcipan
izoamil alkohol levein 45-490 marcipan
heksanol / 0,3-12 /
tirozol tirozin / vosek, med
triptofol triptofan / /
2-feniletanol fenilalanin 10-180 cveten, saden

Estri
Estri so v vinu najvecja skupina hlapnih komponent. V grozdju, mostu in vinu najdemo ve¢
kot 300 estrov in laktonov. Prvi so v veliki meri odgovorni za sadne arome predvsem mladih
vin.
Vecina estrov se tvori med fermentacijo kot sekundarni produkti metabolizma sladkorjev.
Razdelimo jih v dve skupini (Lambrechts in Pretorius, 2000):
e nepolarne (imajo nizek prag zaznave, prispevajo k sadnosti vina): etilacetat, izoamil
acetat, etil oktanoat, etil heksanoat.
e polarne (ne vplivajo na aromo, marve¢ na »telo« vina): 2-etil-hidroksi propanoat, etil-
4-hidroksibutanoat.

Najpomembnejsi so acetatni estri vi§jih alkoholov: etilacetat, izoamil acetat, izobutil acetat,
etil heksanoat, 2-feniletil acetat. Le etilacetat v koncentracijah nad 200 mg/L daje v vinu
neprijetno notot v vonju, kar je lahko odvisno od koncentracije resna napaka vina.

Estri nastanejo vecinoma iz acetil-CoA, ki prihaja iz dekarboksilacije piruvata. Ta aktivirana
oblika predstavlja donor acilne skupine. Sinteza estrov je torej endotermna. Kvasovke tvorijo
estre zato, da odstranijo toksicne mascobne kisline in zmanj$ajo acetilni naboj, saj je zanje
esencialnega pomena, da vzdrzujejo bilanco med acetil-CoA in CoASH.

2.5.3 Fizikalno-kemijske razmere med alkoholno fermentacijo
Razlikujemo tri glavne faze rastnega ciklusa kvasovk (Lafon Lafourcade, 1983):
= lag faza prilagajanja;
= faza razmnoZevanja, ki traja 2 do 5 dni in v kateri naraste populacija do 10’ CFU/mL;
= kvazi stacionarna faza, ki traja okrog 8 dni;
» pojemajoca faza, ki zreducira Zivo populacijo do 10° CFU/mL; ta faza lahko traja
nekaj tednov.

To je ciklus klasi¢ne mikrobne rasti, ki pa ima nekaj posebnosti:
* trajanje je relativno dolgo;
= celotna rast je omejena na 4 do 5 generacij;
= rast se ustavi, preden se v celoti porabijo sladkorji.

Dnevna asimilacija je v prvih desetih dneh okrog 15 g/L sladkorjev, nato pa pade na 5 g/L.
Upocasnitev in zaustavitev fermentacije je posledica iz¢rpanega celicnega ATP. Inhibicija se
pojavi, ko se etanol zacne akumulirati. Poleg tega je zaradi zmanjSane vsebnosti dusika
oteZen in upocasnjen transport sladkorjev v celico.
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S tehnoloskega vidika obstaja veliko dejavnikov, ki vplivajo na fermentacijo (Lafon
Lafourcade, 1983):
= zelo velika koncentracija sladkorjev podaljSa zacetek fermentacije, hitrost se zmanjsa;
= etanol je glavni inhibitor, ki povzro¢i inhibicijo alkohol dehidrogenaze. Tudi visji
alkoholi kazZejo inhibicijo. V sinergizmu z etanolom krajSe mascobne kisline in njeni
estri povzrocijo slabso prezivelost kvasovk;
= ogljikov dioksid v ve¢ji koli€ini deluje inhibitorno;
= temperature nad 35 °C inhibirajo rast, nizje temperature (pod 15 °C) pa jo upocasnijo;
= prisotnost inhibitornih substanc plesni vrste Botrytis cinerea in bakterij rodu
Gluconobacter v mostu;
= prisotnost ostankov pesticidov v mostu;
= stopnja bistrosti mosta: v prevec zbistrenih mostih je:
a) odstranjen del mikroflore,
b) kvasovkam je odvzeta podpora in delci, ki lahko adsorbirajo toksi¢ne
snovi, ki jih tvorijo same kvasovke,
c) so odstranjene hranilne snovi, ki se ekstrahirajo med fermentacijo,
= dodatek kemijskih aktivatorjev: fosfat, amonijeve soli, tiamin;
= aeracija: pri rdeCem grozdju precrpavanje ¢ez klobuk
a) pospesi sintezo sterolov,
b) olajsa difuzijo oleinske kisline v toplem in alkoholnem mediju,
c) zagotavlja boljSo distribucijo kvasovk v celotno fermentacijsko posodo.

Temperatura

Metabolizem kvasovk je odvisen od temperature. Kvasovke, glede na vrsto in sev, delujejo
razli¢no hitro pri temperaturah med 4 in 40 °C. Optimalno obmocje zanje, ne pa z enoloskega
vidika za kakovost vina, je med 25 in 35 °C.

Razen na hitrost fermentacije ima temperatura znacilen vpliv tudi na tvorbo sekundarnih
metabolitov, ki zelo doloc¢ajo kakovost vina. Optimalna temperatura fermentacije je odvisna
od senzoricnih lastnosti vina, ki jih zelimo doseci.

Toksi¢ni ucinki nekaterih snovi na kvasovke (npr. alkohola) se povecujejo z narascanjem
temperature.

pH

Kvasovke vrste S. cerevisiae lahko fermentirajo znotraj celotnega pH obmocja mosta. Kljub
temu pa lahko pri pH nad 3,5 prevladajo avtohtoni mikroorganizmi. Pri pH vrednosti pod 3,0
se aktivnost kvasovk zmanjSa, celice tezje sprejemajo duSikove snovi, hkrati se povecajo
negativni u¢inki moznih pomanjkanj. Kljub temu, da je pH okolja kisel, pa je v notranjosti
celice blizu pH 7,0.

Prisotnost kisika

Alkoholna fermentacija moSta poteka v kvazi-anaerobnih razmerah, saj je vsebnost
razpolozljivega kisika v mostu na zacetku fermentacije pod 10 mg/L. Za dosego dovolj velike
populacije kvasovk, ki bo omogocila dokonc¢anje alkoholne fermentacije mosta z dobrimi
rezultati, morajo kvasovke namnoziti minimalno 4-5 generacij. Poleg dusika, sladkorjev in
vitaminov, potrebujejo kvasovke Se molekularni kisik, da lahko zdruzijo nekatere elemente
celicnih membran, ki so pomembni zaradi funkcionalnosti le-te: sterole in nasi¢ene maScobne
kisline. V primeru popolne anaerobnosti imajo kvasovke sterolov in mascobnih kislin le za
dve ali tri generacije. Celice so tako bolj obc¢utljive na zunanje dejavnike in sestavine okolja
(temperatura, alkohol, pomanjkanje hranilnih snovi). Suhe kvasovke, ki so bile namnozene z
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uporabo velikih koli¢in kisika, imajo ve¢jo vsebnost sterolov in nasi¢enih mascobnih kislin,
kot jo ima tekoca kultura kvasovk, namnozena v anaerobnih razmerah.

Prisotnost trdnih delcev

Znano je, da ima fermentacija pravilen potek, ko so v suspenziji trdni delci. Le-ti delujejo kot
tvorni centri ogljikovega dioksida in kot podpora za kvasovke. Tako olajsajo fermentacijsko
aktivnost kvasovk. Hkrati pa trdni delci povecajo tudi vsebnost visjih alkoholov.

Eksogeni inhibitorji

To so predvsem razli¢ni pesticidi, ki se uporabljajo v vinogradu in se nahajajo v mostu v
nezanemarljivih koli¢inah. Njihova razgradnja lahko vodi do nezelenih Zveplovih spojin.
Predvsem fungicidi triazolov in imidazolov (snovi, ki blokirajo pot biosinteze ergosterola pri
glivnih parazitih na trti, kot je oidij), spremenijo teko¢nost membrane kvasovk vrste
Saccharomyces cerevisiae s spremembo vsebnosti njenih sterolov in nasi¢enih mascobnih
kislin, kar povzroc¢a vecjo obcutljivost kvasovk na etanol (Barre, 1998).

Endogeni inhibitorji

Sem pristevamo predvsem visje alkohole, acetaldehid, kratkoverizne mascobne Kkisline,
hidrogenkarbonat in CO,. Vis§ji alkoholi, podobno kot etanol spremenijo elektrokemijski
potencial na membrani. Vsebnost acetaldehida je v celici tudi do 10-krat vecja kot v mediju in
deluje toksi¢no tudi na celico. Toksi¢nost kratkoveriznih maScobnih kislin se kaze v
spremembi prepustnosti plazemske membrane. V notranjosti celice dosega koncentracija
hidrogenkarbonatnega iona 10mM, kar deluje inhibitorno na Stevilne reakcije
dekarboksilacije: izocitrata v a-ketoglutarat; inhibicija dekarboksilacije 6-fosfoglukonata v
ribulozo-5-fosfat pa vodi v redukcijo biosinteze nukleotidov. Prav tako deluje inhibitorno
ogljikov dioksid, ki vpliva na strukturo membrane, predvsem vsebnost mas¢obnih kislin. Ta
sprememba v prepustnosti membrane vodi pri spremembi temperature in/ali ve¢jem tlaku
(2 atm) do sproscanja a-acetohidroksi kislin in tvorbe vecjih koli¢in diketona vicinala (Barre,
1998).

Zveplov dioksid

Zveplov dioksid se v mostu raztaplja v obliki Zveplove(IV) kisline. Njegov baktericidni
ucinek zagotavlja selekcijske pogoje v mostu, v katerih je med lag fazo prilagajanja
selekcionirane kulture kvasovk preprecen razvoj bakterij in ne-Saccharomyces rodov
kvasovk, hitreje rasto¢ih sevov kvasovk, z nezelenim kvarnim vplivom.

Vsebnost SO, v mostu ima tudi neugoden vpliv na dodano startersko kulturo:
podaljSuje lag fazo selekcionirane kulture,

zmanjSuje hitrost rasti selekcionirane kulture,

podaljsuje celoten proces fermentacije ter

pospesSuje odmiranje kvasovk.

YV VY

Vino, fermentirano v prisotnosti SO,, ima obiajno vecjo vsebnost acetaldehida, kot pri
fermentaciji brez. Dodani SO, se namre¢ hitro veze na acetaldehid, zavira reoksidacijo
NADH molekul in pretvorbo acetaldehida v etanol.

Problem pri merjenju vpliva SO, na kvasovke je pH in spojine, ki vezejo zveplo. Tako je
potrebno priblizno 1-2 mg/LL molekularnega SO,, da je prepreCena rast kvasovk vrste
Saccharomyces cerevisiae, vendar je pri pH 3,5 za to potrebnih 100 mg/L skupnega SO,. Za
inhibicijo rasti kvasovk vrste S. cerevisiae je potrebnih 50 mg/L prostega SO, pri pH 3,0;
vendar pa ta koncentracija ne zadosc¢a pri pH 3,2 (Barre, 1998).
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2.5.4 Dodatek hrane za kvasovke
Na zacdetku vsake fermentacije potrebujejo kvasovke razpolozljiv dusik za sintezo najprej
ustreznih aminokislin, kar omogoc€a sintezo strukturnih in funkcijskih beljakovin, del

.....

zaradi energetskih posSkodb (iz€rpanosti celiéne mebrane) upocasnjen ali onemogocen
transport esencialnih snovi (NH, in aminokislin), kar prakticno ze pomeni upocasnitev

fermentacije (Kosmerl, 2003).

Za reSitev problemov, povezanih s pomanjkanjem duSika, se lahko posluzujemo bodisi
optimizacije gnojenja vinogradov, bodisi obi¢ajnega dodatka hrane za kvasovke, najpogosteje
amonijakalnih soli v obliki diamonijevega hidrogenfosfata (DAP). Dodatek anorganskega
dusika je zakonsko omejen, kajti njegova prevelika akumulacija vodi v mikrobiolosko
nestabilnost in tvorbo etilkarbamata (ter fosfata v primeru dodatka samo DAP) (Lisjak, 2002).
V razmerah pomanjkanja duSikovih spojin je znano, da kvasovke vrste Saccharomyces
cerevisiae niso sposobne hidrolize ustreznih beljakovin ob sprostitvi amonijaka in
aminokislin. Dejstvo pa je, da se posamezni sevi med seboj razlikujejo in lo¢ijo med lahko in
slabo izkoristljivimi viri duSika. Obicajno je najlaZje izkoristljiva in dostopna oblika
amonijak, kateremu v razlicnem vrstnem redu sledijo posamezne aminokisline glede na nacin,
ki ga dolocajo njihove relativne koncentracije, z ozirom na zahteve kvasovk in skupno
koncentracijo razpolozljivega dusika (Kosmerl, 2003). Dokler kvasovke prakti¢no v celoti ne
porabijo NH,", asparaginske in glutaminske kisline, so represirani geni, vkljuéeni v porabo in
katabolizem slabse izkoristljivih oblik dusika, vklju¢no s prolinom (Lambrecht in Pretorius,
2000).

Vsebnost anorganskega dusika, tj. amonijaka, pove¢amo z dodatkom hrane za kvasovke ob
inokulaciji mosta. Dodatek amonijakalnega dusika je obvezen pri koncentraciji manj kot
25 mg NH,'/L. Obicajni dodatki DAP so med 10-20 g/hL. Pri dodatku 10 g DAP/hL se
poveca kislost mosta za 0,52 g vinske kisline/L. Istocasno se lahko upocasni ali delno inhibira
inkorporacija prisotnih aminokislin, zato se priporoca dodatek hrane po zacetku fermentacije,
(ko dodan DAP ne more dalj ¢asa sluziti kot hranilni stres), ali pa veckratni dodatek manjsih
koli¢in (Boulton in sod., 1996).

Mehanizem biosinteze beljakovin je namre¢ tesno reguliran z vsebnostjo razpoloZljivega
dusika, ki se lahko hitro porusi v razmerah dusikovega stresa. Posledica prekinitve sinteze
beljakovin vodi do ireverzibilne inaktivacije celicne membrane kvasovk, kar je zdruzeno z
encimskim transportnim sistemom sladkorjev v celico: le-ta se najprej upocasni, kar povzroci
zmanjSanje potrebne energije (tvorba ATP med glikolizo), to pa posledi¢no upocasni in
inhibira potrebno fosforilacijo glukoze pred vstopom v oksidativno pot pretvorbe (Ribéreau-
Gayon in sod., 2000).

Pogosto v praksi tudi pomanjkanje prostih aminokislin korigiramo z dodatkom amonijakalnih
soli. Najpogosteje uporabljena sta diamonijev hidrogenfosfat ali sulfat, katerima so lahko
dodani tudi vitamini. Klasi¢nim enostavnim hranilom za kvasovke so poleg diamonijevega
hidrogenfosfata in amonijevega sulfata dodani Se vitamini (vsaj tiamin). Znano je, da DAP
stimulira rast kvasne biomase, je pa neucinkovit do mlecnokislinskih bakterij, ki potrebujejo
za svojo rast bistveno bolj kompleksno meSanico aminokislin, vitaminov in kvasnega
ekstrakta.

KompleksnejSe hrane za kvasovke se sestojijo iz DAP, kvasnega ekstrakta in avtoliziranih
topnih celi¢nih sten kvasovk, celicnega jedra in citoplazme inaktiviranih kvasovk, z veliko
vsebnostjo prostih aminokislin in vitaminov. Zlasti pomembno vlogo igrajo topne celi¢ne
stene kvasovk, ki sluzijo za vezavo toksicnih mascobnih kislin. Celi¢ne stene kvasovk se
sestojijo v glavnem iz polisaharidov in ostalih komponent celiéne membrane, kemijska
sestava pa je odvisna od seva kvasovk, starosti celic in pogojev rasti.
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Vpliv celi¢nih sten kvasovk na potek fermentacije se kaze v pocasni sprostitvi dusikovih
spojin, ki jih kvasovke lahko asimilirajo, nadalje v stimulaciji celi¢nega mehanizma zivih
kvasovk, kar stimulira tako obseg fermentacije kot Stevilo celic v stacionarni fazi. Dodatek
celicnih sten kvasovk je zlasti nepogresljiv pri refermentacijah, kjer se vpliv kaze v njihovi
adsorpciji toksi¢nih C8 in C10 maScobnih kislin, ki se akumulirajo v poznejSih stopnjah
alkoholne in/ali jabol¢no-mle¢nokislinske fermentacije (Kosmerl, 2003).

Med fermentacijo kvasovke asimilirajo med 1-2 g/L aminokislin. Ve¢ino aminokislin mosta
je prakti¢no porabljenih do pretvorbe prvih 30 g reducirajo¢ih sladkorjev/L, tj. v odvisnosti
od seva kvasovk in fermentacijske temperature v 2-3 dneh. V normalnih anaerobnih
razmerah, pri nemoteni rasti kvasnih celic in poteku fermentacije, je koncentracija prolina
priblizno konstantna. Del prolina lahko kvasovke tudi same sintetizirajo preko arginina in
ornitina, oziroma se njegova koncentracija nekoliko poveca proti koncu fermentacije zaradi
avtolize kvasovk. Tedaj predstavlja njegova koncentracija ve¢ kot polovico izlocenih
aminokislin.

2.6 CILJ RAZISKOVANIJA
Namen diplomske naloge je bil dolociti vpliv:
e razlicnih zascitnih sredstev na kemijsko sestavo mosta ter
e dodatka hranilnih snovi na fermentacijo in posledi¢no na kon¢no kakovost vina bele
vinske sorte rebula.

2.7 DELOVNE HIPOTEZE
Z uporabo fitofarmacevtskega pripravka »Kanne« v vinogradu in z dodatkom razli¢nih hranil
v most pred fermentacijo predvidevamo, da bomo:

e vplivali na razli¢no fizikalno-kemijsko sestavo mosta,

e izboljsali kinetiko in razmere za alkoholno fermentacijo,

e vplivali na Stevilne metabolne reakcije, vklju¢ene v sprostitev prekurzorjev
aromati¢nih snovi ter povecali sintezo posameznih aromati¢nih snovi in drugih
pomembnih spojin (Zelenih hlapnih estrov in vi§jih alkoholov ter glicerola),

e izboljsali fizikalno-kemijske in senzori¢ne lastnosti vina.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 ZASNOVA POSKUSA

Potek poskusa, v katerem smo ugotavljali vpliv Skropljenja in dodatkov hranil za kvasovke na
potek alkoholne fermentacije in posledi¢no tudi na fizikalno-kemijske in senzori¢ne lastnosti

vina, je prikazan na sliki 1.

-

(" UPORABA RAZLICNIH SKROPILNIH NACRTOV V VINOGRADU )

/

( bioti¢no } [ klasi¢no } [ kontrola )
G J

s a
trgatev
& I J
( N
pecljanje, drozganje

I <+— | Zveplanje
( )
hladna maceracija

(. I J
( N\
stiskanje
o I J
4 N\
samobistrenje
analiza mosSta ~ g
— I
( N\
pretok v fermentorje
o J .
I dodatek kvasovk in
<+— X
p N hranil za kvasovke
spremljanje alkoholna
kinetike fermentacija
(. I J
. Ve .

aqahza mlado vino zorenje 6 mesecev,

vina I T=10 °C
o J
s ™

analiza vino med zorenjem

. —_—> )

vina II
\ Y,
s ™

analiza zrelo vino

. —_—>

vina II1

\ Y,

Slika 1: Potek poskusa



Basa K. Vpliv skropljenja in dodatkov hranilnih snovi na potek alkoholne fermentacije mosta belih vinskih sort.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008

22

3.2 MATERIAL

Fitofarmacevtska sredstva
Uporabili smo sredstva za zascito vinske trte, izbrana po Skropilnem programu, prikazanem v

preglednici 5.

Preglednica 5: Skropilni naért (Kristan&i¢, 2001)
Skropljenje datum klasi¢no bioti¢no kontrola
1 852002 Ridomil MZ 72 WP | Ridomil MZ 72 WP | Ridomil MZ 72 WP
) o in Systhan 12-E in Systhan 12-E in Systhan 12-E
> 18.5.2002 Ridomil MZ 72 WP | Ridomil MZ 72 WP | Ridomil MZ 72 WP
) o in Systhan 12-E in Systhan 12-E in Systhan 12-E
Polyram DF in Polyram DF in Polyram DF in
3 29.5.2002 Kumulus DF Kumulus DF Kumulus DF
4 8.6.2002 Polyram DF in Polyram DF in Polyram DF in
’ o Kumulus DF Kumulus DF Kumulus DF
5 15.6.2002 Topas 100 EC in Topas 100 EC in Topas 100 EC in
) o Dithane M-45 Dithane M-45 Dithane M-45
6 25.6.2002 Topas 100 EC in Topas 100 EC in Topas 100 EC in
) o Dithane M-45 Dithane M-45 Dithane M-45
Quardis in Sisthane | Quardis in Sisthane | Quardis in Sisthane
7. 4.7.2002 12-E 12-E 12-E
Quardis in Sisthane | Quardis in Sisthane | Quardis in Sisthane
8. 14.7.2002 12-E 12-E 12-E
Quardis in Sisthane | Quardis in Sisthane | Quardis in Sisthane
9. 25.7.2002 12-E 12-E 12-E
Cuprablau Z in .
10. 5.8.2002 Kumulus DF Kanne pripravek /
Cuprablau Z in .
11. 12.8.2002 Kumulus DF Kanne pripravek /
12. 21.8.2002 Cuprablau Z Kanne pripravek /
3.2.1 Sorta grozdja

Grozdje sorte rebula, letnika 2002, je bilo pridelano na kmetiji Kristanci¢ v Goriskih Brdih na
Sparonski vzgojni obliki (dvojni guyot). Zaradi slabih vremenskih razmer je bilo ob trgatvi
okuzeno 20 % pridelka s plesnijo vrste Botrytis cinerea.

3.2.2 Starterska kultura kvasovk
Za inokulacijo mosta smo uporabili liofilizirane kvasovke Fermol Arome Plus (Fermol
Arome, 2002), v koli¢ini dodatka 20 g/hL.

3.2.3 Enoloski dodatki

enostavnejse hranilo 1: Enovit (Hranila za kvasovke, 2002); 10 g/hL,
kompleksno hranilo 2: Biostimol (Biostimol Original, 2002); 70 g/hL,
kompleksno hranilo 3: Biostimol Plus (Biostimol Plus, 2002); 50-70 g/hL,
zveplov dioksid v obliki kalijevega metabisulfita (K,S,0).
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3.3 METODE DELA

Vinograd smo razdelili na tri enake dele. Prvo tretjino so Skropili s Skropivi, predpisanimi s
Pravilnikom o integrirani pridelavi grozdja in vina (IPGV). Grozdje, pridelano s tega dela
vinograda, smo oznacili kot vzorec »klasi¢no«.

V drugem delu vinograda so trikrat v spomladanskem c¢asu zalivali zemljo s 25 % vodno
suspenzijo pripravka »Kanne« (t.i. zimsko Skropljenje) in prvih devet Skropljenj opravili po
Skropilnem programu za vinograde v IPGV v letu 2002. Fitofarmacevtski pripravek »Kanne«
uporabljamo za zatiranje gliviéne bolezni Uncinola necator ali oidija. Zadnja tri Skropljenja
so bila opravljena z 8 % vodno suspenzijo pripravka »Kanne«. Tako pridelano grozdje smo
oznacili kot vzorec »bioti¢no«.

Preostala tretjina vinograda je bila Skropljena po Skropilnem programu za vinograde v IPGV
pridelavi z izjemo zadnjih treh Skropljenj, ki so bila izpuScena. Ta vzorec je predstavljal
»kontrolo«.

3.3.1 Opis tehnoloske sheme

Grozdje smo potrgali 15.9.2002 in ga prepeljali na Biotehnisko fakulteto, Katedro za
vinarstvo, kjer se je nadaljevala izvedba poskusa. Po pecljanju in drozganju smo drozgo
zveplali s K,S,0 (5 g/kg). Nato smo opravili 12-urno hladno maceracijo drozge pri T<8 °C,
sledilo je stiskanje s pnevmati¢no stiskalnico Willmes in 24-urno samobistrenje mosta pri
temperaturi T<8°C. Bister moSt smo 21.9.2002 pretocili v fermentorje in ga inokulirali z
liofiliziranimi kvasovkami (20 g/hL). Naslednji dan smo dodajali hranilne snovi za kvasovke
(opisane v poglavju 3.2.3) in sicer enostavnejSe hranilo 1 (10 g/hL), kot je prikazano v
preglednici 6, kompleksnejsi hranili 2 in 3 pa smo dodali tri dni kasneje, 25.9.2002, glede na
rezultate analize mosta, ki ga je izvedel Laboratorio Enochimico Polo (Treviso, Italija).

Preglednica 6: Nacrt dodajanja hranil v vzorce

Skropljenje oznaka vzorca koli¢ina mosta dodano hranilo
(L) (g/hL)
Bl 18 hranilo 1 (10)
ey B2 18 hranilo 2 (70), hranilo 3 (50)
bioti¢no ; ; -
B12 18 hranilo 1 (10), hranilo 2 (70), hranilo 3 (70)
Bbrez 18 /
Klasiéno KL1 30 hranilo 1 (10)
KL2 30 hranilo 2 (70), hranilo 3 (70)
Kontrola KOl 30 hranilo 1 (10)
KO2 30 hranilo 2 (70), hranilo 3 (70)

Vzporedno z glavnim poskusom smo opravili tudi identi¢no alkoholno fermentacijo v
fermentacijskih steklenickah (500 mL) v dveh paralelkah, s katero smo spremljali razlike v
kinetiki fermentacije tako, da smo vecCkrat dnevno tehtali maso steklenic, posredno pa
doloc¢ali maso oddanega ogljikovega dioksida.

Po koncani fermentaciji, 16.10.2002, smo mlada vina pretoc¢ili in po predhodni analizi linije
vezave zvepla vin le-te tudi dozveplali. Zorenje mladih vin je potekalo v steklenih posodah
pri temperaturi 10 °C do konca maja 2003.
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3.4 FIZIKALNE IN KEMIJSKE ANALIZE

Fizikalne in kemijske analize moSta in vina so bile opravljene na Katedri za vinarstvo,
Biotehniske fakultete v Ljubljani, deloma pa v Laboratorio Enochimico Polo (Treviso,
Italija). Vse meritve in analize so bile opravljene v treh ponovitvah (rezultate smo podali kot
aritmeti¢no sredino).

Med fermentacijo smo spremljali zmanjSanje koncentracije reducirajo¢ih sladkorjev,
spros¢anje ogljikovega dioksida (zmanjSanje mase vrelnih steklenic), vsebnosti prostega
aminokislinskega dusika (FAN) in prolina.

V mostu, mladem vinu po pretoku, vinu po treh in nato Sestih mesecih zorenja smo poleg
navedenih parametrov spremljali Se naslednje fizikalno-kemijske parametre: vsebnost
alkohola, vrednost pH, pufrno kapaciteto, skupne kisline, relativno gostoto, skupni ekstrakt,
hlapne kisline, acetaldehid, skupni in prosti Zveplov dioksid, skupne fenole, pepel, terpene,
vi§je alkohole in hlapne snovi ter organske kisline.

Predpriprava vzorcev za kemijsko analizo

Vorce mosta smo pred kemijsko analizo centrifugirali, vzorce vina pa predhodno filtrirali
skozi filter papir z modrim trakom (589° Blue ribbon, @ 125 mm; Schleicher & Schuell),
degazirali 15 minut v ultrazvocni kopeli (Sonorex TK 52, Bandelin electronic; Berlin,
Nem¢ija) in termostatirali pri temperaturi 20 °C.

3.4.1 Dolocanje vsebnosti sladkorja
Sladkorno stopnjo mosta pred in med fermentacijo smo dolocali z refraktometrom.
Refraktometer deluje na principu doloCanja lomnega koli¢nika, ki je odvisen od sestave
raztopine mosta, zlasti sladkorjev. Na meji med svetlim in temnim delom od¢itamo rezultat v
°Oe ali % suhe snovi.

Za dolocanje vsebnosti reducirajocih sladkorjev v vinu smo uporabili titracijsko metodo po
Rebeleinu (Kosmerl in Kac, 2007).

Stevilni reagenti (Luffov, Soxhletov, Fehlingov) kvantitativno oksidirajo reducirajoée
sladkorje v karboksilne kisline. Oksidacija je odvisna od uporabljenega reagenta in od
pogojev oksidacije. 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. Iz raztopine se izlo¢i oborina netopnega bakrovega(I)
oksida (Cu,0). Preostali Cu®* se v raztopini kalijevega jodida v kislem (dodatek Zveplove(VI)
kisline) reducira, nastali jod (Iy) pa titrimetri¢no dolo¢imo z raztopino natrijevega tiosulfata
(Na;S,03) v prisotnosti Skrobovice kot indikatorja. Koncentracijo reducirajocih sladkorjev
(g/L) odcitamo direktno z birete ob upostevanju slepega vzorca (to vrednost odstejemo od
rezultata).

3.4.2 Dolocanje vrednosti pH in pufrne kapacitete vina

Potenciometri¢na metoda (KoSmerl in Kac¢, 2007)

Pufrno kapaciteto mosta ali vina opiSemo kot lastnost mosta ali vina, da se njegov pH ob
dodatku znatnih koli¢in kislin ali baz bistveno ne spremeni. Definirana je kot mnoZzina
(Stevilo molov) H3O'ali OH ionov, ki jih moramo dodati 1 L vzorca, da se njegov pH
spremeni za eno enoto. Njena Steviléna vrednost je obratno sorazmerna naklonu titracijske
krivulje v obmoc¢ju pH mosta ali vina. Podatek je pomemben za razumevanje sprememb pH.
Enota pufrne kapacitete so moli vodikovih (H") ali hidroksilnih (OH") ionov, ki jih dodamo
na 1 L mosta ali vina, da dosezemo spremembo pH vrednosti za 1 enoto. Zaradi majhnih
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vrednostih jo izrazamo v mmol/L/pH. Obi¢ajno vrednosti pufrne kapacitete so od 35 do
50 mmol/L/pH, v ekstremnih primerih pa od 25 do 60 mmol/L/pH.

Pufrna kapaciteta je funkcija pH. V mostu ali vinu, ki sta v bistvu raztopini razli¢nih Sibkih
organskih kislin, lahko pufrno kapaciteto, ki je aditivna lastnost, ocenimo na osnovi
koncentracije vsake posamezne kisline in konstante disociacije (vrednosti pK,) vsake kisline.

3.4.3 Dolocanje skupnih (titrabilnih kislin) v vinu
Potenciometricna metoda (KoSmerl in Kac, 2007)
Merimo razliko v potencialu med dvema elektrodama, ki sta potopljeni direktno v vzorec
mosta ali vina. Ena elektroda (referen¢na) ima stalen (znan) potencial, druga steklena
elektroda (merilna) pa ima potencial, ki je funkcija aktivnosti H;O" ionov v raztopini.
Uporabljamo pH meter s skalo v pH enotah. To¢nost meritev aparata mora biti najmanj
10,05 pH enote. Uporabljamo kombinirano stekleno elektrodo; cutilo hranimo v destilirani
vodi. Paziti moramo na stalen nivo elektrolita v elektrodi in na Cistost Cutila.
Titracija z 0,1 M raztopino NaOH je potekala na avtomatskem titratorju do koncne tocke
titracije pH 7,0 oziroma pH 8,2.

3.4.4 Dolocanje relativne gostote, (skupnega) ekstrakta in alkohola v vinu
Analize vina s hidrostatsko tehtnico (KoSmerl in Kac, 2007)
Termostatiranemu vzorcu vina (20 °C) izmerimo relativno gostoto s hidrostatsko tehtnico.
Nato tocno dolo¢en volumen (100 mL) ponovno termostatiranega vzorca predestiliramo z
destilacijsko napravo v 100 mL merilno bucko. Po destilaciji vzorca termostatiramo alkoholni
destilat in izmerimo njegovo relativno gostoto s hidrostatsko tehtnico. Poleg relativne gostote
odc¢itamo tudi koncentracijo (volumenski delez) alkohola.

IzraCun relativne gostote in vsebnost skupnega ekstrakta
a) po AOAC relativno gostoto skupnega ekstrakta vina (dsg) izraCunamo s pomocjo
Tabarijevega obrazca:

dg;=d,—d,+ 1,0000
kjer pomeni dy relativno gostoto vzorca vina in da relativno gostoto alkoholnega destilata.

b) na podlagi znane relativne gostote dsg iz tabele od¢itamo masno koncentracijo skupnega
ekstrakta v vinu (g skupnega ekstrakta/L vina). Rezultat izrazimo na eno decimalno mesto.

3.4.5 Dolocanje prostega in skupnega Zveplovega dioksida v vinu
Titracijska metoda po Ripperju (KoSmerl in Ka¢, 2007)
Dolocanje prostega in skupnega zveplovega dioksida (SO,) po Ripperjevi metodi temelji na
oksidacijsko-redukcijski reakciji z raztopino joda (I).
Za dolocitev prostega SO, vzorec vina najprej nakisamo z dodatkom Zveplove(VI) kisline; s
tem zmanjSamo oksidativni vpliv vina (prevsem polifenolnih spojin) pri titraciji z raztopino
joda, dodamo indikator (Skrobovico) in titriramo s standardizirano raztopino joda. Jod
oksidira zveplovo(IV) kislino v Zveplovo(VI) kislino in v koncni tocki titracije (tj. po
ekvivalentni tocki) 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,, tj. acetaldehid-o-hidroksisulfonata in drugih
bisulfitnih kompleksov. Nato sledi dodatek ostalih reagentov in jodometri¢na titracija, kot pri
dolo¢anju prostega SO,.
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Ripperjeva metoda za doloCanje koncentracije prostega in skupnega SO, ni tocna v primeru
prisotnosti ve¢jih koncentracij ne-zveplovih spojin, tj. taninov in barvnih spojin (rdeca vina),
ki se prav tako oksidirajo pri jodometri¢ni titraciji.

3.4.6 Dolocanje hlapnih Kislin v vinu
Destilacijska metoda (KoSmerl in Ka¢, 2007)
Po destilaciji vzorca z vodno paro sledi titracija destilata s standardizirano 0,1 M raztopino
natrijevega hidroksida. Rezultat izrazimo kot ocetno kislino (g/L).

3.4.7 Dolocanje prolina v vinu
Spektrofotometricna metoda po Oughu in Amerinu (KoSmerl in Ka¢, 2007)
Razred¢enemu vzorcu mosta ali vina v razmerju 1:50 dodamo mravljinéno kislino in
ninhidrin, segrevamo, po ohladitvi dodamo 1-butanol, dobro preme$amo in izmerimo
absorbanco pri valovni dolzini 517 nm. Koncentracijo prolina v vzorcu izraCunamo s
pomocjo umeritvene krivulje in rezultat izrazimo v mg/L.

3.4.8 Dolocanje prostega aminokislinskega dusika v vinu

Spektrofotometri¢na metoda po Nicoliniju in sodelavcih (KoSmerl in Ka¢, 2007)
Razred¢enemu vzorcu mosta ali vina dodamo razvijalec barve (ninhidrin, fruktoza in acetatni
pufer), segrevamo, po ohladitvi dodamo raztopino za razred¢evanje, dobro premeSamo
posnamemo (molekulski) absorpcijski spekter v obmocju valovne dolzine od 450 do 700 nm.
Koncentracijo FAN v vzorcu lahko od¢itamo iz umeritvene krivulje, ki jo po enakem
postopku, kot analiziramo vzorec, pripravimo z raztopinami L(—)-treonina znane
koncentracije. Absorbanco merimo pri valovni dolzini, kjer ima absorpcijski spekter
maksimum. Rezultat izrazimo v mg N/L.

3.4.9 Dolocanje fenolnih spojin v vinu
Spektrofotometri¢na metoda po Singletonu in Rossiju (KoSmerl in Kac, 2007)
Fenolne spojine absorbirajo predvsem svetlobo UV spektra in vidnega spektra. Zato lahko
odc¢itano vrednost absorbance pri primerni valovni dolzini uporabimo za oceno koncentracije
skupnih fenolov, skupnih antocianinov, obarvanih antocianinov, deleza antocianinov v
obarvani obliki, skupnih hidroksicimetnih kislin in ekvivalenta kavne kisline. S podobnimi
spektrofotometri¢énimi metodami dolo¢amo tudi barvo vina.
Za doloc¢anje koncentracije skupnih fenolnih snovi dodamo v vino Folin-Ciocalteujev reagent,
ki v alkalni raztopini (dodatek natrijevega karbonata) oksidira fenolne snovi. Reagent Folin-
Ciocalteu (F.C.) je vodna raztopina natrijevega volframata(VI), natrijevega molibdata(VI) in
litijevega sulfata; slednji prepreci obarjanje F.C. reagenta. Dodatek natrijevega karbonata je
potreben za alkalnost reakcijske zmesi. Redukcija volframata(VI) in molibdata(VI) potece le
v prisotnosti fenolatnega aniona. Raztopina, ki vsebuje reducirani volframat(VI) in/ali
molibdata(VI), je modro obarvana, medtem ko je raztopina nereducirane oblike 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 referen¢no spojino za
doloc¢anje skupnih fenolnih spojin.

3.4.10 Dolocanje vsebnosti pepela (KoSmerl, 1999)
Pepel predstavlja ostanek po odparitvi vode in sezigu vzorca pri 550 °C. Masno koncentracijo
pepela (g/L) dolo¢imo z odparitvijo vode in etanola iz 25 mL vina v suSilniku ter Zarenjem v
zarilni peci pri temperaturi 52525 °C do konstantne mase.
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3.4.11 Dolocanje koncentracije viSjih alkoholov in hlapnih snovi
Koncentracijo visjih alkoholov in hlapnih snovi v vzorcih smo dolocili s plinsko
kromatografijo. Vzorcem smo po destilaciji alkohola na destilacijskem aparatu Gibertini
dolocili koncentracijo vi§jih alkoholov in hlapnih snovi v alkoholnem destilatu na plinskem
kromatografu Agilent Technologies 6890 Series II.

Kromatografski pogoji:
nosilni plin:  helij, He

kolona: HP FFAP (25 m x 0,2 mm x 0,3 um)
injektor: temperatura 220 °C
kolona: Hewlett Packard, tip FFAP,
Tz =60 °C
temperaturni gradient: 10 °C/min
Tk=150°C
detektor: plamenski ionizacijski (FID), temperatura: 220 °C

zapis signala: integrator

3.4.12 Dolocanje koncentracije terpenov

Spektrofotometricna metoda (Dimitriadis in Williams, 1984)

Pri destilaciji pH-nevtralnega vina (pH=6,6-6,8) z vodno paro dobimo v destilatu proste
aromati¢ne spojine, medtem ko pri destilaciji vina z nizko vrednostjo pH (pH=2,0-2,2)
dobimo monoterpene, ki izvirajo iz poliolov in glikozidno vezanih spojin. Predestilirane
terpene dolo¢imo spektrofotometricno pri valovni dolzini 608 nm. Masno koncentracijo
posameznih hlapnih terpenov izra¢unamo iz umeritvene krivulje in rezultat izrazimo v mg
linaloola/L.

3.4.13 Senzori¢na analiza vina
Senzori¢na analiza mladega vina je bila opravljena z opisno metodo in z metodo po
Buxbaumu. Po slednji je vino lahko ocenjeno najve¢ z dvajsetimi tockami. Senzori¢no
analizo vzorcev smo opravili na Biotehniski fakulteti v Ljubljani, Oddelek za zivilstvo v
Ljubljani. Vzorce so ocenjevali $tirje ocenjevalci.

Po Buxbaumovi metodi se za vsak parameter uposteva naslednje Stevilo tock:
bistrost: 0 do 2 tocki

barva: 0 do 2 tocki

vonj: 0 do 4 tocke

okus: 0 do 6 tock

harmonija: 0 do 6 tock

YVVVYVYYVY

3.4.14 Spremljanje nastanka CO2 med fermentacijo
V vrelnih steklenickah volumna 500 L, kjer je potekala identi¢na fermentacija, smo tvorbo
oddanega CO, spremljali tako, da smo steklenice dvakrat dnevno tehtali na tehtnici z
natanc¢nostjo 0,01 g.



Basa K. Vpliv skropljenja in dodatkov hranilnih snovi na potek alkoholne fermentacije mosta belih vinskih sort. 28
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008

3.4.15 Statisti¢na analiza
Statistiéna analiza vzorcev vina »bioti¢no« (vzorci Bl, B2, B12 in Bbrez)
Rezultati poskusa so bili analizirani z uporabo GLM procedure (General Linear Models) v
programu SPSS (SPSS 15.0 for Windows. Evaluation Version, 2006). Statisti¢éni model za
kemijske parametre vina je vkljuCeval vpliv dodatka hranil za kvasovke v most (D) in
paralelke (P) (model 1).

Vij= U + Di + P_] + eij (mOdel 1)

kjer je yj; = 1j—to opazovanje, p = povprecna vrednost, D;= vpliv dodatka hranil v most (1=1
hranilo 1, i = 2 hranilo 2 in 3, i = 3 brez hranil, i = 4 hranila 1, 2 in 3); P;= vpliv paralelke ( ]
= 1-2) in ¢;; = ostanek.

Srednje vrednosti za eksperimentalne skupine smo primerjali pri 5 % tveganju z uporabo
Duncanovega testa.

Statisti¢na analiza vzorcev vina »biotiéno« B1, B2, »klasicno« KL 1, KI.2 in »kontrola« KO1,
KO2

Rezultati poskusa so bili analizirani z uporabo GLM procedure (SPSS 15.0 for Windows.
Evaluation Version, 2006). Statisti¢ni model za kemijske parametre vina je vkljuceval vpliv
Skropljenja (S), vpliv dodatka hranil za kvasovke v most (D), ter interakcije med Skropljenjem
in dodatkom hranil za kvasovke (S*D).

yi= 1+ Si+ Dj+ S*Dj + e (model 2)

kjer je yii - ijk—to opazovanje, u = povpre¢na vrednost, S;= vpliv skropljenja (i = 1 bioti¢no,
i = klasi¢no, 1 = kontrola); D; = vpliv dodatka hranil za kvasovke v most (j = 1 hranilo 1, j =2
hranilo 2 in 3); S*Dj; = interakcija med $kropljenjem S; in dodatkom hranil za kvasovke D; in
eijk = ostanek.

Srednje vrednosti za eksperimentalne skupine smo primerjali pri 5 % tveganju z uporabo
Duncanovega testa.
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI ANALIZ MOSTA

V preglednici 7 so prikazani osnovni rezultati kemijske analize bistrega moSta po
samobistrenju in pred dodatkom liofiliziranih kvasovk, ki je bila opravljena 21.9.2002. Iz
rezultatov vidimo, da je nacin Skropljenja vplival na sladkorno stopnjo mosta. Najvecjo
vrednost je dosegel vzorec »bioti¢no«, za 2 °Oe manj vzorec »klasi¢no«, najmanj pa vzorec
wkontrola«. Da nacin Skropljenja vpliva na kakovost moSta in posredno tudi na potek
alkoholne fermentacije lahko opazimo tudi pri rezultatih vrednosti pH ter vsebnostih
titrabilnih in skupnih kislin. Vzorec »klasicno« vsebuje najmanj le-teh, zato je pH pri tem
vzorcu tudi najvecji; ve¢ od »klasi¢nega« vsebuje »bioti¢no« (temu ustrezno je pH manjsi).
Najvec skupnih kislin vsebuje vzorec »kontrola« in pri tem vzorcu je pH najmanjsi.

Opazne razlike so ravno tako pri dejanski pufrni kapaciteti (najvecjo doseze vzorec
wkontrola«, manj$o »bioti€no«, najmanjSo »klasi¢no«), pri vsebnosti prolina (priblizno enako
vklasi¢no« in »bioticno«, najmanjso pa »kontrola«). Pri vsebnosti FAN je vzorec »klasi¢no«
dosegel maksimalno vrednost, manjSo od le-te »bioticno«, najmanjSo vsebnost FAN doseze
vzorec, pri katerem so bila zadnja tri Skropljenja izpuscena.

Preglednica 7: Rezultati analize mosta rebula glede na Skropljenje

vrednost / koncentracija

parameter enota — ~

biotiCno klasi¢no kontrola
sladkorna stopnja °Oe 82 80 77
relativna gostota / 1,08181 1,08002 1,07739
pH / 3,36 3,38 3,28
orientacijska pufrna kapaciteta mmol/L/pH 39,6 39,4 39,2
bazi¢na pufrna kapaciteta mmol/L/0,5 pH 18,2 17,5 19,4
kislinska pufrna kapaciteta mmol/L/0,5 pH 17,7 18,1 18,3
dejanska pufrna kapaciteta mmol/L/pH 35,9 35,6 37,7
titrabilne kisline (pH=7,0) g/L 6,14 6,07 6,25
skupne kisline (pH=8,2) g/L 6,46 6,32 6,52
kislo delujoce soli g/L 0,29 0,25 0,27
prolin mg/L 97,56 98,52 71,16
FAN mg N/L 58,4 99,38 49,8

4.2 SPREMLJANJE ALKOHOLNE FERMENTACIJE

V preglednici 8 so predstavljeni rezultati fizikalno-kemijske analize fermentirajo¢ega mosta,
opravljene tretji dan alkoholne fermentacije (24.9.2002). Na podlagi teh so nam v laboratoriju
Enochimico Polo v Trevisu (Italija) priporocili koli¢ino dodanih hranil 2 in 3, kot je
prikazano v preglednici 6.
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Preglednica 8: Fizikalne in kemijske analize fermentirajo¢ega mosta rebula

vrednost / koncentracija
parameter enota s o
bioti¢no klasi¢no kontrola
pH / 3,31 3,30 3,26
skupne kisline g/L 6,65 6,75 6,95
skupna vinska kislina g/L 3,57 3,62 3,92
prosta vinska kislina % (g/L) 31,6 (1,13) 32,3(1,17) 34,3 (1,34)
hidrogen tartratni ion % (g/L) 60,6 (2,16) 60,1 (2,18) 58,8 (2,31)
tartratni ion % (g/L) 7,9 (0,28) 7,6 (0,27) 6,8 (0,27)
skupna jabol¢na kislina g/L 3,75 3,72 3,69
prosta jabol¢na kislina % (g/L) 56,1 (2,10) 56,9 (2,12) 58,9 (2,17)
hidrogen malatni ion % (g/L) 42.8 (1,60) 42,1 (1,57) 40,2 (1,48)
malatni ion % (g/L) 1,1 (0,04) 1,0 (0,04) 0,9 (0,03)
citronska kislina g/L 0,26 0,22 0,21
glukoza g/L 73,7 68,5 69,7
fruktoza g/L 80,2 76,7 74,5
ostanek sladkorja % 15,39 14,52 14,42
etanol vol.% 2,47 2,71 2,35
skupni alkohol vol.% 11,70 11,42 11,00
glicerol g/L 2,86 3,04 2,85
skupni polifenoli mg/L 136 112 167
ocetna kislina g/L 0,13 0,12 0,13
jantarna kislina g/L 0,28 0,26 0,24
piruviéna kislina mg/L 64,0 / /
4.2.1 Spremljanje tvorbe CO; med fermentacijo
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Slika 2: Hitrost tvorbe CO, (g/L/h) med fermentacijo pri razli¢nih vzorcih rebule glede na Skropljenje in
dodatek hranil

Na sliki 2 so prikazane vrelne krivulje vseh sedmih vzorcev skupaj. Vpliv posameznih
parametrov na potek fermentacije smo spremljali na sledecih slikah.
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Slika 3: Vpliv Skropljenja na hitrost tvorbe CO, (g/L/h) med fermentacijo pri vzorcih rebule z dodanima
kompleksnima hraniloma

Pri opazovanju vpliva Skropljenja na hitrost fermentacije pri vzorcih, ki smo jim dodali
kompleksni hranili vidimo, da najhitreje fermentira vzorec »biotiCno«, sledi mu vzorec
wklasi¢no«, najpocasneje pa fermentira vzorec »kontrola«.
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Slika 4: Vpliv skropljenja na hitrost tvorbe CO, (g/L/h) med fermentacijo pri vzorcih rebule z dodanim
enostavnim hranilom

Tudi pri opazovanju kinetike fermentacije pri razlicno Skropljenih vzorcih, ki smo jim med
fermentacijo dodali enostavno hranilo, se ponovijo ugotovitve iz slike 3: najhitrejSo kinetiko
rasti kvasovk kaze vzorec »klasicno«, sledi mu vzorec »bioticno«, najpocasnejsa je kinetika
rasti kvasovk pri vzorcu »kontrola«. Kljub vsemu lahko iz slik 3 in 4 razberemo, da
uporabljeni nacini Skropljenja nimajo bistvenega vpliva na fermentacijsko kinetiko.
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Slika 5: Vpliv vrste dodanega hranila na hitrost oddajanja CO, (g/L/h) med fermentacijo pri vzorcih
»bioti¢no«

Oddajanje CO, je bilo najhitrejSe pri vzorcu mosta, ki smo mu dodali vsa tri hranila.
Pocasnejso kinetiko fermentacije kaze vzorec s kompleksnima hraniloma, vzorec z dodanim
enostavnim hranilom pa zaostaja za prejSnjim. Po pricakovanjih je najbolj pocasi fermentiral
most, ki mu nismo dodali hranil.

4.2.2 Spremljanje porabe sladkorjev med fermentacijo
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Slika 6: ZmanjSanje sladkorne stopnje (% SS) med fermentacijo pri vzorcih »bioti¢no«

Opazanja pri sliki 5 se tu ponovijo. Prve tri dni trajanja alkoholne fermentacije so v hitrosti
porabe sladkorjev vsi vzorci izenacCeni. V nadaljevanju nastanejo med njimi opazne razlike.
Hitrost porabe sladkorjev v moStu je najvecja pri vzorcu, ki so mu bili dodani enostavnejSe in
kompleksni hranili, sledi vzorec s kompleksnima hraniloma, slednjemu vzorec z dodanim
enostavnim hranilom. Najpocasneje se po pricakovanjih porabljajo sladkorji pri vzorcu brez
dodanih hranil.
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4.2.3 Spremljanje vsebnosti prolina med fermentacijo
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Slika 7: Spremljanje vsebnosti prolina (mg/L) med fermentacijo pri vzorcih »bioti¢no«

Vzorec s tremi dodanimi hranili vsebuje najve¢ prolina po zakljuceni alkoholni fermentaciji,
sledi mu vzorec z dodanima kompleksnima hraniloma, nato pa vzorec z dodanim enostavnim
hranilom. NajmanjSo vsebnost prolina ima vzorec, ki mu nismo dodali hranil, kar kaze na
stresne razmere med fermentacijo (pomanjkanje duSikovih spojin) in izkori§¢anje prolina.

4.2.4 Spremljanje vsebnosti FAN med fermentacijo
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Slika 8: Spremljanje vsebnosti prostega aminokislinskega dusika (FAN) (mg N/L) med fermentacijo pri
vzorcih »bioti¢no«

Koncentracija FAN v mostu »bioti¢no« je znaSala 58,4 mg N/L. V prvih dveh dneh se je
njegova vsebnost moc¢no zmanjSala zaradi asimilacije, v nadaljevanju pa je ostajala bolj ali
manj konstantna do konca fermentacije, ko se je rahlo povecala zaradi avtolize kvasovk.
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4.3 REZULTATI ANALIZ VINA

4.3.1 Vrednost pH

pH vrednost

B1 B2 B12 Bbrez KL1 KL2  KO1 KO2

vzorec

‘I:I mlado vino @ vino med zorenjem O zrelo vino ‘

Slika 9: Vrednost pH med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Na sliki 9 je prikazano spreminjanje vrednosti pH med zorenjem vina. pH moSta
(preglednica 7) je v primerjavi z vrednostmi pH vina nizji. Zrelo vino ima visji pH kot mlado
vino, medtem ko smo za vino med zorenjem nepricakovano zabelezili za vse vzorce nizje
vrednosti pH. Vzorec »kontrola« z enostavnim hranilom ima najnizjo, vzorec »bioti¢no« brez
dodanih hranil pa najvi§jo vrednost pH v mladem in zrelem vinu.

4.3.2 Vsebnosti titrabilnih in skupnih kislin

titrabilne kisline (g/L)
(&)

B1 B2 B12 Bbrez KL1 KL2 KO1 KO2

vzorec

O mlado vino Bvino med zorenjem O zrelo vino

Slika 10: Vsebnost titrabilnih Kkislin (g vinske kisline/L) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002
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Slika 11: Vsebnost skupnih (g vinske Kisline/L)) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Koncentracija skupnih in titrabilnih kislin je v mladem vinu vi§ja kot v mostu. Na slikah 10 in
11 vidimo, da se koncentracije skupnih in titrabilnih kislin v vzorcih vina med zorenjem
zmanjsujejo. V vzorcu »kontrola« z enostavnim hranilom je koncentracija skupnih (tudi
titrabilnih) kislin najvecja in znasa v zrelem vinu 6,43 g/L. Vzorec »bioti¢no« s tremi
dodanimi hranili doseze najmanjSo vrednost, to je 6,12 g/L v zrelem vinu.

4.3.3 Pufrna kapaciteta

PK (mmol/L/0.5 pH)
]

B1 B2 B12 Bbrez KLA1 KL2 KO1 KO2

vzorec

D kislinska M bazicna |

Slika 12: Vrednosti bazi¢ne in Kkislinske pufrne kapacitete (mmol/L/0,5 pH) v vzorcih mladega vina sorte
rebula letnik 2002

V vzorcu »bioti¢no« brez dodanih hranil (mlado vino) doseze kislinska pufrna kapaciteta
najmanjSo vrednost, bazi¢na pa najvecjo vrednost, obratno pa kislinska svojo najvec¢jo
vrednost doseze pri vzorcu »kontrola« z enostavnim hranilom, bazi¢na pufrna kapaciteta pa
najmanjSo vrednost pri vzorcu »kontrola« z dodanima kompleksnima hraniloma.
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Slika 13: Vrednosti orientacijske in dejanske pufrne kapacitete (mmol/L/pH) v vzorcih mladega vina
sorte rebula letnik 2002

V vrednostih orientacijske in dejanske pufine kapacitete so vzorci precej izenaceni. Nekoliko
izstopata le vzorec »kontrola« z enostavnim hranilom, ki ima najve¢jo orientacijsko in
dejansko pufrno kapaciteto, in vzorec »kontrola« s kompleksnima hraniloma, ki doseze
najmanjSo vrednost obeh pufrnih kapacitet.

4.3.4 Vsebnost hlapnih kislin
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Slika 14: Vsebnost hlapnih Kkislin (g ocetne kisline/L.)) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Po zakljuc¢eni fermentaciji ima vzorec »bioti¢no«, ki mu nismo dodali hranil najmanjSo
vrednost hlapnih kislin (0,24 g/L), najvecjo pa vzorca »bioticno« in »kontrola« z dodanima
kompleksnima hraniloma (0,33 g/L). V Casu zorenja prvim trem vzorcem in vzorcu KL1
hlapne kisline padajo, vzorcem KL2, KOI, in KO2 narastejo, v vseh teh vzorcih pa
koncentracija pade na najnizjo vrednost v zrelem vinu. V vzorcu »bioticno« brez hranil, ki
ima sprva v mladem vinu najmanj hlapnih kislin, dosezejo v zrelem vinu najvisjo
koncentracijo med vsemi vzorci (0,26 g/L).
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4.3.5 Vsebnosti prostega in skupnega SO2
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Slika 15: Sprememba vsebnosti prostega SO, (mg/L) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002
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Slika 16: Sprememba vsebnosti skupnega SO, (mg/L) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Drozgo smo pred samobistrenjem zveplali s K;S;0. Po koncani fermentaciji pa smo vzorce
mladih vin pretocili in ponovno dozveplali. Na slikah 15 in 16 opazimo, da tekom zorenja
koncentracije prostega SO, izraziteje padejo kot koncentracije skupnega SO, . Le pri vzorcih
B12, Bbrez in KL2 v zadnjem trimesec¢ju zorenja spet malo narastejo. Kljub zadostnemu
zveplanju (za kar so nam dokaz zadostne koncentracije skupnega SO,) so vsebnosti prostega
SO, razen pri vzorcih B2 in B12 nizje od priporocenih (25 g/L za mirna bela vina). Najvecje
razmerje prosti/vezani SO, (0,34) doseze vzorec B2, sledi mu vzorec B12 (0,27). Najnizje
razmerje imata vzorca Bbrez (0,12) in KO2 (0,13).
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4.3.6 Vsebnosti skupnega in sladkorja prostega ekstrakta
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Slika 17: Vsebnosti skupnega ekstrakta (g/L) med zorenjem vina sorte rebula 2002
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Slika 18: Vsebnosti sladkorja prostega ekstrakta (g/L) med zorenjem vina sorte rebula 2002

Skupni ekstrakt in sladkorja prosti ekstrakt se pri vsakem vzorcu individualno spreminjata.
Pri skupnem ekstraktu so te spremembe povezane tudi s spreminjanjem reducirajocih
sladkorjev (slika 19). Med vzorci najbolj izstopa vzorec »bioticno« brez dodanih hranil, pri
katerem oba ekstrakta z zorenjem narascata in doseZeta najvecjo vrednost (skupni ekstrakt
29,5 g/L v vinu med zorenjem, sladkorja prosti ekstrakt pa 27,1 g/L v zrelem vinu). Ce
primerjamo prve tri vzorce »bioticnega« Skropljenja z dodanimi razliénimi hranili (vzorec B1,
B2 in B12) vidimo, da ima v mladem vinu najvisji ekstrakt vzorec z enostavnim hranilom.
Edina dva vzorca, ki se vedeta po priCakovanjih, sta KL2 in KO2. Tu se ekstrakta v casu
zorenja znizujeta kot posledica izlocanja vinskega kamna, beljakovin in fenolnih spojin.
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4.3.7 Vsebnost reducirajocih sladkorjev
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Slika 19: Sprememba vsebnosti reducirajo¢ih sladkorjev (g/L) med zorenjem vina sorte rebula letnik
2002

Po pricakovanjih opazimo najvecji preostanek reducirajocih sladkorjev v mladem vinu pri
vzorcu, ki mu nismo dodali hranil (4,95 g/L), v skupini prvih §tirih vzorcev mu sledijo vzorec
z enostavnim hranilom, nato Se vzorec s kompleksnima hraniloma. Najmanjsi ostanek ima
vzorec s tremi dodanimi hranili. Koncentracija reducirajocih sladkorjev se v naslednjih treh
mesecih zorenja zmanj$a ali ostane konstantna. Vsi vzorci padejo v kategorijo suhih vin, ker
njihova vsebnost reducirajocih sladkorjev ne presega meje 9 g/L.

4.3.8 Relativna gostota
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Slika 20: Sprememba relativne gostote med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Najvi§jo relativno gostoto med vzorci »bioticno« mladega in zrelega vina doseze vzorec brez
hranil, sledi mu B1, najmanjSo ima vzorec s tremi dodanimi hranili. Pri vseh vzorcih so
vrednosti v vinu med zorenjem nizje od vrednosti v mladem vinu. Izjema je vzorec KL1, pri
katerem relativna gostota naraste. Vzorci mladega in zrelega vina, ki smo jih primerjali po
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enakih dodanih hranilih (B1, KO1 in B2, KO2) kazejo enak trend in sicer vzorca z dodanim
enostavnim hranilom imata visjo relativno gostoto od vzorcev z dodanima kompleksnima
hraniloma.

4.3.9 Vsebnost alkohola
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Slika 21: Sprememba vsebnosti alkohola (vol.%) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Vsebnost alkohola se pri vseh vzorcih zaradi zorenja vina zmanjsuje, le vzorcu »bioti¢no«
brez dodanih hranil v prvih treh mesecih zorenja naraste za 0,1 vol.%. Isti vzorec med prvimi
Stirimi doseze v mladem vinu najniZjo alkoholno stopnjo (11,4 vol.%), najvisjo pa vzorec z
enostavnim hranilom (11,9 vol.%), sledita vzorca B2 in B12 z enako stopnjo (11,8 vol.%). Ce
primerjamo vzorce B1, KO1 in KL1, ki smo jim dodali enostavno hranilo in vzorce B2, KL2
in KO2 z dodanima kompleksnima hraniloma, vidimo, da imajo vzorci z enostavnim
hranilom vi§jo alkoholno stopnjo od vzorcev s kompleksnima hraniloma. Med vsemi vzorci
ima najnizjo vsebnost alkohola vzorec »kontrola« s kompleksnima hraniloma (11,0 vol.%) v
zrelem vinu.

4.3.10 Vsebnost pepela
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Slika 22: Sprememba vsebnosti pepela (g/L) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002
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Po zakljuceni fermentaciji imajo vzorci mladega vina »biotino« izrazito vi§jo vsebnost
pepela od ostalih in jim v prvih treh mesecih zorenja pade. Najvisjo vsebnost v mladem vinu
doseze vzorec s kompleksnima hraniloma (2,2 g/L), najniZjo pa vzorec »kontrola« z
enostavnim hranilom (1,3 g/L). V mladem vinu vzorci, ki smo jim pred fermentacijo dodali
kompleksni hranili dosezejo visjo vsebnost pepela kot vzorci, ki smo jim dodali enostavno
hranilo.

4.3.11 Vsebnost prolina
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Slika 23: Sprememba vsebnosti prolin (mg/L) med zorenjem vina sorte rebula letnik 2002

Na sliki 23 vidimo nara$¢anje koncentracije prolina s ¢asom zorenja vina po koncani
fermentaciji zaradi avtolize kvasovk. Med prvimi Stirimi vzorci vina med zorenjem ima
vzorec s tremi dodanimi hranili najvisjo vsebnost prolina (141,61 mg/L), najnizjo vsebnost pa
ima po pricakovanjih vzorec brez dodanih hranil (121,70 mg/L). Vsi vzorci, ki smo jim med
fermentacijo dodali enostavno hranilo, vsebujejo manj prolina kot tisti, ki smo jim dodali
kompleksni hranili. Izrazito najmanjSo koncentracijo v vinu med zorenjem imata vzorca
»kontrola«.
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4.3.12 Vsebnost prostega aminokislinskega dusika (FAN)

FAN (mg N/L)

B1
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B12

Bbrez KL1

vzorec

KL2

O mlado vino @ vino med zorenjem ‘

KO1

KO2

Slika 24: Sprememba vsebnosti prostega aminokislinskega dusika (FAN) v mg N/L med zorenjem vina
sorte rebula letnik 2002

Iz preglednice 7 je razvidno, da ima most najvisjo vsebnost FAN, ki po fermentaciji drasti¢no
pade. Ugotovitve ob sliki 23 se tu ponovijo. Koncentracije FAN s ¢asom zorenja vina
naras¢ajo. Med prvimi $tirimi vzorci ima vzorec s tremi dodanimi hranili najvisjo vsebnost,
sledijo vzorci B2, B1 in vzorec brez hranil (9,90 mg N/L) v vinu med zorenjem. Vsi vzorci, ki
smo jim med fermentacijo dodali enostavno hranilo (to so vzorci B1, KL1, KO1), vsebujejo
manj prostega aminokislinksega dusika kot tisti, ki smo jim dodali kompleksni hranili (vzorci
B2, KL2 in KO2). Med vsemi ima najnizjo koncentracijo FAN vzorec »kontrola« z dodanim

enostavnim hranilom.

4.3.13 Vsebnost skupnih fenolnih spojin
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Slika 25: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (mg galne kisline/L) v vzorcih mladega vina sorte rebula letnik

2002
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Vsebnosti skupnih fenolnih spojin so pri vseh vzorcih visoke kot posledica opravljene
12-urne hladne maceracije drozge po trgatvi. Najvecjo koncentracijo ima vzorec KO2
(382 mg galne kisline/L), najnizjo pa vzorec KL2 (270 mg galne kisline/L).

4.3.14 Vsebnost terpenov
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Slika 26: Vsebnost prostih hlapnih terpenov (FVT) in potencialnih hlapnih terpenov (PVT) (mg/L) v
vzorcih vina med zorenjem sorte rebula letnik 2002

Najvisjo vsebnost skupnih terpenov je dosegel vzorec B2 (2,278 mg/L), najmanjSo pa vzorec
B1 (0,993 mg/L). Vzorci B1, KL1 in KOl z dodanim enostavnim hranilom imajo nizjo
koncentracijo skupnih terpenov v vinu med zorenjem kot vzorci z dodanima kompleksnima
hraniloma (B2, KL2 in KO2).

4.3.15 Vsebnost hlapnih snovi in visjih alkoholov
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Slika 27: Razmerje vsebnosti hlapnih snovi in visjih alkoholov (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Kot lahko vidimo iz slike 27 je razmerje hlapne snovi/vi§ji alkoholi vedno v prid visjim
alkoholom. Najvi§jo vsebnost obeh ima vzorec, ki smo mu med fermentacijo dodali
kompleksni hranili in znaSa 478,6 mg/L, manj vzorec s tremi hranili (468,5 mg/L) in vzorec
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brez hranil (431,8 mg/L), najmanj pa vzorec, ki smo mu med fermentacijo dodali enostavno

hranilo (416,6 mg/L).

4.3.16 Vsebnost acetaldehida

acetaldehid (mg/L)

B1

vzorec

B12

Bbrez

Slika 28: Vsebnost acetaldehida (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Najvec acetaldehida vsebuje vzorec s kompleksnima hraniloma (23,73 mg/L), manj od le-tega
vzorec brez hranil, sledi mu vzorec z enostavnim hranilom, najmanj acetaldehida pa ima
vzorec s tremi hranili (19,90 mg/L). Vrednosti so pod senzoricnim pragom zaznave in

obicajnih koncentracij za mlado vino.

4.3.17 Vsebnost etilacetata
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Slika 29: Vsebnost etilacetata (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Vzorec brez hranil in vzorec s kompleksnima hraniloma vsebujeta vecjo koncentracijo
etilacetata (okrog 60 mg/L), kot vzorec s tremi hranili in vzorec, ki smo mu dodali enostavno

hranilo.
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4.3.18 Vsebnost metanola
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Slika 30: Vsebnost metanola (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Vzorec brez hranil vsebuje metanola 43,22 mg/L, kar je najmanjSa vrednost med
analiziranimi vzorci. Najvecjo vsebnost ima vzorec B2 z 45,91 mg/L, kar pa je Se dale¢ od
zakonsko dovoljene meje (do 150 mg/L metanola v belih vinih). Bistvenih razlik med vzorci
ni.

4.3.19 Vsebnost 1-propanola
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Slika 31: Vsebnost 1-propanola (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Koncentracije 1-propanola se gibljejo v razponu med najmanjSo koncentracijo 13,98 mg/L v
vzorcu, ki smo mu dodali enostavno hranilo do maksimalne vrednosti 19,10 mg/L v vzorcu z
dodanim kompleksnim hranilom. Znotraj intervala ima vzorec z dodanima enostavnim in
kompleksnim hranilom vecjo koncentracijo tega viSjega alkohola od vzorca, ki mu nismo
dodali hranil.
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4.3.20 Vsebnost izobutanola
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Slika 32: Vsebnost izobutanola (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Koncentracije izobutanola precej nihajo od vzorca do vzorca. Najvecjo vrednost (64,27 mg/L)
ima vzorec B2, nekoliko nizjo (60,17 mg/L) vzorec brez hranil, Se nizjo od te (53,03 mg/L)

pa vzorec B12. Najmanj izobutanola vsebuje vzorec, ki smo mu med fermentacijo dodali
enostavno hranilo.

4.3.21 Vsebnost izoamilacetata
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Slika 33: Vsebnost izoamilacetata (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

Vzorec z enostavnim hranilom in vzorec brez hranil ne vsebujeta izoamilacetata (oziroma
tako malo, da sta koncentraciji pod mejo detekcije z uporabljeno metodo), vzorec s tremi
dodanimi hranili pa najvec, to je 5,19 mg/L.



Basa K. Vpliv skropljenja in dodatkov hranilnih snovi na potek alkoholne fermentacije mosta belih vinskih sort. 47
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008

4.3.22 Vsebnost izoamil alkohola
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Slika 34: Vsebnost izoamil alkohola (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«
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V splosnem velja, da izoamil alkohol predstavlja ve¢ kot 50 % vseh visjih alkoholov, kar drzi
tudi za na$ primer. Slika 34 kaze podoben trend padanja koncentracij kot slika 31, le da ima
tu najmanjSo koncentracijo izoamil alkohola (202,48 mg/L) vzorec brez hranil. Najvecjo
koncentracijo ima vzorec, ki smo mu dodali vsa tri hranila (238,49 mg/L).

4.3.23 Vsebnost 2-feniletanola
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Slika 35: Vsebnost 2-feniletanola (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

1z slike 35 je razvidno, da se v koncentraciji 2-feniletanola vzorec brez hranil zelo razlikuje
od ostalih. To razliko lahko pripiSemo fermentaciji brez dodanih hranil, saj smo vsem ostalim
vzorcem v most dodali enostavnejse, kompleksno oziroma obe hranili.
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4.3.24 Vsebnost feniletilacetata

feniletilacetat (mg/L)
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Slika 36: Vsebnost feniletilacetata (mg/L) v vzorcih mladega vina »bioti¢no«

NajmanjSo koncentracijo feniletilacetata vsebuje vzorec, ki smo mu med fermentacijo dodali
kompleksni hranili (6,47 mg/L).

4.3.25 Senzori¢na ocena

Preglednica 9: Opisna senzori¢na ocena in ocena po Buxbaumovi metodi vzorcev mladega vina sorte rebula

letnik 2002, pridelanega po razli¢nih Skropilnih in fermentacijskih na¢rtih
OCENA PO
ey | vONJ | OKUS BUXBAUMU
(TOCKE)
B1 ++ + 15,6
B2 +++ ++ 16,7
B12 +++ A+t 17,0
Bbrez + + 15,0
KL1 ++ +
KL2 ++ ++
KO1 + +
KO2 — +

Iz preglednice 9 razberemo, da dodatek hranil vpliva na senzori¢no zaznavno razliko v
kakovosti vina. Ne glede na Skropilni nacrt sta bila vzorca z dodanima kompleksnima
hraniloma (B2 in KL2) bolje ocenjena v vonju in okusu kot vzorca z enostavnim hranilom
(B1 in KL1). Vzorec, ki so mu bila dodana vsa tri hranila, je bil tudi po pri¢akovanjih
najbolje ocenjen. Najslabse so ocenjeni vzorci brez hranil, KLL1 in KL2.

Pri senzori¢ni oceni vzorcev rebula mladega vina »bioticno« po Buxbaumovi metodi, ki smo
jim med fermentacijo dodali razlicna hranila, sta najvecje Stevilo tock prejela vzorec z
dodanimi tremi hranili (17,0) in vzorec z dodanima kompleksnima hraniloma (16,7), medtem
ko sta bila znacilno slab$e ocenjena vzorca z dodanim enostavnim hranilom (15,6) in vzorec,
ki mu med fermentacijo nismo dodali hranil (15,0).
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4.4 REZULTATI STATISTICNE ANALIZE

Zbrani rezultati so bili statisticno obdelali po postopku GLM (General Linear Models) v
programskem paketu SPSS 15.0 for Windows. Evaluation Version. V preglednicah 10, 11 in
12 so prikazani rezultati analiz z izra¢unanimi osnovnimi statistiénimi parametri za mlado
vino, vino med zorenjem in zrelo vino »bioticno«. Iz preglednic so razvidne razlike pri
posameznih parametrih razlicnih vzorcev, torej pri uporabi razli¢nih hranil za kvasovke pred
alkoholno fermentacijo.

Preglednica 10: Rezultati kemijskih analiz mladega vina »bioti¢no« z izraCunanimi osnovnimi
statisticnimi parametri

vzorec B1 B2

parameter n X SO min max n X S0 min max
pH vrednost 3 3,52 0,01 3,51 3,53 3 3,53 0,01 3,52 3,53
titrabilne kisline (pH=7,0) | 2 7,23 0,00 7,23 7,23 2 7,69 0,00 7,69 7,69
skupne kisline (pH=8,2) 2 7,65 0,13 7,56 7,74 2 7,37 0,14 7,27 7,47
kislinska PK 2 13,30 0,00 13,30 13,30 | 2 14,47 0,00 14,50 14,50
bazi¢na PK 2 18,20 0,00 18,20 18,20 | 2 18,60 0,00 18,60 18,60
dejanska PK 2| 31,50 0,00 31,50 31,50 | 2| 33,10 0,00 33,10 33,10
orientacijska PK 2 | 40,80 0,00 40,80 40,80 |2 | 40,60 0,00 40,60 40,60
relativna gostota 2 | 0,99280 | 0,00013 | 0,99271 | 0,99290 | 2 | 0,99231 | 0,00000 | 0,99231 | 0,99231
alkohol 3 11,89 0,02 11,88 11,92 | 3 11,79 0,02 11,76 11,80
reducirajoci sladkorji 3 1,40 0,10 1,30 1,50 3 0,35 0,17 0,15 0,45
sladkorja prosti ekstrakt 3 20,70 0,10 20,60 20,80 3 20,10 0,17 19,90 20,20
skupni ekstrakt 31 22,10 0,20 21,90 22,30 | 3| 20,40 0,17 20,30 20,60
prosti zveplov dioksid 2 | 60,00 0,00 60,00 60,00 | 2| 60,00 0,00 60,00 60,00
skupni Zveplov dioksid 2| 116,00 0,00 116,00 116,00 | 2 | 124,00 0,00 124,00 124,00
prolin 3| 69,00 3,72 64,70 71,20 | 3| 84,53 5,83 77,80 87,90
FAN 3 9,67 0,23 9,40 9,30 2 11,15 0,35 10,90 11,40
skupne fenolne spojine 3| 374,67 4,62 372,00 | 380,00 | 3 | 349,00 1,73 348,00 | 351,00
pepel 3 2,10 0,04 2,05 2,14 3 2,22 0,13 2,13 2,37
hlapne kisline 3 0,27 0,03 0,24 0,30 3 0,33 0,03 0,30 0,36

vzorec B12 Bbrez

parameter n X S0 min max | n X $0 min max
pH vrednost 2 3,51 0,00 3,51 3,51 3 3,53 0,01 3,52 3,53
titrabilne kisline (pH=7,0) | 2 7,14 0,00 7,14 7,14 2 7,63 0,00 7,63 7,63
skupne kisline (pH=8,2) 2 7,56 0,08 7,50 7,62 2 8,13 0,23 7,97 8,30
kislinska PK 2 14,50 0,00 14,50 14,50 | 2 12,76 0,00 12,80 12,80
bazi¢na PK 2 17,70 0,00 17,70 17,70 | 2 19,30 0,00 19,30 19,30
dejanska PK 2| 32,20 0,00 32,20 3220 | 2| 32,10 0,00 32,10 32,10
orientacijska PK 2 | 40,00 0,00 40,00 40,00 | 2 | 40,900 0,00 40,90 40,90
relativna gostota 2 | 0,99210 | 0,00016 | 0,99199 | 0,99222 | 3 | 0,99535 | 0,00006 | 0,99528 | 0,99540
alkohol 2 11,79 0,06 11,75 11,84 3 11,41 0,01 11,41 11,42
reducirajoci sladkorji 3 0,33 0,10 0,25 0,45 3 495 0,15 4,80 5,10
sladk. prosti ekstrakt 3 19,66 0,23 19,40 19,80 | 3 | 22,37 0,11 22,30 22,50
skupni ekstrakt 3| 20,00 0,36 19,60 20,30 | 3| 27,30 0,17 27,10 27,40
prosti Zveplov dioksid 2| 62,00 0,00 62,00 62,00 | 2| 30,00 0,00 30,00 30,00
skupni zveplov dioksid 2 | 80,00 0,00 80,00 80,00 | 2| 114,00 0,00 114,00 114,00
prolin 2| 96,20 16,5 84,50 107,90 | 3| 71,13 5,77 67,80 77,80
FAN 2 14,45 0,01 14,40 14,50 | 3 8,30 0,20 8,10 8,50
skupne fenolne spojine 3| 343,33 13,50 330,00 | 375,00 | 3 | 353,33 | 29,535 | 323,00 | 382,00
pepel 3 2,15 0,08 2,07 2,23 3 2,09 0,01 2,08 2,10
hlapne kisline 3 0,28 0,03 0,24 0,30 3 0,24 0,00 0,24 0,24

PK = pufina kapaciteta, FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dugik, n — $tevilo obravnavanj, x — povpre¢na vrednost,
min — minimalna vrednost, max — maksimalna vrednost, so — standardni odmik
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Preglednica 11: Rezultati kemijskih analiz vina »bioticno« med zorenjem z izracunanimi osnovnimi

statisticnimi parametri
vzorec B1 B2
parameter n X S0 min max n X S0 min max

pH vrednost 3 3,27 0,01 3,26 3,28 3 3,31 0,02 3,29 3,33
titrabilne kisline (pH=7,0) | 2 6,15 0,25 597 6,33 3 6,16 0,07 6,09 6,23
skupne kisline (pH=8,2) 2 6,48 0,24 6,31 6,65 3 6,55 0,08 6,47 6,64
terpeni: - skupni 2 0,99 0,00 0,99 0,99 3 2,28 0,25 2,03 2,53

-FVT 2 0,60 0,01 0,59 0,61 3 1,77 0,28 1,50 2,06

-PVT 2 3,91 0,01 0,38 0,40 3 0,50 0,03 0,47 0,53
relativna gostota 2| 0,99261 | 0,00007 | 0,99261 | 0,99262 | 2 | 0,99228 | 0,0000 | 0,99228 | 0,99228
alkohol 3 11,82 0,04 11,78 11,85 |3 11,77 0,01 11,77 11,79
reducirajoci sladkorji 1 1,30 1,30 1,30 1 0,35 0,35 0,35
sladkorja prosti ekstrakt 2| 20,10 0,00 20,10 20,10 |2 | 20,00 0,00 20,00 20,00
skupni ekstrakt 2| 21,40 0,00 21,40 21,40 | 2| 2030 0,00 20,30 20,30
prosti zveplov dioksid 1| 21,00 21,00 21,00 | 1| 38,00 38,00 38,00
skupni Zveplov dioksid 1| 105,00 105,00 105,00 | 1 | 113,00 113,00 113,00
prolin 3| 131,17 1,67 130,20 133,10 | 3 | 139,73 8,26 130,20 144,50
FAN 2| 10,20 0,14 10,10 10,30 | 2 | 12,02 0,21 11,90 11,20
pepel 2 1,84 0,03 0,82 0,86 2 1,84 0,14 1,74 1,94
hlapne kisline 1 0,22 0,22 0,22 1 0,21 0,21 0,21

vzorec B12 Bbrez
parameter n X SO min max | n X S0 min max

pH vrednost 2 3,32 0,01 3,31 3,33 3 3,30 0,01 3,30 3,31
titrabilne kisline (pH=7,0) | 3 5,77 0,12 5,67 591 3 6,13 0,01 6,12 6,14
skupne kisline (pH=8,2) 3 6,09 0,12 597 6,20 3 6,44 0,00 6,44 6,44
terpeni: - skupni 2 2,20 0,00 2,20 2,20 2 1,71 0,04 1,676 1,739

-FVT 2 1,38 0,00 1,38 1,38 3 0,93 0,07 0,886 0,980

-PVT 2 0,83 0,00 0,83 0,83 2 0,78 0,02 0,759 0,790
relativna gostota 2| 0,99186 | 0,00001 | 0,99186 | 0,99187 | 3 | 0,99534 | 0,00012 | 0,99520 | 0,99542
alkohol 3 11,84 0,01 11,84 11,85 2 11,53 0,01 11,52 11,54
reducirajoci sladkorji 1 0,33 0,33 0,33 1 4,51 4,51 4,51
sladkorja prosti ekstrakt 2| 18,80 0,00 18,80 18,80 | 2| 23,10 0,00 23,10 23,10
skupni ekstrakt 2| 19,60 0,00 19,60 19,60 | 2 | 27,60 0,00 27,60 27,60
prosti Zveplov dioksid 1 20,00 20,00 20,00 1 13,00 13,00 13,00
skupni Zveplov dioksid 1| 73,00 73,00 73,00 | 1| 110,00 110,00 | 110,00
prolin 3| 141,63 2,85 138,80 | 144,50 |2 | 121,70 0,00 121,70 | 121,70
FAN 2 | 16,00 0,00 16,00 16,00 | 3 9,87 0,40 9,50 10,30
pepel 1 1,80 1,80 1,80 2 1,93 0,13 1,84 2,02
hlapne kisline 1 0,24 0,24 0,24 1 0,21 0,21 0,21

PK = pufina kapaciteta, FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dugik, n — $tevilo obravnavanj, x — povpre¢na vrednost,
min — minimalna vrednost, max — maksimalna vrednost, so — standardni odmik
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Preglednica 12: Rezultati kemijskih analiz zrelega vina »bioti¢no« z izracunanimi osnovnimi statisti¢nimi

parametri
vzZorec B1 B2

parameter n X SO min max | n X S0 min max
pH vrednost 3 3,63 0,01 3,62 3,64 3 3,69 0,01 3,68 3,70
titrabilne kisline (pH=7,0) | 3 5,94 0,05 5,88 597 3 5,90 0,02 5,88 5,93
skupne kisline (pH=8,2) 3 6,27 0,03 6,24 6,30 2 6,24 0,00 6,24 6,24
relativna gostota 31 0,99285 | 0,00005 | 0,99281 | 0,99290 | 3 | 0,99239 | 0,00097 | 0,99228 | 0,99247
alkohol 3 11,76 0,08 11,71 11,85 |3 11,63 0,04 11,59 11,67
skupni ekstrakt 3| 21,80 0,17 21,60 21,90 | 3| 20,23 0,12 20,10 20,30
prosti zveplov dioksid 3 13,67 0,58 13,00 14,00 | 3 | 27,00 0,00 27,00 27,00
hlapne kisline 3 0,15 0,01 0,14 0,16 2 0,17 0,00 0,17 0,17

vZorec B12 Bbrez

parameter n X SO min max n X S0 min max
pH vrednost 2 3,69 0,05 3,65 3,73 3 3,73 0,01 3,72 3,74
titrabilne kisline (pH=7,0) | 2 5,79 0,03 5,77 5,81 3 6,09 0,00 6,09 6,09
skupne kisline (pH=8,2) 2 6,12 0,00 6,12 6,12 3 6,42 0,00 6,42 6,42
relativna gostota 3] 0,991867 | 0,00102 | 0,99069 | 0,99248 | 3 | 0,99532 | 0,00010 | 0,99520 | 0,99539
alkohol 3 11,77 0,04 11,75 11,82 |3 11,52 0,06 11,46 11,57
skupni ekstrakt 3 19,33 2,46 16,50 20,90 |1 | 27,10 27,10 27,10
prosti zveplov dioksid 2 27,00 0,00 27,00 27,00 | 3 19,00 0,58 19,00 20,00
hlapne kisline 2 0,15 0,01414 0,14 0,16 3 0,26 0,00 0,26 0,26

PK = pufina kapaciteta, FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dugik, n — tevilo obravnavanj, x — povpre¢na vrednost,
min — minimalna vrednost, max — maksimalna vrednost, so — standardni odmik

V preglednicah 13, 14 in 15 so prikazani rezultati Duncanovega testa, s katerim smo
ugotavljali, ali se vzorci mladega vina, vina med zorenjem in zrelega vina »bioti¢no« glede na
dodano hranilo med seboj razlikujejo.

Preglednica 13: Vpliv dodatka razli¢nih hranil v most med fermentacijo na kemijske parametre mladega

vina »bioti¢no« (Duncanov test, P<0,05)

parameter enota B1 B2 B12 Bbrez P-
vrednost
pH vrednost / 3,52 3,53 3,51 3,53 0,104
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 7,65" 7,37% 7,56" 8,13 0,032
reducirajoci sladkorji g/L 1,40° 0,35% 0,33% 4,95¢ 0,000
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,27% 0,33° 0,280 0,24* 0,023
pepel g/L 2,10 2,20 2,10 2,10 0,232
FAN mg N/L 9,67° 11,15° 14,45 8,30 0,000
prolin mg/L 69,00° 84,53*° 96,20° 71,13° 0,022
skupne fenolne spojine mg galne kisline/L 376 350 344 354 0,181
relativna gostota / 0,99281° 0,99231° 0,99211* 0,99535° 0,000
alkohol vol.% 11,89° 11,79° 11,79° 11,41° 0,000
skupni ekstrakt g/L 22,10b 20,40° 20,00* 27,30° 0,000
sladkorja prosti ekstrakt g/L 20,70° 20,10° 19,67 22,37° 0,000

P<0,001statisticno zelo visoko znacilno; P<0,01 statisticno visoko znacilno; P<0,05 statisti¢no znacilno; P>0,05 ni statisti¢no znacilnih

razlik
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Preglednica 14: Vpliv dodatka razlicnih hranil v mo$t med fermentacijo na kemijske parametre vina
»bioti¢no« med zorenjem (Duncanov test, P<0,05)

parameter enota B1 B2 B12 Bbrez P-
vrednost
pH vrednost / 327° 331° 3,32° 3,30° 0,021
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 6,15° 6,16° 5,77 6,13° 0,017
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 6,48 6,56 6,10° 6,44° 0,010
pepel g/L 1,80 1,70 1,80 1,70 0,761
FAN mg N/L 10,21° 12,06 16,00° 9,90° 0,000
prolin mg/L 131,18*° 139,71°¢ 141,61° 121,70° 0,009
relativna gostota / 0,99262° | 0,99228" | 0,991865" | 0,99535 0,000
alkohol vol.% 11,80° 11,80° 11,80° 11,50° 0,000
terpeni: - skupni ug/mL 0,99* 2,28° 2,20° 1,71° 0,001
-FVT pg/mL 0,60 1,77° 1,38 0,93 0,003
-PVT pg/mL 0,39 0,50° 0,83¢ 0,78° 0,000

P<0,001statisticno zelo visoko znacilno; P<0,01 statisticno visoko znacilno; P<0,05 statisticno znacilno; P>0,05 ni statisticno znacilnih

razlik

Preglednica 15: Vpliv dodatka razli¢nih hranil v mos§t med fermentacijo na kemijske parametre zrelega
vina »bioti¢no« (Duncanov test, P<0,05)

parameter enota B1 B2 B12 Bbrez P-
vrednost
pH vrednost / 3,63 3,69° 3,69° 3,73 0,007
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 5,94° 5,90° 5,79° 6,09 0,000
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 6,27b 6,24b 6,12% 6,42° 0,000
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,17 0,17 0,15% 0,26° 0,000
prosti zveplov dioksid mg/L 13,00* 28,00° 27,00° 19,00° 0,000
relativna gostota / 0,99285" 0,99239° 0,99167* 0,99532°¢ 0,000
alkohol vol.% 11,76° 11,63° 11,77° 11,52° 0,002
skupni ekstrakt g/L 21,80 20,23 19,33 27,10 0,016

P<0,001statisticno zelo visoko znacilno; P<0,01 statisticno visoko znacilno; P<0,05 statisticno znaéilno; P>0,05 ni statisticno znacilnih

razlik

V preglednicah 16 in 17 so prikazani viri variabilnosti (Skropljenje, dodatek hranila in
interakcija med Skropljenjem in dodatkom hranila), odgovorni za vrednosti posameznih
parametrov oz. lastnosti. [zrac¢unana P-vrednost nam kaze, kako mocan je posamezen vpliv na

doloceno lastnost. Primerjali smo vzorce B1, B2, KL1, KL2 in KO1, KO2.

Preglednica 16: Viri variabilnosti in statisticne znacilnosti njihovega vpliva na kemijske parametre

mladega vina

Vir variabilnosti (P-vrednost)
parameter enota Skropljenje dodatek hranila skropljenjeffdodatek
hranila
pH vrednost / 0,016 0,057 0,190
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 0,100 0,078 0,069
reducirajoci sladkorji g/L 0,317 0,022 0,042
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,421 0,087 0,727
pepel g/L 0,030 0,341 0,740
FAN mg N/L 0,011 0,009 0,044
skupne fenolne spojine mg galne kisline/L 0,000 0,010 0,003
relativna gostota / 0,016 0,086 0,056
alkohol vol.% 0,001 0,013 0,261
skupni ekstrakt g/L 0,036 0,042 0,500
sladkorja prosti ekstrakt g/L 0,029 0,746 0,132

P<0,001statisticno zelo visoko znacilno; P<0,01 statisticno visoko znacilno; P<0,05 statisti¢no znacilno; P>0,05 ni statisti¢no znacilnih

razlik
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Iz preglednice 16 je razvidno, da od enajstih opazovanih parametrov mladega vina Skropljenje
vpliva statisticno znacilno na osem parametrov, dodatek hranila na pet parametrov,
kombinacija Skropljenja in dodatka pa vpliva le na tri opazovane parametre.

Preglednica 17: Viri variabilnosti in statisticne znacilnosti njihovega vpliva na kemijske parametre
zrelega vina

Vir variabilnosti (P-vrednost)
parameter enota Skropljenje dodatek hranila Skropljen] e’.*dodatek
hranila
pH vrednost / 0,000 0,001 0,203
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 0,000 0,001 0,019
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 0,000 0,000 0,000
relativna gostota / 0,000 0,000 0,000
alkohol vol.% 0,000 0,041 0,990
skupni ekstrakt g/L 0,000 0,000 0,000
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,032 0,001 0,000
prosti zveplov dioksid mg/L 0,000 0,000 0,000

P<0,001statisticno zelo visoko znacilno; P<0,01 statisticno visoko znacilno; P<0,05 statisticno znaéilno; P>0,05 ni statisti¢cno znacilnih
razlik

V zrelem vinu Skropljenje in dodatek hranil statisticno znacilno vplivata na vse opazovane
parametre, kombinacija Skropljenja in dodatka hranil pa nima vpliva le na dva izmed njih.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Razprava o dobljenih rezultatih analiz moSta

Iz rezultatov vidimo, da je nacin Skropljenja vplival na sladkorno stopnjo mosta. Najvecjo
vsebnost sladkorja je dosegel vzorec »bioti¢no«, manj vzorec »klasi¢no«, najmanj »kontrola«.
Nacin Skropljenja je vplival tudi na vrednosti pH ter vsebnost skupnih kislin. Vzorec
vklasi¢no« je vseboval najmanj le-teh, zato je bil pH pri tem vzorcu tudi najvecji; ve¢ od
wklasi¢nega« je vseboval »bioticno« (temu ustrezno je bil pH manjsi). Najve¢ skupnih kislin
je vseboval vzorec »kontrola« in pri tem vzorcu je bil pH najmanjsi.

Opazne razlike so bile tudi pri dejanski pufrni kapaciteti (najvecjo je dosegel vzorec
wkontrola«, najmanjso »klasi¢no«), pri vsebnosti prolina (tu sta bila »klasi¢no« in »bioti¢nox,
priblizno izenaCena, najmanjSo pa »kontrola«). Pri vsebnosti FAN je vzorec »klasicno«
dosegel maksimalno vrednost, najmanjSo vsebnost FAN je dosegel vzorec, pri katerem so bila
zadnja tri Skropljenja izpuScena.

Most «kontrola« je imel v primerjavi z ostalima dvema vzorcema najnizjo sladkorno stopnjo,
najmanj prolina in najmanj FAN, zaradi ¢esar lahko sklepamo, da je imel najslabsi potencial
za optimalen potek alkoholne fermentacije.

5.1.2 Spremljanje alkoholne fermentacije

Med razlicno skropljenimi vzorci, ki smo jim dodali kompleksni hranili, je najhitreje
fermentiral vzorec »klasi¢no«, najbolj pocasi pa vzorec »kontrola«. Pri vzorcih, ki smo jim
dodali enostavno hranilo, je slika enaka, zato povzamemo, da nacin Skroljenje ni vplival na
hitrost fermentacije.

Enostavno hranilo smo v vzorce »bioticno« dodali takoj na zaCetku fermentacije. Vsi vzorci,
tudi tisti, ki mu nismo dodali hranila, so v prvih 30-ih urah trajanja fermentacije dosegli
maksimalno hitrost sproS$¢anja CO,, seveda slednji najmanjSo maksimalno hitrost v
primerjavi z ostalimi. Potem, ko smo vzorcema B 2 in B 12 naknadno dodali Se kompleksni
hranili, je njuna hitrost oddajanja dosegla Se en maksimum v 123. uri trajanja fermentacije. V
nadaljevanju je hitrost logaritmi¢no padala do konstantne vrednosti. Fermentacija je trajala
528 ur in smo jo smatrali kot zakljuceno, ker se masa vrelnih steklenic po tem casu ni vec
zmanjSevala.

Oddajanje CO, je bilo najhitrejSe pri vzorcu mosta, kateremu smo dodali vsa tri hranila.
Pocasnejso kinetiko fermentacije je kazal vzorec, ki smo mu dodali samo kompleksni hranili,
vzorec z dodanim enostavnim hranilom pa je zaostajal za prejSnjim. Po pricakovanjih je
najbolj pocasi fermentiral most, ki mu nismo dodali hranil.

Prve tri dni trajanja alkoholne fermentacije so bili v hitrosti porabe sladkorjev vsi vzorci
izenaCeni. V nadaljevanju se hitrosti razlikujejo glede na koli¢ino hranil, ki so ostala
kvasovkam S$e na razpolago. Hitrost porabe sladkorjev je bila po petih dneh alkoholne
fermentacije najvecja pri vzorcu, ki so mu bila dodana enostavno in kompleksni hranili, sledil
mu je vzorec s kompleksnim hranilom, slednjemu vzorec z dodanim enostavnim hranilom.
Najbolj pocasi so se sladkorji porabljali pri vzorcu brez dodanih hranil. Isti vzorec je imel po
zakljucku fermentacije 4,95 g/L ostanka nepovretega sladkorja, vzorca B 1 in KO 1 malo Cez
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en gram, vsi ostali vzorci so povreli do konca (okrog 0,5 g/L reducirajo¢ih sladkorjev in
manj).

Vzorec z vsemi dodanimi hranili je vseboval najve¢ prolina po zakljuCeni alkoholni
fermentaciji; sledil mu je vzorec z dodanima kompleksnima hraniloma, nato pa vzorec z
dodanim enostavnim hranilom. NajmanjSo vsebnost prolina je imel vzorec, ki mu nismo
dodali hranil, kar kaze na stresne pogoje med fermentacijo (pomanjkanje dusikovih spojin) in
izkori$¢anje prolina.

Koncentraciji FAN v mostu »bioti¢no« in »kontrola« sta znasali okrog 55 mg N/L, kar je po
literaturnih podatkih veliko premalo za zadovoljiv potek in dokoncanje alkoholne
fermentacije. Se pred inokulacijo s selekciniranimi kvasovkami pa so mikroorganizmi, kot so
nezelene kvasovke in bakterije, ki so v most prisle iz vinograda in kletarske opreme, del teh
hranil uporabile za svojo rast. V prvih dveh dneh fermentacije se je njegova vsebnost mo¢no
zmanjSala zaradi asimilacije kvasovk v lag fazi oz. fazi prilagajanja. Ob koncu fermentacije je
rahlo narasla zaradi avtolize kvasovk. Fermentacije so kljub nizki vsebnosti FAN v mostu ob
naknadnem dodatku hranil za kvasovke v most med fermentacijo potekle do konca.

5.1.3 Razprava o dobljenih rezultatih analiz vina
Vrednost pH, skupne kisline in pufrna kapaciteta

Vrednost pH je definirana kot negativni logaritem aktivnosti vodikovih ionov. Je merilo
kislosti. Dolocitev pH je v bioloskih sistemih, kot je vino, pomembnejSa kot podatek o
skupnih (titrabilnih) kislinah, saj se vpliv H;O" ionov kaZze v selektivnem delovanju na
mikroorganizme, okusu, oksidacijsko-redukcijskem potencialu, razmerju prosti/vezani
zveplov dioksid, ...

Vrednosti pH mladega vina so bile pri vseh vzorcih vi§je (okrog 3,49) kot v moStu (okrog
3,34) kot posledica fizikalno-kemijskih procesov med alkoholno fermentacijo. V zrelem vinu
so vrednosti narasle pri vzorcih »bioti¢no« in »klasicno« Se visje od vrednosti v mostu, pri
vzorcih »kontrola« pa priblizno na vrednost v mostu »kontrola«. Torej je bil pri zadnjih pH
enostavnim in kompleksnima hraniloma stabilnejSa od ostalih. Iz preglednic 16 in 17 je
razvidno, da Skropljenje statisticno znacilno vpliva na vrednost pH v mladem vinu, v zrelem
vinu pa statisti¢no zelo visoko znacilno. PoviSanje vrednosti pH v vzorcih je najverjetneje
posledica mle¢nokislinske fermentacije oz. spontanega bioloskega razkisa. Pri opazovanju
vpliva dodatka hranil na vrednost pH (preglednica 10) v mladem vinu opazimo, da ni
statisticno znacilnih razlik, v zrelem vinu pa ima vzorec z dodanim enostavnim hranilom
visoko statisticno znacilno nizji pH od ostalih treh. Nepri¢akovan padec vrednosti pH v vinu
med zorenjem lahko razlozimo le s sistemati¢no napako pri izvedbi analiz.

Koncentracija skupnih in titrabilnih kislin je bila pri vseh vzorcih v mladem vinu vis$ja kot v
mostu zaradi tvorbe kislin med fermentacijo. Ko smo primerjali vzorce glede na dodano
hranilo smo videli, da sta imela vzorca z enostavnim hranilom (B1 in KO1) vi§je skupne in
titrabilne kisline kot vzorca z dodanima kompleksnima hraniloma (vzorca B2 in KO2). V
primeru »klasi¢nega« Skropljenja je bila slika obratna. Na podlagi statisticnih analiz smo
ugotovili, da Skropljenje in dodatek hranila nimata vpliva na koncentracijo skupnih kislin v
mladem vinu, v zrelem vinu pa imata tako Skropljenje kot dodatek hranil zelo visoko znacilen
vpliv na ta parameter.



Basa K. Vpliv skropljenja in dodatkov hranilnih snovi na potek alkoholne fermentacije mosta belih vinskih sort. 56
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2008

Med prvimi Stirimi vzorci je imel vzorec brez dodanih hranil v mladem vinu statisti¢éno
znacilno najvi§je skupne kisline. Vzorec, ki smo mu dodali vsa tri hranila, je imel v vinu med
zorenjem in v zrelem vinu statisticno zelo visoko znacilno najnizjo koncentracijo skupnih
kislin.

Koncentracija skupnih kislin se je pri vzorcih, ne glede na opravljeno Skropljenje in dodatek
hranila, z zorenjem vina zmanjsevala. Padec je bil posebno ociten v prvih treh mesecih.

Pufrno kapaciteto opiSemo kot sposobnost mosta ali vina, da se upira spremembam pH ob
dodatku kisline ali baze in je v neposredni povezavi z vrednostjo pH in skupnimi kislinami
mosta in vina. Vrednosti dejanske in kislinske pufrne kapacitete so bile v vinu visje kot v
mostu, orientacijska in bazi¢na pa sta od moSta do vina ostali prakticno nespremenjeni.
Vzorci so si v vrednostih pufrnih kapacitet podobni. Izstopata le vzorec »kontrola« z
dodanima kompleksnima hraniloma, ki ima najnizZjo orientacijsko in dejansko PK in vzorec
»bioti¢no«, ki mu nismo dodali hranil, z najnizjo bazi¢no in najnizjo kislinsko PK.

Hlapne Kkisline

Hlapne kisline so vse tiste, ki jih predestiliramo z vodno paro. Med njimi je najpomembnejSa
ocetna kislina, pa tudi mravljinéna in propionska. Ocetna kislina ima v normalnih
koncentracijah v vinu pomembno vlogo kot aromati¢na spojina pri tvorbi estrov. Pojavi se ze
med fermentacijo pod vplivom kvasovk. Njene povecane koncentracije, to je nad 0,8 g/L, so
posledica delovanja Skodljivih mikroorganizmov, predvsem ocetnokislinskih bakterij.
Isto¢asno je povecana tudi koncentracija etilacetata. V koncentraciji nad 0,7 g/L jo senzori¢no
zaznamo. Maksimalna dovoljena koncentracija hlapnih kislin za vina pridelana v Sloveniji je
za bela vina 1,0 g/L.

Po zakljuceni fermentaciji je imel vzorec wbioti€no« brez dodanih hranil najmanj hlapnih
kislin (0,24 g/L), najve¢ pa vzorca »biotino« in »kontrola« (0,33 g/L) z dodanima
kompleksnima hraniloma. V ¢asu zorenja so se prvim trem vzorcem in vzorcu »klasi¢no« z
enostavnim hranilom hlapne kisline zmanjSale, najverjetneje na racun tvorbe etilacetata.
Vzorcem KL2, KO1 in KO2 so med zorenjem narasle, v vseh teh vzorcih pa je koncentracija
padla na najnizjo vrednost v zrelem vinu. V vzorcu, ki mu nismo dodali hranil in je imel
sprva v mladem vinu najmanj hlapnih kislin, so v zadnji fazi zorenja porasle na najvisjo
koncentracijo med vsemi vzorci (0,26 g/L). Kljub vsemu so koncentracije hlapnih kislin v
vseh vzorcih majhne in dale¢ pod mejo senzoricne zaznave. Da sta imela med vzorci
»bioti¢no« vzorec s tremi dodanimi hranili in vzorec s kompleksnima hraniloma v mladem
vinu vi§je hlapne kisline od vzorcev z enostavnim hranilom in vzorcem brez hranil je
statisticno znacilno, v zrelem vinu pa je bilo za vzorec brez dodanih hranil statisti¢no zelo
visoko znacilno, da je imel vi§je hlapne kisline od ostalih treh primerjanih. Vsi vzorci z
dodanim enostavnim hranilom (B1, KL1 in KO1) so imeli nizje hlapne kisline kot vzorci z
dodanima kompleksnima hraniloma (B2, KL2 in KO2). V mladem vinu med temi vzorci v
vplivu skropljenja in dodatku hranil ni bilo statisticno znacilnih razlik. V zrelem vinu je
dodatek hranil za kvasovke vplival na hlapne kisline teh vzorcev z visoko statistino
znacilnostjo. Kljub rezultatom statisticne analize so koncentracije hlapnih kislin v vseh
vzorcih med 0,25 in 0,35 g/L, kar pa so koncentracije, ki jih kvasovke tvorijo v optimalnih
pogojih fermentacije in se ne glede na Skropljenje in dodatek hranil ne razlikujejo bistveno.
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Prosti, skupni, vezani Zveplov dioksid in acetaldehid

Zveplov dioksid, raztopljen v mostu ali vinu, se nahaja v treh oblikah: molekularni (SO,),
bisulfitni (HSO5") in sulfitni obliki (SOs>). Skupni Zveplov dioksid kot fizikalno-kemijski
parameter zajema vse mozne oblike zveplovega dioksida. Prosti zveplov dioksid predstavlja
predvsem molekularno obliko, nevezano bisulfitno in nedisociirano sulfitno obliko (H,SO4).
Z molekularno je povezano protimikrobno delovanje zvepla. Z razpoloZzljivo bisulfitno obliko
se vezejo porabniki zZvepla, kot so acetaldehid, piruvat, ketoglutarat, tanini in sladkorji. Tako
se koncentracija prostega zveplovega dioksida zmanjSuje, dokler niso vezani vsi porabniki.
Vezani zveplov dioksid torej obsega bisulfitno obliko s porabniki zvepla. Od vseh porabnikov
je najpomembnejsi prav acetaldehid, ki nastaja kot stranski produkt alkoholne fermentacije
(odvisno od temperature, aeracije, pH, pomanjkanja vitaminov, zlasti tiamina), v ve¢ji meri
pa pri mikrobioloSki oksidaciji etanola v prisotnosti kisika pri tvorbi ocetne kisline zaradi
okuzbe z ocetnokislinskimi bakterijami. V vinu je nezazelen v ve¢jih koncentracijah (Bavcar,
2006). Senzori¢ni prag zaznave je med 100 in 125 mg/L in ga opiSemo z vonjem po naribanih
jabolkih, po oksidaciji.

V vzorcih so bile koncentracije skupnega SO, v mejah od 64 do 116 mg/L in so v prvih treh
mesecih zorenja za malenkost padle. Razmerje prosti/vezani SO, je bilo v mladem vinu v
korist prostega, izjema je bil le vzorec »bioticno« brez dodanih hranil, pri katerem je vezani
SO, dosegel maksimalno vrednost med vsemi ostalimi vzorci, to je 84 mg/L. NajmanjSo
koncentracijo vezanega SO, v vinu po zakljuceni fermentaciji je dosegel vzorec »bioticno« s
tremi dodanimi hranili (18 mg/L). Sklepamo lahko, da se je v vzorcu tvorilo veliko vec
porabnikov zvepla, ker med fermentacijo kvasovkam nismo dodali hranil. V vzorcu, ki smo
mu dodali vsa tri hranila, so kvasovke proizvedle najmanj porabnikov. Vzorci z dodanim
enostavnim hranilom so imeli manj vezanega SO, kot vzorci z dodanima kompleksnima
hraniloma. V procesu zorenja se je razmerje med prostim in vezanim SO, obrnilo. Najvecjo
vrednost v razmerju prosti/vezani SO, v vinu med zorenjem sta dosegla vzorca «bioticno«, s
kompleksnima hraniloma in vzorec »bioti€no« s tremi dodanimi hranili, najmanjSo vrednost v
istem razmerju pa vzorec »bioticno« brez hranil. Povzamemo lahko, da so kvasovke ob
dodatkom hranil v mos§t med fermentacijo tvorile manj porabnikov zZvepla, kot so acetaldehid,
piruvat, ketoglutarat. Za prve §tiri vzorce velja, da v zrelem vinu dodatek hranila statisticno
zelo visoko vpliva na koncentracijo prostega SO,. Pri vzorcih B1, B2, KL1, KL2 in KO1,
KO2, tako skropljenje kot dodatek hranil vplivata na koncentracijo prostega SO, s statisticno
zelo visoko znacilnostjo v zrelem vinu.

Vsebnost acetaldehida smo analizirali samo v mladem vinu. Koncentracije so se skladale z
rezultati porabe SO,. Vzorca B2 in B brez dodanih hranil sta vsebovala veliko vec¢ tega
glavnega porabnika kot vzorec »bioti¢no«, ki je fermentiral ob dodatku vseh treh hranil.

Vsebnost reducirajocih sladkorjev, skupnega in sladkorja prostega ekstrakta

V skupini prvih §tirth vzorcev je imel zelo visoko statisticno znacilno najvecji preostanek
reducirajocih sladkorjev v mladem vinu vzorec, ki mu nismo dodali hranil, najmanj pa vzorec
s tremi dodanimi hranili. Koncentracija reducirajo¢ih sladkorjev se je v naslednjih treh
mesecih zorenja zmanjSala ali ostala konstantna. Vsi vzorci so v kategoriji suhih vin, ker
njihova vsebnost reducirajoCih sladkorjev ni presegla meje 9 g/L. Zaradi razlicnih dodatkov
hranil je med vzorci le statisticno znacilna razlika, zaradi razli¢nih Skropljenj pa statisticno
znacilnih razlik ni.
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Skupni ekstrakt sestavljajo nehlapne komponente vina (sladkorji, nehlapne kisline, glicerol,
2,3-butandiol, fenoli, del mle¢ne in ocetne kisline). Da vina med seboj po ekstraktu lazje
primerjamo, skupnemu ekstraktu odStejemo reducirajoce sladkorje in dobimo sladkorja prosti
ekstrakt. V splosnem vecji ekstrakt brez sladkorja pomeni tudi vino boljse kakovosti, bolj
harmoni¢na in polnejsa vina.

Skupni ekstrakt in sladkorja prosti ekstrakt sta bila pri vsakem vzorcu zelo razli¢na. Pri
skupnem ekstraktu spremembe lahko povezemo z nihanjem reducirajo¢ih sladkorjev (slika
18). Pri vzorcu »bioticno« brez hranil je za oba ekstrakta statisticno zelo visoko znacilna
razlika v vsebnosti; doseZena je bila najvecjo vrednost v mladem vinu (isti vzorec je istocasno
vseboval najve¢ skupnih kislin in reducirajocih sladkorjev). Ko smo primerjali prve tri vzorce
»bioticnega« Skropljenja z dodanimi razli¢nimi hranili (vzorec B1, B2 in B12) smo ugotovili,
Ekstrakta pri vzorcih KL2 in KO2 se v ¢asu zorenja zmanjSujeta kot posledica izloCanja
vinskega kamna, beljakovin ter fenolnih spojin. Vzorcu »bioti¢no« brez dodanih hranil oba
ekstrakta z zorenjem rasteta (tudi alkohol), soCasno pa vsebnost reducirajocih sladkorjev
pada. Sklepamo lahko da so kvasovke nadaljevale s svojo fermentacijsko aktivnostjo, so pa
zaradi alkoholnega stresa, prisotnosti SO,, nizke temperature med zorenjem (10 °C) in
pomanjkanja hranil tvorile ve¢ sekundarnih produktov. Posledi¢no sta se v vinu skupni in
sladkorja prosti ekstrakt povecala.

Relativna gostota

Relativna gostota je razmerje med gostoto mosta in gostoto vode pri enaki temperaturi. Na
gostoto vzorca mosta ali vina vplivajo vse raztopljene snovi , ki so bodisi specifi¢no lazje
(sladkorji, kisline, glicerol) ali specifi¢no tezje od vode (alkohol) (Kosmerl in Ka¢, 2007).

Za vzorec brez dodanih hranil v vseh treh fazah je statisticno zelo visoko znacilno, da ima
najvi§jo relativno gostoto med prvimi Stirimi, najmanjSo pa s tremi dodanimi hranili.
Opazimo lahko, da je najvis§ja relativna gostota vzorca brez hranil skladna s koncentracijo
skupnih kislin, reducirajo¢imi sladkorji in ekstraktom. Relativna gostotota je v prvih treh
mesecih zorenja padla. Vzorci mladega in zrelega vina, ki smo jih primerjali po enakih
dodanih hranilih so kazali enak trend in sicer vzorca z dodanim enostavnim hranilom sta
imela vi§jo relativno gostoto od vzorcev z dodanima enostavnima hraniloma. Iz statisticne
analize rezultatov povzamemo Se, da Skropljenje statisticno znacilno vpliva in sicer tako, da
imajo vzorci mladega vina »kontrola« najvi§jo relativno gostoto, »klasicno« pa najmanjso. V
dodatku hranila ni statisti¢no znacilnih razlik med vzorci z dodanim enostavnim (vzorci B1,
KL1, KOTl) ali kompleksnima hraniloma (vzorci B2, KL.2, KO2).

Vsebnost alkohola

Etanol je glavni produkt fermentacije, zato ga je bilo v vzorcih mladega vina najvec.
Vsebnost alkohola se je v vzorcih zaradi zorenja vina zmanjSevala, kar je v najvecji meri
posledica oksidacije etanola v acetaldehid in esterifikacije etanola z ustreznimi kislinami,
predvsem ocetno ob tvorbi etilacetata.

Vzorcu »biotiCno« brez hranil se je v prvih treh mesecih zorenja alkoholna stopnja povisala
za 0,1 vol.%. Med vzorci »bioti¢no« je v mladem vinu dosegel najve¢ alkohola vzorec z
enostavnim hranilom, sledila sta vzorca B2 in B12 z enako stopnjo. Vzorec, ki mu med
fermentacijo nismo dodali hranil za kvasovke, je v mladem vinu, vinu med zorenjem in v
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zrelem vinu dosegel nizjo alkoholno stopnjo v primerjavi z vzorci z dodanimi hranili s
statisticno zelo visoko znacilnostjo. Hkrati iz rezultatov vidimo, da so imeli vzorci z
enostavnim hranilom statisti¢no znacilno visjo alkoholno stopnjo od vzorcev s kompleksnima
hraniloma. Skropljenje je v mladem in zrelem vinu z visoko statistiéno znacilnostjo vplivalo
na vsebnost alkohola in sicer so dosegli »bioti¢ni« najvi§je alkohole, niZje klasi¢no Skropljeni
vzorci, najnizjo vsebnost alkohola so dosegli vzorci »kontrola«. Razlike med stopnjami
alkohola vzorcev »biotiCno« in klasi¢no« so v intervalu od 11,4 do 11,9 vol.% in so lahko
posledica analitske napake, saj je dovoljeno odstopanje v okviru 0,5 vol.%. Vzorec
«kontrola«, ki smo mu dodali kompleksni hranili je imel najmanj alkohola, hkrati pa tudi
najmanj reducirajo¢ih sladkorjev. Sklepamo lahko, da je S§la alkoholna fermentacija
sladkorjev v smeri vecje tvorbe glicerola, acetaldehida, visjih alkoholov in hlapnih snovi.
Sklep potrjujejo tudi visji rezultati relativne gostote, vsebnosti skupnega zveplovega dioksida
in hlapnih kislin.

Vsebnost pepela

Koncentracija mineralnih snovi je eden od pokazateljev kakovosti vina. Vpliva na okus,
cvetico in barvo vina. Med predelavo vina mikroorganizmi porabljajo minerale, Se ve¢ pa se
jih izlo¢i v obliki netopnih soli. V vinih je koncentracija pepela od 1,2 do 3 g/L.. V nasem
poskusu imajo vina pepela od 1,7 do 1,9 g/L glede na to, da smo opravili 12-urno maceracijo.
Po zakljuceni fermentaciji imajo vzorci mladega vina »bioti¢no« statisticno znacilno visjo
vsebnost pepela od drugace Skropljenih in jim v prvih treh mesecih zorenja pade, ker se del
mineralnih snovi (zlasti kalij) veze na organske kisline ter preide iz topne v netopno obliko
(kalijev hidrogen tartrat oz. vinski kamen). Najvi§jo vsebnost v mladem vinu doseZe vzorec s
kompleksnima hraniloma, najnizjo pa vzorec »kontrola« z enostavnim hranilom. V mladem
vinu vzorci, ki smo jim pred fermentacijo dodali kompleksni hranili doseZejo vi§jo vsebnost
pepela kot vzorci, ki smo jim dodali enostavno hranilo. Kljub tem ugotovitvam pa po
statisticni analizi med vzorci »bioti€no« v vsebnosti pepela ni statisticno znacilnih razlik ne v
mladem vinu niti kasneje v vinu med zorenjem.

Vsebnost prolina

Pri nemoteni rasti kvasnih celic in alkoholni fermentaciji kvasovke vrste Saccharomyces
cerevisiae se prolin prakticno ne vkljucuje v njihov metabolizem, izjemoma ga metabolirajo v
stresnih pogojih, ob pomanjkanju drugih virov duSika. Je pa ravno tako pomembna
aminokislina za normalen potek fermentacije, saj vpliva na prezivelost kvasovk. Skupaj z
glicinom in betainom blazi stres kvasovk zaradi sladkorja in nastalega alkohola.
Koncentracije prolina je s casom zorenja vina po konc€ani fermentaciji narasla zaradi avtolize
kvasovk. Za prve Stiri vzorce mladega vina je statisticno znacilno, da imata vzorca B2 in B12
vecjo koncentracijo prolina kot vzorca B1 in vzorec brez dodanih hranil, za iste vzorce vina
med zorenjem je ta lastnost statisticno zelo visoko znacilna. Vsi vzorci, ki smo jim med
fermentacijo dodali enostavno hranilo so vsebovali manj prolina kot tisti, ki smo jim dodali
kompleksni hranili. 1z rezultatov se tudi jasno kaze, da tako kot v mostu tudi v vinu
Skropljenje vpliva na koncentracijo prolina, saj ga imata vzorca »kontrola« najman;.
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Vsebnost prostega aminokislinskega dusika (FAN)

Most je imel najvi§jo vsebnost FAN, ki pa je med fermentacijo zaradi asimilacije kvasovk
mocno padla. Koncentracija FAN je z zorenjem vina narascala zaradi absorbcije produktov
avtolize kvasovk. Dodatek hranil je imel na koncentracijo FAN v vzorcih mladega vina in
vina med zorenjem statisticno zelo visok vpliv in sicer je imel med prvimi Stirimi vzorci
vzorec s tremi hranili najve¢jo vsebnost, sledila sta vzorca B2, B1, in vzorec brez hranil z
najnizjo vsebnostjo. Za vzorce, ki smo jim pred fermentacijo dodali enostavno hranilo, je bilo
statisticno visoko znacilno, da so vsebovali manj prostega aminokislinksega dusSika kot tisti,
ki smo jim dodali kompleksni hranili. Glede na Skropljenje sta imela statisticno znacilno
najmanjSo koncentracijo FAN vzorca »kontrola« ravno tako kot pri vsebnostih prolina v
mostu in v vinu.

Vsebnost skupnih fenolnih spojin

Koncentracije skupnih fenolnih spojin smo spremljali samo v mladem vinu in so bile pri vseh
vzorcih velike, saj smo drozgo pred stiskanjem 12 ur macerirali in tako s podalj$anim stikom
mosta z jagodno kozico ter peCkami omogocili intenzivnejSo ekstrakcijo fenolnih snovi. Med
vzorci »bioti€no« ni statistiéno znacilnih razlik. Na ostale vzorce Skropljenje vpliva z zelo
visoko statisticno znacilnostjo, tako da ima »kontrola« vi§jo vsebnost fenolnih spojin kot
vklasi¢no«.

Vsebnost terpenov

Terpeni spadajo med aromati¢ne spojine grozdja, ki so v vinu razpoznavne komponente
sortnosti. Locirani so predvsem v jagodni kozici (geraniol, nerol) ali izjemoma v jagodnem
mesu (linalool). Skupna koncentracija terpenov z dozorevanjem grozdja in vi§jo temperaturo
narasca in tudi po dosegu polne zrelosti vendar predvsem vezana oblika oz. glikozidi, prosti
monoterpenski alkoholi pa se soCasno izgubljajo zaradi hlapnosti. Prisotnost plesni vrste
Botrytis cinerea zmanj$a njihovo vsebnost. Ker se del prostih terpenskih snovi veze v
nehlapne glikozide (s sladkorji) ali pa v njihove oksidirane produkte, je aroma moSta
dozorelega grozdja manj intenzivna, kot bi pricakovali glede na skupno koncentracijo
terpenov. Njihovo vsebnost povecujemo z maceracijo in dodatkom encimov. V sploSnem
velja, da so dokaj stabilni med fermentacijo, v ¢asu zorenja pa se pocasi sprosc¢ajo z encimsko
hidrolizo glikozidov.

Koncentracijo terpenov smo doloc¢ali samo v vinu med zorenjem. S statisti¢no zelo visoko
znacilnostjo sta vzorca B2 in B12 dosegla vi§jo vsebnost skupnih terpenov, najmanjSo pa
vzorec B1. Prav tako z zelo visoko statisti¢no znacilnostjo je vzorec z dodanimi tremi hranili
dosegel najvecjo koncentracijo potencilanih hlapnih monoterpenov, najmanjSo pa vzorec z
dodanim enostavnim hranilom. V koncentraciji prostih hlapnih terpenov se vzorci statisti¢éno
visoko razlikujejo in sicer sta imela vzorca z enostavnim hranilom in vzorec brez dodanih
hranil nizje vsebnosti le-teh, vzorca B2 in B12 pa visje. Vzorci B1, KL1 in KO1 z dodanim
enostavnim hranilom so imeli nizjo koncentracijo skupnih terpenov kot vzorci z dodanima
kompleksnima hraniloma (B2, KL2 in KO2).
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Vsebnost hlapnih snovi

Etilacetat

Etilacetat je ester ocetne kisline in etanola z vonjem po sadju, vinskem kisu in lepilu. Je
najbolj zastopan ester in v koncentracijah od 30 do 60 mg/L ugodno prispeva k aromi. V
vecjih koncentracijah vec kot 150 mg/L deluje negativno na kakovost vina (etilacetatni ton) in
je ob socasni poviSani koncentraciji ocetne kisline (ve¢ kot 0,8 g/L) posledica delovanja
Skodljivih mikroorganizmov, predvsem ocetnokislinskih bakterij.

Najvecjo koncentracijo etilacetata je vseboval vzorec, ki mu v most pred fermentacijo nismo
dodali hranil za kvasovke (62,58 mg/L), le za 0,08 mg/L manj vzorec z dodanim
kompleksnima hraniloma, sledil je vzorec z dodanimi enostavnim in kompleksnima
hraniloma s koncentracijo 56,90 mg/L. NajmanjSo koncentracijo je imel vzorec z dodanim
enostavnim hranilom in sicer 44,27 mg/L.

Vsebnost metanola

Metanol ni produkt alkoholne fermentacije ampak nastane kot posledica hidrolize pektinskih
snovi pod vplivom encima pektinmetilesteraze. Encimska aktivnost naras¢a v zadnji fazi
zorenja grozdja in se nadaljuje tudi s podaljSano maceracijo. Torej je njegova koncentracija
odvisna predvsem od sorte grozdja in nac¢ina predelave. Metanol nima bistvenega vpliva na
senzoricne lastnosti vina in minimalno reagira z drugimi spojinami v vinu.

Vsi vzorci mladega vina »bioti€no« so v naSem poskusu vsebovali okrog 44,5 mg/L metanola
in so bili v koncentracijah precej izenaceni. Sklepamo lahko, da z dodatkom hranil za
kvasovke v most ne vplivamo na vsebnost metanola v mladem vinu.

Vsebnost visjih alkoholov

Med alkoholno fermentacijo poteka sinteza visjih alkoholov vzporedno s sintezo alkohola.
Nastajajo iz ustreznih aminokislin ali pa skladkorjev. Kvasovke povecajo tvorbo visjih
alkoholov tudi zaradi stresa ob pomanjkanju sladkorjev na koncu fermentacije. Hkrati pa
velja, da pomanjkanje amonijaka in prostega aminokislinskega duSika v mostu prisili
kvasovke, da izkoristijo dusik iz prostih aminokislin in zato se poveca koncentracija vi§jih
alkoholov. Nasprotno pa visek razpolozZljivega duSika prispeva po fermentaciji manjSo
kon¢no koncentracijo vis§jih alkoholov.

V nasem poskusu so rezultati pokazali ravno obratno sliko od literaturnih podatkov. Najvisjo
koncentracijo visjih alkoholov je imel vzorec, ki smo mu med fermentacijo dodali
enostavnejSe hranilo in obe kompleksni hranili, t.j. 348,4 mg/L, za priblizno 3 mg/L manj
vzorec, ki smo mu dodali obe kompleksni hranili. Vzorca z dodanim enostavnim hranilom in
vzorec, ki mu v most nismo dodali hranil imata precej nizje vsebnosti od prvih dveh in sicer
vzorec z enostavnim hranilom 307,1 mg/L, vzorec brez dodanih hranil pa najnizjo vrednost
(303,8 mg/L).

Vsebnost izoamil alkohola

Ugotovili so negativno povezavo med koncentracijo izoamil alkohola in skupnim dusikom v
mostu. Na sintezo vpliva tudi temperatura mosSta med fermentacijo, sev kvasovk in je vecja
pri povecani aeraciji. Glede na dodana hranila so bile vsebnosti izoamila alkohola v vzorcih
razporejene v nasprotju s podatki iz literature takole: najve¢jo koncentracijo je imel vzorec z
vsemi tremi hranili (238,49 mg/L), sledita vzorec s kompleksnima hraniloma, nato vzorec z
enostavnim hranilom. Najnizjo koncentracijo izoamil alkohola v mladem vinu (202,48 mg/L)
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je imel vzorec, ki mu nismo dodali hranil. Podobno razporeditev koncentracij glede na
dodana hranila je v svoji raziskavi ugotovil tudi Lisjak (2002).

Vsebnost 1-propanola

1-propanol je alifatski alkohol in se tvori iz produktov metabolizma sladkorja (kondezacija
piruvata in acetilCoA), medtem ko se po Erlichovi poti tvori iz prekurzorja 2-amino
butanojske kisline, ki je v mostu ni.

Koncentracije 1-propanola se gibljejo v razponu med 13,98 in 19,10 mg/L. Vzorca B2 in B12
imata vecjo koncentracijo tega vi§jega alkohola kot vzorec z enostavnim hranilom in vzorec
brez hranil. Povzamemo lahko, da z dodatkom kompleksnih hranil povecamo tvorbo 1-
propanola med fermentacijo.

Vsebnost izobutanola

Koncentracija izobutanola v mladem vinu je v negativni korelaciji s povecCanjem
koncentracije duSikovih snovi v grozdju in mostu.

Najvecjo vrednost izobutanola med vzorci mladega vina »bioticno« (64,27 mg/L) je imel v
nasprotju s podatki iz literature vzorec, ki smo mu med fermentacijo v most dodali
kompleksni hranili za kvasovke, nekoliko nizjo vsebnost (60,17 mg/L) kontrolni vzorec.
Najmanj izobutanola je vseboval vzorec, ki smo mu pred fermentacijo dodali enostavno
hranilo. Zadnja dva vzorca se kot smo pri¢akovali v koncentracijah razlikujeta v skladu z
vsebnostjo dusika v mosStu. Enako razporeditev razporeditev koncentracij glede na dodana
hranila je v svoji raziskavi ugotovil tudi Lisjak (2002).

Koncentracije izobutanola nihajo od vzorca do vzorca, vseeno pa iz rezultatov ne moremo
sklepati, da dodatek in vrsta dodatka hranila v most za kvasovke znacilno vplivata na
koncentracijo izobutanola v mladem vinu.

Vsebnost izoamilacetata

Izoamilacetat je ester izoamil alkohola in ocetne kisline in ima vonj po bananah, zato ga
imenujemo tudi sadni ester. Je kot tak sestavni del sadno cvetlicne arome mladih belih vin.
ManjSe koncentracije zveplovega dioksida, bistrenje mosta in odsotnost kisika med
fermentacijo pozitivno vplivajo na tvorbo in akumulacijo sadnih estrov, pa tudi nizje
temperature (<15 °C) alkoholne fermentacije pospesujejo tvorbo izoamilacetata.

Vzorec z enostavnim hranilom in kontrolni vzorec nista vsebovala izoamilacetata. Vzorec z
dodanima enostavnim in kompleksnim hranilom za kvasovke je imel ve¢jo koncentracijo, to
je 5,19 mg/L, kot vzorec z dodanim kompleksnim hranilom (4,36 mg/L). Tudi ti dve
koncentraciji sta bili zelo majhni. V naSem poskusu dodatek in vrsta dodatka nista vplivala
bistveno na vsebnost izoamilacetata v mladem vinu.

Vsebnost 2-feniletanola

2-feniletanol je vi§ji alkohol, sestavni del sortne arome, ki daje vinu vonj po cvetju in
vrtnicah. Tudi ta alkohol je v negativi korelaciji s povecanjem koncentracije duSikovih snovi
v grozdju in mostu, kar pa iz rezultatov v naSem poskusu ni razvidno.

Vzorec brez dodanih hranil za kvasovke se je s svojo najmanjSo koncentracijo pod 20 mg/L
zelo razlikoval od ostalih. Vzorec z enostavnim hranilom in vzorec z obema dodanima
hranilom sta si v vsebnostih zelo blizu in sicer oba vsebujeta 2-feniletanola malenkost vec¢ kot
25 mg/L. Na osnovi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da dodatek hranila za kvasovke v most
pred ali med fermetacijo neglede na vrsto dodatka poveca vsebnost 2-feniletanola v mladem
vinu.
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Vsebnost feniletilacetata

Ta hlapni ester nastane v reakciji med ocetno kislino in 2-feniletanolom. Prav tako kot
prekurzorski alkohol je del sadno cvetlicne arome mladih belih vin in ima vonj po Spanskem
bezgu.

Vsebnosti feniletilacetata v naSih vzorcih so bile med 6,47 in 8,44 mg/L, torej razlike niso
bistvene. NajmanjSo koncentracijo feniletilacetata je vseboval vzorec, ki smo mu med
fermentacijo dodali kompleksno hranilo, najve¢jo pa kontrolni vzorec brez hranil. Vzorca z
enostavnim in obema dodanima hraniloma sta bila skoraj izenac¢ena z vrednostmi 7,90 mg/L
in 7,54 mg/L prav tako kot pri vsebnostih 2-feniletanola. Vzorec brez dodanih hranil je imel
najvi§jo vsebnost feniletilacetata, kljub temu, da je imel v primerjavi z ostalimi vzorci
najmanj obeh prekurzorjev v mladem vinu.

Senzori¢na analiza vzorcev mladega vina

Skladno s koncentracijami visjih alkoholov in hlapnih snovi je bil med vzorci »bioticno«
najbolje ocenjen vzorec, kjer smo uporabili tako enostavno hranilo Ze na samem zacetku
fermentacije, naknadno po opravljeni analizi pa Se kompleksni hranili in to s 17-imi tockami.
Razlika je vec kot ocitna v kompleksnosti in vecplastnosti prijetnih in za rebulo neznacilnih
vonjav (poleg izrazite sadnosti in svezine); okus je nekoliko polnejsi, harmonija pa bistveno
vecja. Po senzori¢ni oceni za njim za tri desetinke slabSe ocenjen zaostaja vzorec, ki smo mu
dodali samo kompleksno hranilo, za ve¢ kot eno tocko razlike (ocena 15,6) pa vzorec z
dodanim enostavnim hranilom. Po pri¢akovanjih je bil najslabsi kontrolni vzorec s pripombo
povisane hlapne kisline in etilacetat (ocena 15,0). Pri senzori¢ni primerjavi vzorcev glede na
dodano hranilo ne glede na Skropilni nacrt, sta bila vzorca, ki smo jima med fermentacijo
dodali kompleksni hranili (B2 in KL.2) bolje ocenjena kot vzorca, ki smo jima v most dodali
enostavno hranilo za kvasovke (B1 in KL1). Opazen je tudi vpliv Skropljenja na senzori¢no
zaznavno kvaliteto vina. Najslabse sta bila ocenjena vzorca »kontrola«.

5.2 SKLEPI

Iz rezultatov analize mosSta sklepamo, da nacdin Skropljenja vpliva na sestavo mosta,
natancneje na sladkorno stopnjo, na vrednost pH ter vsebnosti titrabilnih in skupnih kislin, na
dejansko pufrno kapaciteto, vsebnost prolina in vsebnost FAN.

Iz opazovanj kinetike alkoholne fermentacije lahko sklepamo, da izbrana Skropiva po
Skropilnem naértu IPGV v uporabljenih koli¢inah nimajo inhibitornega ucinka na
fermentacijsko aktivnost kvasovk, hkrati pa le-te niso inhibirane s katerimi koli drugimi
mikroorganizmi zaradi izpuSc¢enih zadnjih treh Skropljenj. Dodatek hranil za kvasovke v most
vpliva na kinetiko fermentacije in sicer z dodatkom hranil pove¢amo hitrost oddajanja CO,
oziroma hitrost porabe sladkorjev. Tako fermentirana vina imajo manjsi preostanek sladkorja
in vec¢jo koncentracijo prolina po zakljuceni fermentaciji.

1z rezultatov fizikalno-kemijskh in senzori¢nih analiz pridelanih vin sklepamo, da:
e enostavno hranilo vpliva na pH in sicer tako, da zniza pH vina v primerjavi z vini, ki
smo jim dodali druga hranila ali jih sploh nismo dodali;
e se zaradi dodatka hranil za kvasovke v mos$t zmanjSa koncentracija skupnih kislin v
vinu na racun izlo¢anja kristalov vinskega kamna v ve¢jem obsegu;
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z dodatkom enostavnega hranila v most povec¢amo pufrno kapaciteto pridelanega vina,
z dodatkom kompleksnih hranil pa jo zmanjSamo;

dodatek hranil za kvasovke v uporabljenih koli¢inah in uporabljeni nacini Skropljenja
nimajo vpliva na vsebnost hlapnih kislin;

z dodatkom hranil za kvasovke zmanjSamo potrebo po zveplanju;

z dodatkom hranil zmanjSamo preostanek reducirajoc¢ih sladkorjev v vinih in
posledi¢no povecamo alkoholno stopnjo;

Skropljenje vpliva na vsebnost alkohola v vinu in sicer je dosegla »kontrola« najvecjo
vsebnost alkohola, manjSo klasi¢no skropljeni vzorci, najmanjsSo vsebnost alkohola pa
so dosegli vzorci »bioticno;

z dodatkom hranil pove¢amo koncentracijo FAN v vzorcih mladega vin in vina med
zorenjem,;

dodatek hranil nima vpliva na vsebnost fenolnih spojin, skropljenje pa vpliva z zelo
visoko statisti¢no znacilnostjo, tako da vsebuje vzorec »klasi¢éno« najmanj fenolnih
spojin, »kontrola« pa najvec;

dodatek hranil vpliva na vsebnost terpenov (primarnih aromati¢nih snovi) tako, da je
v vinu med zorenjem vzorec z dodanima kompleksnima hraniloma dosegel najvecjo
vsebnost skupnih terpenov in potencialnih hlapnih monoterpenov, najmanjSo pa
vzorec z dodanim enostavnim hranilom. V koncentraciji prostih hlapnih terpenov se
vzorci statisticno visoko razlikujejo in sicer sta imela vzorca z enostavnim hranilom
in vzorec brez dodanih hranil niZje vsebnosti le-teh kot vzorca s kompleksnim
hranilom;

dodatek hranila vpliva na skupno vsebnost vi§jih alkoholov in izoamilalkohola v vinu.
Vzorec z enostavnej§im hranilom in obema kompleksnima hraniloma ima vecjo
skupno koncentracijo vi§jih alkoholov kot vzorec, ki smo mu dodali samo obe
kompleksni hranili. Vzorca z dodanim enostavnej$im hranilom in vzorec, ki mu v
most nismo dodali hranil, imata precej nizje vsebnosti od prvih dveh;

da dodatek hranila v most pred ali med fermentacijo ne vpliva na vsebnost metanola,
I-propanola, izobutanola, izoamilacetata in feniletilacetata v mladem vinu;

z dodatkom hranil v mos§t zmanjSamo vsebnost etilacetata v mladem vinu, vendar pa
imajo vzorci fermentirani s kompleksnim hranilom vecje koncentracije etilacetata kot
vzorec, fermentiran z enostavnim hranilom;

dodatek hranila za kvasovke v most pred ali med fermetacijo, ne glede na vrsto
dodatka, poveca vsebnost 2-feniletanola v mladem vinu;

dodatek hranil bistveno vpliva na senzoricno zaznavno razliko v kakovosti vina.
Vzorec z dodanima enostavnim in kompleksnima hraniloma ter vzorec s
kompleksnima hraniloma sta po senzori¢no oceni uvrs¢ena v razred kakovostnih vin
ZGP (17,0 in 16,7 tock), vzorec z enostavnim hranilom in vzorec brez dodanih hranil
pa v razred namiznih vin PGO (15,6 in 15,0 tock). O vpliv nain Skropljenja na
senzori¢no kakovost vina pa lahko sklepamo le to, da so vzorci »kontrola« najslabse
ocenjeni.
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil raziskati vpliv razli¢nih zaS¢itnih sredstev za varstvo vinske
trte in dodatka hranilnih snovi na potek alkoholne fermentacije in posledi¢no na kon¢no
kakovost vina bele vinske sorte rebula letnik 2002 iz vinorodnega okolisa GoriSka Brda.

V vinogradu smo uporabili Skropiva predpisana s Pravilnikom o integrirani pridelavi grozdja
in vina in bioloski fitofarmacevtski pripravek »Kanne«. Po trgatvi je sledil tehnoloski del
naloge: pecljanje, drozganje, maceracija, stiskanje in samobistrenje.

V nadaljevanju smo v vzorce mosta iz razli¢no Skropljenih delov vinograda dodajali hranila
za kvasovke v primerjavi s kontrolo (brez hranil) z namenom potrditi njihov vpliv na
fermentacijo. Uporabili smo enostavnejSe in kompleksni hranili. V sklopu analiznega dela
diplomske naloge smo analizirali Stevilne fizikalno-kemijske parametre grozdnega soka,
mosta med fermentacijo, vina po pretoku, vinu po treh in nato Sestih mesecih zorenja. Vina
smo tudi senzori¢no ocenili.

Na podlagi rezultatov analiz mosta smo ugotovili, da Skropljenje vpliva na razlike med vzorci
in sicer je imel most, pri katerem smo zadnja tri Skropljenja izpustili, v primerjavi s
preostalima dvema vzorcema najnizjo sladkorno stopnjo, najmanjso vsebnost prolina in FAN,
zaradi Cesar lahko sklepamo, da je imel najslabsi potencial za optimalen potek alkoholne
fermentacije. Vpliv Skropljenja na potek alkoholne fermentacije je zanemarljiv. Na podlagi
statisticne analize rezultatov smo ugotovili, da v zrelem vinu vpliva nacin Skropljenja z zelo
visoko statisti¢no znacilnostjo na koncentracije skupnih kislin, prostega SO,, fenolnih spojin,
visoko statisticno znacilno pa na vsebnost alkohola. Vzorci z izpuS€enimi zadnjimi tremi
Skropljenji so tudi senzori¢no najslabse ocenjeni.

1z rezultatov statisti¢ne analize je tudi razvidno, da dodatek kompleksnih dusikovih hranil za
kvasovke v most med fermentacijo vpliva na hitrost oddajanja CO, oziroma hitrost porabe
sladkorjev. Tako fermentirana vina imajo po zakljuceni fermentaciji bistveno manjsi
preostanek sladkorja in vecje koncentracije prolina, FAN, skupnih terpenov, potencialnih
hlapnih monoterpenov, prostih hlapnih terpenov in visjih alkoholov. Po drugi strani so vina
vsebovala manjSe koncentracije skupnih kislin ter prostega in vezanega SO,. Dodatek hranil
ima zelo izrazit vpliv na senzori¢no kakovost vin. Najbolje je bil ocenjen vzorec, kjer smo
uporabili tako enostavno hranilo Ze na samem zacetku fermentacije, naknadno po opravljeni
analizi pa Se kompleksni hranili, po pricakovanjih pa je najslabse ocenjen kontrolni vzorec.

Povzamemo lahko, da z uporabo kompleksnih duSikovih hranil za kvasovke med
fermentacijo izboljSamo fizikalno-kemijske parametre vina, posebej pa senzori¢no kakovost,
kar je tako za vinarja kot za potroSnika najpomembnejSe. Fitofarmacevtski pripravek
»Kanne« naj bi vinogradniki uporabljali v kombinaciji z zaSCitnimi sredstvi po IPGV
smernicah in tako omogocili obrambo proti oidiju ob manjs$i uporabi klasi¢nih zas¢itnih
sredstev.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati kemijske analize mladega vina rebula po alkoholni fermentaciji

parameter

enota

vrednost / koncentracija

B1 B2 B12 Bbrez
vrednost pH / 3,52 3,53 3,51 3,53
kislinska PK mmol/L/0,5 pH 13,3 14,5 14,5 12,8
bazi¢na PK mmol/L/0,5 pH 18,2 18,6 17,7 19,3
dejanska PK mmol/L/pH 31,5 33,1 32,2 32,1
orientacijska PK mmol/L/pH 40,8 40,6 40,0 40,9
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 7,23 6,96 7,14 7,63
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 7,65 7,37 7,56 8,13
reducirajoci sladkorji g/L 1,40 0,35 0,33 4,95
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,27 0,33 0,28 0,24
pepel g/L 2,1 2,2 2,1 2,1
prosti zveplov dioksid mg/L 60 60 62 30
skupni zveplov dioksid mg/L 116 124 80 114
FAN mg N/L 9,67 11,13 14,43 8,30
prolin mg/L 68,83 84,52 96,21 71,16
skupne fenolne spojine mg galne kisline/L 376 350 344 354
relativna gostota / 0,992805 0,99231 0,992105 0,99535
alkohol vol.% 11,9 11,8 11,8 11,4
skupni ekstrakt g/L 22,1 20,4 20,0 27,3
sladkorja prosti ekstrakt g/L 20,7 20,1 19,7 22.4
senz. ocena po Buxbaumu | tocke 15,6 16,7 17,0 15,0
Legenda: PK = pufrna kapaciteta, FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dusik
vrednost / koncentracija

parameter enota

KL1 KL2 KO1 KO2
vrednost pH / 3,47 3,53 3,42 3,44
kislinska PK mmol/L/0,5 pH 14,2 14,2 14,8 13,7
bazi¢na PK mmol/L/0,5 pH 18,5 18,8 18,5 17,2
dejanska PK mmol/L/pH 32,7 33,1 33,3 30,9
orientacijska PK mmol/L/pH 40,8 41,8 42,2 38,6
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 7,02 7,38 8,10 7,09
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 7,48 7,96 8,66 7,56
reducirajo¢i sladkorji g/L 0,42 0,53 1,72 0,23
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,26 0,28 0,26 0,33
pepel g/L 1,5 1,6 1,3 1,4
prosti zveplov dioksid mg/L 38 27 34 61
skupni zveplov dioksid mg/L 73 73 78 114
FAN mg N/L 9,13 13,91 6,87 7,97
prolin mg/L 61,13 104,56 / /
skupne fenolne spojine mg galne kisline/L 376 270 347 382
relativna gostota / 0,99191 0,992307 0,993473 0,99287
alkohol vol.% 11,7 11,7 11,2 11,1
skupni ekstrakt g/L 19,4 20,5 23,6 20,3
sladkorja prosti ekstrakt g/L 19,0 20,1 21,9 20,1

Legenda: PK = pufrna kapaciteta, FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dusik
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Priloga B: Vsebnosti hlapnih snovi in vi§jih alkoholov v vzorcih mladega vina rebula

parameter enota vrednost / koncentracija

B1 B2 B12 Bbrez
acetaldehid mg/L 21,44 23,73 19,90 22,20
etilacetat mg/L 44,27 62,50 56,90 62,58
metanol mg/L 43,78 4591 43,32 43,22
1-propanol mg/L 13,98 19,10 18,76 15,55
izobutanol mg/L 44,75 64,27 53,03 60,17
izoamilacetat mg/L 0,00 4,36 5,19 0,00
izoamil alkohol mg/L 214,79 229,36 238,49 202,48
feniletilacetat mg/L 7,90 6,47 7,54 8,44
2-feniletanol mg/L 25,70 22,96 25,39 17,20
hlapne snovi mg/L 109,49 132,14 120,12 128,00
visji alkoholi mg/L 307,12 346,52 348,40 303,84
HS + VA mg/L 416,61 478,66 468,52 431,84

Legenda: HS = hlapne snovi, VA = vi§ji alkoholi
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Priloga C: Rezultati kemijske analize vina rebula med zorenjem

parameter enota vrednost / koncentracija
B1 B2 B12 Bbrez

vrednost pH / 3,27 3,31 3,32 3,30
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 6,15 6,04 5,78 6,13
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 6,48 6,59 6,10 6,44
reducirajoci sladkorji g/L 1,3 0,35 0,33 4,51
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,22 0,21 0,24 0,21
pepel g/L 1,8 1,7 1,8 1,7
prosti zveplov dioksid mg/L 21 38 20 13
skupni zveplov dioksid mg/L 105 113 73 110
FAN mg N/L 10,21 12,06 16,00 9,90
prolin mg/L 131,18 139,71 141,61 121,7
relativna gostota / 0,992615 0,99228 0,991865 0,99535
alkohol vol.% 11,8 11,8 11,8 11,5
skupni ekstrakt g/L 22,7 20,6 20,4 29,5
sladkorja prosti ekstrakt g/L 21,4 20,3 19,6 25,0
terpeni: - skupni pg/mL 0,993 2,278 2,204 1,709

-FVT ug/mL 0,602 1,775 1,376 0,932

-PVT pg/mL 0,391 0,503 0,828 0,777

Legenda: FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dusik, FVT = prosti hlapni terpeni, PVT =
potencialni hlapni terpeni

vrednost / koncentracija
parameter enota
KL1 KL2 KO1 KO2

vrednost pH / 3,28 3,32 3,14 3,18
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 6,22 5,96 6,52 6,34
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 6,49 6,22 8,10 7,09
reducirajo¢i sladkorji g/L 0,34 0,50 1,50 0,20
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,24 0,33 0,35 0,39
prosti zveplov dioksid mg/L 16 14 18 13
skupni zveplov dioksid mg/L 64 65 71 103
FAN mg N/L 9,2 13,3 7,4 8,5
prolin mg/L 130,23 144,45 53,5 67,7
relativna gostota / 0,99342 0,99202 0,993025 0,99245
alkohol vol.% 11,7 11,7 11,1 11,1
skupni ekstrakt g/L 23,2 20,1 21,8 19,2
sladkorja prosti ekstrakt g/L 22,9 19,6 20,3 19,0
terpeni: - skupni ug/mL 1,589 2,241 1,374 1,569

-FVT pug/mL 0,773 1,407 0,612 0,798

-PVT ug/mL 0,816 0,834 0,762 0,771

Legenda: FAN (Free Amino Nitrogen) = prosti aminokislinski dusik, FVT = prosti hlapni terpeni, PVT =
potencialni hlapni terpeni

Priloga D: Razmerje med prostim in skupnim Zveplovim dioksidom v vinu rebula med zorenjem

arameter (enota) vrednost / koncentracija

P B1 B2 B12 | Bbrez | KL1 | KL2 | KO1 | KO2
?ﬁ?ﬁl) zveplov  dioksid | 113 73 110 64 65 71 103
E’;fgs/ti) Zveplov.  dioksid |, 38 20 13 16 14 18 13
;avfgfo”ve dioksigros“/ skupni |00 | 034 | 027 | 012 | 025 0,21 0,25 0,13
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Priloga E: Rezultati kemijske analize zrelega vina rebula
parameter enota vrednost / koncentracija
B1 B2 B12 Bbrez

vrednost pH / 3,63 3,69 3,69 3,73
titrabilne kisline (pH=7,0) g vinske kisline/L 5,94 5.9 5,79 6,09
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 6,27 6,24 6,12 6,42
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,17 0,17 0,15 0,26
prosti zveplov dioksid mg/L 13 28 27 19
relativna gostota / 0,99285 0,99239 0,99187 0,99532
alkohol vol.% 11,8 11,7 11,8 11,5
sladkorja prosti ekstrakt g/L 21,8 20,2 20,2 27,1
parameter enota vrednost / koncentracija

KL1 KL2 KO1 KO2
vrednost pH / 3,68 3,64 3,19 3,46
titrabilne kisline (pH=7,0) | g vinske kisline/L 6,01 5,83 6,13 6,15
skupne kisline (pH=8,2) g vinske kisline/L 6,19 6,18 6,43 6,42
hlapne kisline g ocetne kisline/L 0,17 0,20 0,18 0,16
prosti zveplov dioksid mg/L 2 16 13 1
relativna gostota / 0,99211 0,99224 0,99319 0,99263
alkohol vol.% 11,6 11,5 11,1 11,0
sladkorja prosti ekstrakt g/L 19,3 19,6 20,9 18,8




