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Namen poskusa je bil ugotoviti vpliv bioloskega razkisa pri vinu merlot na
fizikalno-kemijske in senzori¢ne lastnosti vina, pridelanega v vinorodnem okolisu
Vipavska dolina. Grozdje smo najprej specljali in zdrozgali. Sledila je osem
dnevna-maceracija z alkoholnim vrenjem v vinifikatorju. Po kon¢ani alkoholni
fermentaciji smo mlado vino razdelili na Sest enakih volumnov. Za vodenim
bioloSkim razkisom smo uporabili dva razli¢na seva mle¢nokislinskih bakterij vrste
Oenococcus oeni (ENOFERUM BETA in LALVIN VP41) ter uporabili hrano za
MKB (ACTI-ML) in te vzorce primerjali s kontrolo (brez bioloskega razkisa) in z
vzorcem spontanega bioloskega razkisa. S poskusom smo ugotovili, da so bila vina,
pri katerih je potekel bioloski razkis kemijsko in senzori¢no boljSe ocenjena. Imela
so ustreznej$i pH (3,70), manj titrabilnih (5,25 g/L) in skupnih (5,85 g/L) kislin ter
so bila bolj harmoni¢na zaradi pretvorbe jabol¢ne kisline v mlecno. Kot najboljsa
kombinacija se je tako izkazal voden bioloski razkis z uporabo MKB LALVIN
VP41 in hrane ACTI-ML, za MKB, ki je bila senzori¢no najbolje ocenjena z 17,4
tocke. Uporaba hranil za MKB se je izkazala kot pomemben dejavnik pri vodenih
bioloskih razkisih. Vzorci so bili ocenjeni za 0,2 tocki ve¢ od vzorcev brez dodatka
hrane za MKB. Z vodenim bioloskim razkisom dobimo v povprecju bolSo kakovost
vina merlot. Tako pridelana vina so bolj sadna in bogatejsa na aromi, kislinsko
uravnoteZena ter polnejSega in zaokrozenega okusa.
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The aim of the experiment was to observe the effects the malolactic fermentation
has on the physical, chemical and sensory characteristics of the Merlot wine
produced in the winegrowing region Vipavska dolina. The grapes were first
destemmed and crushed. Than the pulp was left in an eight day carbonic maceration
complete with alcoholic fermentation in the vinificator. After the fermentation the
wine was divided into six equal parts. For the guided malolactic fermentation we
used two different strains of lactic bacteria of the type Oenococcus oeni
(ENOFERUM BETA in LALVIN VP41) combined with the MKB (ACTI-ML)
nutrition. We then compared this sample to the control sample and to the sample
with natural malolactic fermentation. The experiment showed us that the wines that
were subject to guided malolactic fermentation got a better rating. Their pH (3.70)
was increasingly adequate, they had less titrabilic (5.25g/L) and total (5.85 g/L)
acids, and furthermore they were more harmonic because of the transformation of
malic acid into lactic acid. The best results were produced by the controlled
fermentation using MKB LALVIN VP41 and the ACT-ML nutrition, for the MKB,
which resulted in a rating of 17.4 points. The addition of the MKB nutrition proved
as a deciding factor in the process. Samples without the MKB nutrition were rated
at an average 0.2 points lower than samples containing MKB nutrition. Using the
controlled malolactic fermentation we can produce a better average Merlot wine.
The wines have a richer fruity aroma with more balanced acid profile and a fuller
rounded flavor.
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1UvOoD

Vino je kompleksen medij, sestavljen iz spojin, ki so bodisi zazelene ali Skodljive za rast in
prezivetje mikroorganizmov. Vloga mikroorganizmov v vinu ni omejena le na pretvorbo
grozdnega soka v vino, ampak zajema tudi vlogo mle¢nokislinskih bakterij pri pretvorbi L-
jabol¢ne kisline v L-mle¢no kislino. Ta proces imenujemo jabol¢no-mlecnokislinska
fermentacija ali bioloski razkis (Bou in sod., 2005).

Bioloski razkis je mikrobioloSki nac¢in zmanjSevanja kislosti, ki je posledica pretvorbe
grenko-kisle jabol¢ne kisline v milejSo mle¢no kislino in CO,. V vinih se to zazna
predvsem v sveZini, polnejSem in bolj zaokrozenem okusu ter vecji kompleksnosti arom.
Bioloski razkis se najveckrat izvede pri rdecih vinih, pri belih je bistveno manj pogost.

V vecini primerov bioloski razkis vina ste¢e spontano, ko se kleti nekoliko segrejejo in se
pH vina dvigne. Tako se vzpostavijo idealne razmire za delovanje mle¢nokislinskih
bakterij.

Danes nove tehnologije vkljucujejo dodatek starterskih kultur mleénokislinskih bakterij
med ali ob zaklju¢ku alkoholne fermentacije, da dosezemo ustrezno kemijsko in
senzoricno kakovost vina. Potrebno je slediti novim trendom in tehnologijam, saj je danes
trg vina vedno bolj zasi¢en, konkurenca pa velika. Poleg tega so kupci o kakovosti vina vse
bolj osvesceni in izobrazeni ter tako dodatno vplivajo na dinamiko stiliziranja vina. Z
vodenim bioloskim razkisom dosegamo vsakoletno ustrezno kakovost vina ne glede na
vremenske razmere in letnik vina.

1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je ugotoviti vpliv bioloskega razkisa na kakovost in sortne znacilnosti vina
merlot. S poskusom smo Zzeleli zmanjsati ucinek rastlinskih not, poudariti sadnost v vonju
in okusu ter izboljSati harmoni¢nost in polnost vina. Predvsem smo Zeleli dokazati, da
bodo vina, kjer je potekel voden bioloski razkis, senzori¢no bolje ocenjena.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

S poskusom diplomskega dela smo hoteli potrditi ali ovre¢i naslednje hipoteze, in sicer da
bioloski razkis vpliva na:
- kemijske lastnosti vina, predvsem na zmanjsanje vsebnosti jabol¢ne in povecanje
mlec¢ne kisline v vinu ter povecanje pH in zmanjSanje puferne kapacitete,
- povecanje sadne arome, harmoni¢nosti vina in s tem na bolj$o senzori¢no oceno
Vvina.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KEMIJSKA SESTAVA MOSTA IN VINA

Vino je produkt alkoholnega vrenja mosta iz svezega grozdja, ki ga da Zlahtna vinska trta.
Po sestavi je vino raztopina vode in mnogostevilnih organskih in anorganskih spojin.
Danes jih je ugotovljenih ve¢ kot tiso¢. Sestava vina je spremenljiva, odvisna je predvsem
od okoljskih danosti ter od dela vinogradnika in kletarjenja; torej od podnebja, tal, sorte,
letnika, pridelave in zrelosti grozdja, Casa in nacina trgatve, predelave grozdja ter nege vina
(Vodovnik T in Vodovnik A, 1999).

2.1.1 Voda

Voda je najbolj zastopana spojina v vinu, saj jo vino vsebuje od 75 do 85 %. Zaradi vode
se vino obnaSa kot tekocCina, deluje kot topilo in kot reagent v kemijskih reakcijah v
celotnem procesu pridelave od grozdja do zorenja vina (Bavcar, 2009).

2.1.2 Ogljikovi hidrati

So produkt fotosinteze, ki poteka v vseh zelenih delih vinske trte. Z energijo son¢ne
svetlobe iz ogljikovega dioksida in vode v kloroplastu, nastanejo kot prva organska spojina
prav ogljikovi hidrati (Wondra, 2004). Vsebnost ogljikovih hidratov je v mostu med 12 in
27%.

V grozdju, mostu in vinu so (Bav¢ar, 2009):
e monosaharidi, heksoze (glukoza, fruktoza) in pentoze (arabinoza, ksiloza in
ramnoza),
e disaharidi (saharoza),
e polisaharidi in podobne snovi (pektini, glukani, $krob, dekstreni).

2.1.3 Organske kisline

V mostu in vinu S0 predvsem organske kisline, ki so razli¢nega izvora. Vinska in jabol¢na
kislina sta rezultat nepopolne oksidacije sladkorjev in iz grozdne jagode prehajata v most.
Kot posledica delovanja plesni vrste Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel se lahko
izrazito poveca koncentracija citronske in glukozne kisline. Med alkoholno fermentacijo
nastajajo Se druge organske kisline, kot so mle¢na in jantarna kislina ter v zelo majhnih
koncentracijah Se ostale kisline iz cikla trikarboksilnih kislin. Mle¢nokislinske bakterije
tvorijo znatne koli¢ine mlecne in ocetne kisline v vinu (Bavcar, 2009).

Organske kisline so spojine, ki primarno prispevajo k sestavi, stabilnosti in organolepti¢ni
kakovosti vina. Njihove kisle lastnosti omogocajo tudi vec¢jo mikrobiolosko in fizikalno-
kemijsko stabilnost vina (Ribéreau-Gayon in sod., 2000b).
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2.1.3.1 Vinska kislina

Ta kislina je v vseh delih vinske trte kot D-vinska kislina. Njena oksidacija v grozdnih
jagodah poteka samo pri visjih temperaturah, in sicer nad 30 °C, pri nizjih temperaturah pa
se oksidacijski procesi preusmerijo na jaboléno kislino (Sikovec, 1993).

Vinska kislina je najbolj zastopana kislina v mostu kot v vinu. V grozdju jo je od 5 do 10
g/L mosta. Skupaj z jabol¢no kislino pogosto dosegata 90 % vseh nehlapnih Kislin.
Mikroorganizmi je obicajno ne izkori$¢ajo, zato jo uporabljamo za dokisanje. Zaradi slabe
topnosti se izloca kot sol tartrat, ki jo pogovorno imenujemo vinski kamen (Bavcar, 2009).
Zaradi izlo¢anja soli vinske kisline se lahko zmanj3a kislost vina (Sinkovec, 1993).

2.1.3.2 Jabol¢na kislina

Jabol¢na kislina kot produkt nepopolne oksidacije sladkorja v listih prehaja v jagodo, kjer
tudi sama delno oksidira naprej do vode in ogljikovega dioksida. VV primerjavi z vinsko
kislino, za katero je najbolj primerna temperatura oksidacije 37 °C, je za razgradnjo
jabol¢ne najprimernejSa temperatura 28-30 °C. To organsko kislino celice jagod
najpogosteje porabljajo za respiracijske procese (Bavcar, 2009). V grozdnem soku je
povprecno od 1 do 8 g/L jabol¢ne kisline (Fleet, 2002).

V grozdju in mostu je tudi jabol¢na kislina ve¢inoma v obliki soli, malatov. V vinu je
jaboléna kislina biolosko neobstojna in se pod vplivom razli¢nih mikroorganizmov pretvori
v mlecno kislino in druge stranske nezazelene produkte. Kadar zelimo zmanjsati vsebnost
titracijske kisline, takoj po kon¢anem alkoholnem vrenju mladega vina ne preto¢imo, ne
zveplamo, da mlecnokislinske bakterije lahko opravijo bioloSki razkis in razgradijo
jabol¢no kislino v milejso mle¢no Kislino (Bav¢ar, 2009).

2.1.3.3 Mle¢na kislina

Mlecne kisline je v vinu od 0 do 2,5 g/L, ¢e je potekel bioloski razkis pa tudi ve¢ (Bavcar,
2009). Le-ta nastane s presnovo jabol¢ne kisline kot produkt delovanja mle¢nokislinskih
bakterij (jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija) (KoSmerl, 2003).

Pri neustreznih razmerah (pH manjsi od 3,1 in pri temperaturah nizjih od 17 °C) lahko
bioloski razkis poteka v napa¢ni smeri in pride do nastanka hlapnih snovi, ki vodijo v
bolezen vina, imenovano mle¢ni cik (Vodovnik T in Vodovnik A, 1999).

3.1.3.4 Citronska kislina

Citronska kislina je redna spremljevalka jabol¢ne kisline v grozdni jagodi, Ceprav je
fiksirana na celi¢ne stene, zato pri pridelavi tezje prehaja v most in je precej ostane na
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tropinah. Ta Kislina, ki pri predelavi preide v most, ostane tudi v vinu, vendar ni obstojna
na mleénokislinske bakterije (Sikovec, 1993).

V mostu in vinu pred jabol¢no-mleénokislinsko fermentacijo najdemo od 0,5 do 1 g/l
citronske kisline (Ribéreau-Gayon in sod., 2000b). Tvori se tudi pod vplivom plesni vrste
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel V¢asih jo uporabimo tudi za dokisanje (Bavcar,
2009).

3.1.3.5 Hlapne kisline

Med hlapne kisline priStevamo ocetno, mravlji¢no, masleno in propionsko kislino. Med
njimi je najpomembnejSa ocetna kislina. V normalnih koncentracijah ima v vinu
pomembno vlogo kot aromati¢na spojina pri tvorbi estrov. Pojavi se Ze med alkoholno
fermentacijo pod vplivom kvasovk. Povecane koncentracije hlapnih kislin, to je ve¢ kot 0,8
g/L, so posledica delovanja Skodljivih mikroorganizmov, predvsem ocetnokislinskih
bakterij (Bavcar, 2009).

2.1.4 Etanol

Etanol je nedvomno najpomembnejsi alkohol v vinu. Nastane kot posledica delovanja
kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex E. |. Hansen) med alkoholno
fermentacijo. Etanol daje vinu stabilnost, deluje kot topilo in zagotavlja posebne
senzori¢ne lastnosti (Bavcar, 2009).

Vigji alkoholi so v vinu prisotni le v manjs$ih koncentracijah. Z alkoholom bogatej$a vina
so obstojnejSa, vendar pa se z zorenjem (staranjem) vina vsebnost alkohola v vinu
zmanjSuje. Manjsi delez alkohola izhlapi, del se oksidira v aldehide, del pa se esterificira.
Od vigjih alkoholov je najbolj pomemben glicerol, ki daje vinu sladek in poln okus. Pri
alkoholni fermentaciji etanol nastaja iz sladkorja. V ve¢ji koncentracijah pa ga pred
vrenjem v sami grozdni jagodi tvori gliva Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel in
takrat ta vrednosti presegajo 15 g/L (Vodovnik T in Vodovnik A, 1999).

Mlec¢nokislinske bakterije tvorijo med bioloskim razkisom manjSe kolicine etanola in visjih
alkoholov. Etanol ima specificen vonj ter okus in pomembno vpliva na zaznavo
aromati¢nih komponent ter drugih senzori¢nih lastnosti vina (Knoll in sod., 2010).

2.1.5 Fenolne snovi

Fenolne spojine so pomembne, vinu dajejo barvo, vplivajo na vonj in okus, so osnova za
staranje vina, delujejo antioksidativno in kot konzervans ter kaZejo protimikrobno
delovanje. Fenolne snovi so odgovorne tudi za razlike med belimi in rde¢imi vini, Se
posebej v barvi in aromi rdec¢ih vin (Ribéreau-Gayon in sod., 2000Db).
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Fenolne spojine grozdja najdemo predvsem v epidermalnih celicah koZice jagode in v
peckah, njihova koncentracija pa je manjSa v drozgi. Fenolna sestava vina je odvisna od
sorte vinske trte, vinogradniSke lege, nacina pridelave grozdja, podnebja, vrste tal, prakse
gojenja vinske trte, ¢asa trgatve, predelave grozdja in pridelave ter zorenja vina. Kon¢na
vsebnost skupnih fenolov v rde¢ih vinih lahko doseze 3500 mg/L (Rodriguez-Delgado in
sod., 2002). Fenolne spojine sestavljajo veliko skupino spojin v vinu. Delimo jih na Stiri
glavne skupine (Vrhovsek, 2000):

o neflavoidne fenole,

o flavoidne fenole,

e taninske fenole,

e netaninske fenole.

2.1.6 Mineralne snovi

Koncentracija mineralnih snovi oziroma pepela v mostu je odvisna od geografskega
porekla, sorte, letnika, stopnje zrelosti, tip tal, gnojenja ter nacina pridelave. Vsebnost
mineralnih snovi se v mostu giblje od 3 do 4 g/L, v vinu pa med 1,8 in 2,5 g/L.
Najpomembnejse mineralne snovi v mostu in vinu SO spojine kalija, magnezija, natrija,
kalcija in Zeleza ter karbonati, sulfati, fosfati in kloridi. Njihova koncentracija se poveca
pri susenju grozdja in grozdju okuZenim s plesnijo vrste Botryotinia fuckeliana Person
(Vodovnik T in Vodovnik A, 1999).

Mineralne snovi so tiste snovi grozdja in vina, ki ostanejo po izparevanju in Zarjenju kot
pepel (njihov delez mora biti vsaj 10 %). Mineralne snovi so nosilci okusa in vplivajo na
polnost vina. Mineralne snovi so hrana za kvasovke ter vplivajo na bistrenje vina (Wondra,
2004). Z zakonom dolocena spodnja meja vsebnosti mineralnih snovi v belih vinih je 1,2
g/L (Pravilnik o pogojih ..., 2004).

2.1.7 Aromati¢ne snovi

V vinu je dokazanih ve¢ kot 800 spojin, ki vplivajo na vonj, okus in aromo. Za vonj S0
odgovorne spojine kot so alkoholi, Kisline, aldehidi, ketoni, terpeni, norizoprenoidi,
pirazini in merkaptani. Vsebnost aromati¢nih snovi v vinu je med 0,8 g/L in 1,2 g/L, od
tega je priblizno 50 % vi§jih alkoholov (Bav¢ar, 2009).

Naga ¢utila zaznavajo aromati¢ne snovi v koncentraciji od 10 do 10 g/L. Zaznavamo jih
v dveh fazah, in sicer neposredno z vohanjem, kar imenujemo cvetlica vina, in posredno z
okusanjem, ko se zaradi vi§je temperature v ustih sprostijo hlapne snovi in prehajajo
retronazalno v nos. Skupek obeh vtisov imenujemo aroma vina (Wondra, 2005).

Pri klasifikaciji aromati¢énih komponent vina razlikujemo med (Kosmerl, 2007):
- primarno ali grozdno aromo,
- sekundarno aromo,
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- fermentacijsko aromo,
- in zorilno aromo.

2.1.8 Zveplove spojine

Hlapne organske zveplove spojine, ki nastajajo med alkoholno fermentacijo, so drugotnega
pomena za cvetlico, ker nastajajo v majhnih koncentracijah. V vecjih koncentracijah imajo
negativen vpliv na kakovost (Kosmerl, 2007).

Zveplove spojine so vedno prisotne v vinih. Najveckrat jih povezujemo z njihovim
negativnim vplivom na kakovost vina. Najpomembnejsa Zveplova spojina je vodikov
sulfid ali zveplovodik (bekser), ki v vecjih koncentracijah (50-80 p/L) povzroca vonj po
gnilih jajcih (Bavcar, 2009).

2.2 BIOLOSKI RAZKIS

Bioloski ali mle¢nokislinski razkis (MKR) ali jabol¢no-mleénokislinska fermentacija je za
alkoholno fermentacijo drugi najbolj znan mikrobioloski proces v vinu. V osnovi gre za
pretvorbo jabol¢ne kisline v milejSo mlecno kislino in ogljikov dioksid pod vplivom
mlec¢nokislinskih bakterij (Bavcar, 2009). Iz 1 g L-jabol¢ne kisline nastane 0,67 g L-
mlec¢ne kisline in 0,33 g ogljikovega dioksida (Kosmerl, 2004).

Glavni namen bioloskega razkisa je zmanjSanje koncentracije skupnih Kkislin in
uravnavanje pH na zeleno vrednost. Bioloski razkis zna¢ilno vpliva na spremembo vonja
in okusa. Potec¢e lahko spontano z avtohtonimi MKB, Katerih izvor je grozdje in kletarska
oprema, ali pa je voden z inokulacijo izbranih starterskih kultur mle¢nokislinskih bakterij
(Ribéreau-Gayon in sod., 2000a).

MKF vpliva na tri razlicne vendar povezane vidike kakovosti vina. To so kislost,
mikrobioloska stabilnost in zaznava kompleksnosti vina (Knoll in sod., 2010).

2.2.1 Mlec¢nokislinske bakterije (MKB)

MKR povzro¢ijo mle¢nokislinske bakterije rodov Lactobacillus, Oenococcus in
Pediococcus, med katerimi je najbolj pomembna vrsta Oenococcus oeni (Bavcar, 2009).

Poleg morfologije in razlik med koki ali palickami jih delimo tudi na homofermentativne
in heterofermentativne. Homofermentativne bakterije proizvedejo iz glukoze ve¢ kot 85 %
mlecne kisline, medtem ko koheterofermentativne proizvedejo iz glukoze ogljikov dioksid,
etanol, ocetno ter dodatno tudi mle¢no kislino (Ribéreau-Gayon in sod., 2000a).
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Nekatere pomembnejse lastnosti MKB so (Bavcar, 2009):

prisotne so tako na grozdju kot na vinarski opremi,

njihovo Stevilo upade med alkoholno fermentacijo iz 10° na nekaj celic/mL zaradi
obcutljivosti na zveplov dioksid, Kislost vina in etanol ter zopet naraste po koncu
fermentacije na celo 10° celic/mL;

Casovno poteka bioloski razkis od nekaj dni do nekaj mesecev =zaradi
pomladanskega segrevanja Kleti;

MKB vrste Oenococcus oeni $tejemo med najbolj koristne in zazelene
predstavnike, nasprotno pa so MKB rodu Pediococcus in posamezne vrste
Lactobacillus nezazelene, saj so kvarljivci vina;

uspesno rastejo tudi v kislih medijih, na primer Oenococcus oeni raste, ¢e je pH
vina nad 3,00;

glavna reakcija v vinu je sprememba jabol¢ne kisline (dikarboksilna) z
dekarboksilacijo v piruvi¢no, le-ta pa z redukcijo v mle¢no (monokarboksilno)
Kislino;

stehiometricno iz 1 g jabol¢ne kisline nastane 0,67 g mle¢ne kisline in 0,33 g
ogljikovih dioksida, v praksi je izkoristek le priblizno 80 %;

posledi¢no manjsa kislost in ve¢ji pH izboljsata razmere za rast drugih bakterij;

kot vir energije minimalno uporabljajo tudi sladkorje, kot sta glukoza in fruktoza,
kar vodi v nastanek manitola in ocetne Kisline;

kot vir energije je pomembnejsa citronska kislina, ki vodi v nastanek acetoina in
diacetila;

etanol omeji rast MKB. Toksi¢ni vpliv etanola se povezuje s spremembami na
celi¢ni membrani bakterij. Med MKB je vrsta Oenococcus oeni najbolj tolerantna
in raste tudi pri 15 vol.% etanola;

za uspesno rast potrebujemo kompleksno mesanico spojin (vitamini, aminokisline,
purin, pirimidin ...);

rastejo v prisotnosti ali odsotnosti kislin.

2.2.2 Dejavniki, ki vplivajo na bioloski razkis

Na mlecnokislinsko fermentacijo in razvoj populacije MKB vplivajo Stevilni dejavniki, ki
jih delimo na fizikalne, kemijske in bioloske. Med fizikalnimi dejavniki sta odlocujoca
temperatura vina in vloga enoloske prakse. Zelo Stevilna je skupina kemijskih dejavnikov,
kamor so uvrS¢eni pH, sladkorji in polioli, organske kisline, duSikove spojine, etanol, SOy,
CO;,, Oy, fenolne spojine, maScobne kisline in pesticidi. Skupino bioloskih dejavnikov
vkljucuje interakcije kvasovk, bakterij in bakteriofagov z MKB. Poleg omenjenih so
pomembni tudi drugi dejavniki, vendar imajo manjsi vpliv in jih lahko opredelimo le v
nekaterih razmerah. Nobenega izmed dejavnikov ne moremo obravnavati posami¢no, saj
so med seboj povezani (Vrs¢aj Vodusek, 2007).
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Optimalne razmere za uspesno MKF so (Bou in sod., 2005):

- pHwvegjiod 3,2,

temperatura vina nad 18 °C,

prosti SO, manj kot 20 mg/L in vezani SO, manj kot 50 m/L v vinu,
vsebnost etanola manjsa od 13 vol.% v vinu.

2.2.3 Vodenje bioloskega razkisa z dodatkom MKB

Ceprav v vinih med spontano MKF v veéini primerov prevladujejo MKB vrste Oenococc
us oeni, vinarji vse pogosteje uporabljajo selekcionirane kulture MKB, ki zavirajo (vodijo)
MKF. Ta odlocitev je povezana z mnogimi prednostmi vodene MKF v primerjavi s
spontano MKF: zanesljivejsem zacetkom, hitrejSim potekom in uspe$nim kon¢anjem MKF
ter izboljsano kakovostjo vina s staliS¢a tvorbe nezazelenih stranskih produktov, zlasti
diacetila, acetoina in ocetne kisline. V tem primeru se zelo zmanjsa moznost kvara vina
zaradi delovanja endogenih MKB in zmanjSa se ucinek bakteriofagov (Vrs€aj Vodusek,
2007).

Selekcionirane kulture MKB so Ze v naprej pripravljene na stresno okolje in izbrane tako,
da hitro in uspesno izvedejo pozitivne procese pricakovane za bioloski razkis. Priporocljiv
je dodatek hrane za MKB, saj je vino slab rastni medij za MKB. Hranila kot vir dusika in
vitaminov (aminokisline, nikotinska kislina, tiamin, biotin, pantenske kisline) opazno
pospesijo hitrost in izkoristek bioloskega razkisa (Bavcar, 2009).

Selekcionirane MKB lahko med postopkom pridelave vina dodamo kot:
- skupni dodatek kvasovk in MKB v most,

- dodatek MKB med alkoholno fermentacijo,

- dodatek MKB po koncu alkoholne fermentacije,

- poznejsi dodatek MKB med zorenjem vina.

Dale¢ najpogostejSa uporabljena tehnika je dodatek MKB v mlado vino po koncani
alkoholni fermentaciji (Kosmerl, 2010).

2.2.4 Zaviranje in prekinitev bioloskega razkisa:

Zaviranje MKF izvajamo z vzpostavitvijo neugodnih razmer za MKF. Le sterilna filtracija
(odstranitev bakterij) popolnoma prepre¢i moznost delovanja MKB. Zaviralci MKF so
dovolj zgoden pretok in bistrenje vina, ohlajanje ali hranjenje vina na temperaturi okrog 10
°C, ohranjanje prostega SO, nad 50 mg/L, dodajanje kisline mostu ali vinu z velikim pH
ter dodatek lizozima, ki razgradi celi¢no steno bakterij (Vrsc¢aj Vodusek, 2007).

Dodatek fumarne kisline, ki je toksicena za bakterije pri manjSem pH, v Sloveniji ni
dovoljen (Pravilnik o pogojih ..., 2004).
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2.2.5 Posledice bioloskega razkisa
2.2.5.1 Kisline in pH

Po kon¢anem bioloskem razkisu se vsebnost skupnih Kislin v vinu zmanj$a, in sicer od 1
do 3 g/L, posledi¢no pa pH naraste za 0,1 do 0,3 enote. To je koristno za vina z veliko
vsebnostjo skupnih kislin in nizkim pH, v nasprotnem primeru pa lahko povzroc¢i tudi
nezazelene spremembe. Ker MKB uporabljajo le jaboléno kislino, sta ob veliki
koncentraciji vinske kisline spremembi kislosti in pH manjsi. Posledica spremembe pH je
tudi delna izguba barve rde¢ih vin zaradi sprememb na antocianih in vcasih sprememba
tona barve v bolj modro vijolicne odtenke (Bavcar, 2009).

2.2.5.2 Sprememba vonja in okusa

Vinarji uporabljajo bioloski razkis predvsem za dosego Zelene senzori¢ne kakovosti vina.
To so kompleksnost arome, polnost in zaokroZenost okusa ter ravnotezje Kislin (Kosmerl,
2004).

MKB tvorijo aromati¢ne snovi, ki vinu opazno spremenijo znacaj. V Kolikor je ta
sprememba zazelena, sta vinu dodani kompleksnost in kakovost. Zaradi razlik med
delovanjem razli¢cnih MKB, vpliva temperature in pH pa so konéne spremembe vcasih
nepricakovane. To Se posebej velja, ¢¢ MKR poteka spontano, torej brez dodatka
selekcioniranih bakterij. Selekcionirane kulture MKB se uporabljajo kot najbolj zanesljiv
mikroorganizem v smislu minimalne tvorbe nezazelenih spojin (Bav¢ar, 2009).

Najbolj pogost vpliv MKB na aromatiko vina je tvorba diacetila, katerega vonj spominja
na maslo in je v koncentracijah med 1 in 4 mg/L zaZelen. Diacetil nastaja pretezno iz
citronske kisline Sele po koncani pretvorbi jaboléne v mlec¢no kislino. Ostale spojine, ki
lahko vplivajo na vonj, so acetaldehid ocetna kislina, acetoin, dietil sukcinat, etil acetat in
heksanol. Bioloski razkis tudi ne zmanjSa vedno sadnih, lahko pa zmanjsa vegetativne
vonje (po zelenem) vina (Bav¢ar, 2009).

Okus vina se opazno spremeni, ker se jabol¢na kislina, ki deluje ostro, sveze, rezko in
nezrelo, pretvori v mle¢no kislino. Ta deluje bolj mehko, uglajeno in zrelo. K vedji
polnosti okusa vsaj delno prispevajo tudi druge spojine, kot so etil laktat in diacetil
(Bavc¢ar, 2009). Vpliv MKR na aromo vina je odvisen od seva MKB, sorte vina in razmer
(Ambrozi¢, 2006).

2.2.5.3 Mikrobioloska stabilnost
MKF ugodno vpliva na mikrobiolosko stabilnost, ker se zmanjSa vsebnost hranilnih snovi

za ostale mikroorganizme. Nastala mle¢na in preostala vinska kislina sta bolj stabilni,
hkrati pa so MKB porabile vecino vitaminov in aminokislin (Bavc¢ar, 2009).
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3 MATERIAL IN METODA DELA
3.1 MATERIAL
3.1.1 Vino

V poskus smo vklju¢ili mlado vino sorte ‘Merlot' letnika 2010, pridelano v vinorodnem
okolisu Vipavska dolina. V vino smo glede na nacin bioloskega razkisa dodali razli¢na
enoloska sredstva, ki jih podajamo v preglednici 1.

Preglednica 1: Uporabljena enoloska sredstva glede na obravnavanje pri poskusu vinifikacije vina merlot
pridelanega v Vipavski dolini leta 2010

Okrajsava Obravnavanje in dodana enolo$ka sredstva

k 20 g/hl UVAFERUM 299 + hrana za kvasovke + 10 g/hL K;,S,0s

S 20 g/hl UVAFERUM 299 + hrana za kvasovke

b 20 g/hl UVAFERUM 299 + hrana za kvasovke + ENOFERUM BETA (1 g/hl)
b+h 20 g/hl UVAFERUM 299 + hrana za kvasovke

+ 1g/hl ENOFERUM BETA + hrana za bakterije ACTI-ML 20 g/hl

| 20 g/hl UVAFERUM 299 + hrana za kvasovke + 1 g/hl LALVIN VP41

I+h 20 g/hl UVAFERUM 299 + hrana za kvasovke + 1 g/hl LALVIN VP41 + hrana
za bakterije ACTI-ML 20 g/hl

3.1.2 Enolos$ka sredstva
3.1.2.1 Kvasovke UVAFERUM 229

Selekcionirane so bile v pokrajini Beaujolais v Burgundiji. Te kvasovke odlikujejo
specifi¢ni vpliv na organolepti¢ne lastnosti vina. Kvasovke UVAFERUM 229 omogocajo
hiter zacetek in zanesljiv konec vrenja. Imajo dobro toleranco na temperaturo vrenja,
hranilne snovi in alkohol (do 15 vol.%) ter znacilno moc¢no spros¢anje barvil iz jagodne
kozice (Lallemand, 2010c).

3.1.2.2 Hrana za kvasovke FERMAIND
FERMAID je kombinacija hranil (vitamini, minerali, N,, CO,, arginin) za kvasovke.

Prepreci prekinitev vrenja in poveca gospodarnost pri vseh procesih vrenja (Lallemand,
2007).
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3.1.2.3 Mlecnokislinske bakterije LAVIN VP41

LALVIN VP41 so bakterije izolirane v Italiji z obseznim evropskim sodelovanjem.
Povecajo kompleksnost in »telo« vina. Preparat vsebuje Cisti sev MKB Oenococcus oeni.
Prilagojen je na veliko vsebnost alkohola (16 vol.%), deluje pri pH veéjim od 3,1 in pri
temperaturi 16 °C (Lallemand, 2010b).

3.1.2.4 Mlecnokislinske bakterije ENOFERUM BETA

ENOFERM BETA so bile izolirane v ltaliji in se jih najbolje uporablja za povecanje
taninske strukture ter sadno-sortnega znacaja v rdecih vinih. Tolerantne so na pH 3,2, do
60 mg/L SO, ter prilagojene na veliko vsebnost alkohola (16 vol.%). Delujejo nad 14 °C
(Lallemand, 2010b).

3.1.2.5 Hrana za mle¢nokislinske bakterije ACTI-ML

ACTI-ML je specificna meSanica neaktivnih kvasovk, ki je bogata z aminokislinami,
minerali, kofaktorji in vitamini. Doda se jo v vino skupaj z mle¢nokislinskimi bakterijami
(Lallemand, 2010a).

3.2 SORTA 'MERLOT

Sorta 'Merlot' spada po poreklu v skupino zahodnoevropskih sort — Proles occidentalis
Negr. lzvira iz Francije (originalno ime 'Merlot noir'), in sicer iz okolice Bordeauxa.
Najve¢ ga gojijo v njegovi domovini, v Sloveniji pa samo v primorski vinorodni dezeli.
Vrsicek mladike je svetlozelen, pajCevinasto obrasel ter ima roznat vrh, list je srednje
velik, tro- ali petdelen, globoko narezan in temnozelene barve. Grozd je srednje velik,
valjaste oblike, raztresen in véasih tudi z enim ali dvema krilcema ter z dolgim in do
¢lenka olesenelim grozdnim pecljem. Jagoda je okroglaste oblike, modre barve in precej
naprasena. Jagodna kozica je srednje debela, meso je precej Cvrsto, sok malo rdeckast,
sladek in prijetnega okusa. Masa grozda je med 120 in 140 g, vsebnost sladkorja pa v
mostu doseze povpre¢no 80 °Oe. Pridelek sorte 'Merlot' je dokaj velik, posebej pri
povisanih gojitvenih oblikah z dolgo rezjo. Obcutljiv je na sivo grozdno plesen
(Botryotinia fuckelia Persoon), proti peronospori (Plasmopara viticola (Berk. &
M.A.Curtis) Berl. & De Toni in Sacc.) in oidiju (Uncinula necator (Schwein.) Burrill) je
srednje odporen (Hréek in Korosec-Koruza, 1996).

Barva mladega vina merlot je rubinasto rdeca, ki pa se z leti hitro spreminja in dobiva
najprej zlate, sledijo jantarni, nato rjavkasti toni barve. Mlado vino ima vonj po zrelejsih
rdeCih sadezih, kot so ¢esnje, murve, slive, pa tudi po cvetju (vrtnici). Z leti se pojavijo
rastlinski vonji, kot tudi vonji po humusu, podrasti, zivalskem usnju in drugo. Razvoj vina
merlot je bistveno hitrejsi od vina cabernet sauvignon (Nemanic, 1996).
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3.3 ZASNOVA POSKUSA

Poskus smo zastavili konec septembra leta 2010 v vinski kleti TomaZza Vidmarja v Braniku
v Vipavski dolini. Grozdje sorte 'Merlot' pridelano iz lastnega vinograda smo najprej
specljali in zdrozgali. Nato smo drozgi dodali kvasovke UVAFERUM 229 za rdeca vina in
hrano za kvasovke. Zaradi slabega letnika in kakovosti grozdja smo v drozgo dodali Se 5
o/hL K3S,0s, predvsem zato, da bi drozgo zaScitili pred oksidacijo in morebitnim
delovanjem nezazelenih mikroorganizmov. Sledila je osemdnevna maceracija z
alkoholnim vrenjem v vinifikatorju pri temperaturi 24 °C. Po koncani alkoholni
fermentaciji smo delno povreto drozgo stisnili v pnevmati¢ni stiskalnici firme Amava s.p..

Potek poskusa bioloskega razkisa smo izvedli na Biotehniski fakulteti v Ljubljani na
Oddelku za zivilstvo v tehnoloSkem laboratoriju Katedre za tehnologijo prehrane in vina.
Potek poskusa z bioloskim razkisom vina merlot je prikazan na sliki 1.

Preglednica 2: Obravnavanja pri poskusu z bioloskim razkisom vina merlot pridelanega v Vipavski dolini
leta 2010

Okrajsava Obravnavanje

k Kontrola (brez bioloskega razkisa)

S Spontani bioloski razkis

b Voden bioloski razkis z MKB ENOFERUM BETA

b+h Voden bioloski razkis z MKB ENOFERUM BETA in dodatkom hrane za bakterije ACTI-
ML

I Voden bioloski razkis z MKB LALVIN VP41

I+h Voden bioloski razkis z MKB LALVIN VP41 in dodatkom hrane za bakterije ACTI-ML

V vina z oznakama »b« in »b+h« smo dodali mlecnokislinsko bakterijo vrste Oenococcus
oeni enoferum BETA, medtem ko pa smo Vv vina oznacena z »l« in »l+h« dodali VP41.
Vino oznaceno s »s« je bilo izpostavljeno spontanemu bioloskemu razkisu. Kontrolni
vzorec »k« je bil zveplan z 10 g/hL K;S,0s, da bi preprecili morebiten potek bioloskega
razkisa. V vina z oznakama »b+h« in »l+h« smo dodali hrano za mle¢nokislinske bakterije,
in sicer ACT-ML.

Pred inokulacijo smo opravili osnovne kemijske analize mladega vina. Potek bioloskega
razkisa smo spremljali tedensko, in sicer z merjenjem pH in vsebnosti skupnih titrabilnih
kislin. S papirno kromatografijo smo se dodatno spremljali vsebnost mle¢ne, jabol¢ne in
vinske kisline. Po 21 dneh, ko je spontan in voden bioloski razkis prakti¢no potekel, Smo
vzorce vina zveplali in pretocili ter nato opravili Se kemijske analize in senzori¢no analizo
vina.
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Hrana za kvasovke
K2S20,

A 4

Potek alkoholnega vrenja

A 4

OSNOVNO (MLADO) VINO

Y

Osnovne kemijske

analize
Kontrola (7 °C) SONTAN INOKULACIA
1* 27 litrov (19-20 °C) (19-20 °C)
K (z Zveplom) 1*27 litrov 4*27 litrov
S (brez zvepla)
A
b+h;
ENUFERUM
v Beta+ hrana ACTL-ML

A 4

I; LALVIN VP41

b; ENUFERUM BETA

I+h; LALVIN VP41
+ hrana ACTI- ML

A 4 A 4

A 4

Spremljanje bioloskega razkisa vina (21. 10.; 28. 10.; 4. 11.)

A 4

Zakljucek bioloskega razkisa (4. 11.)

A 4

Zveplanje in pretok vzorcev vina (5. 11.)

NS

Kemijske analize vina (9.11.)

Senzori¢ne analize vina (9.11.)

Slika 1: Prikaz poteka poskusa z bioloskim razkisom
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3.4 METODA DELA

Kemijske analize smo opravili v vinu pred zaetkom, med in po kon¢anem bioloSkem
razkisu. V vinu smo pred in po bioloskem razkisu izmerili naslednje:
e vrednost pH,
e puferno kapaciteto,
e vsebnost skupnih (titrabilnih) kislin,
e vsebnost sladkorja prostega ekstrakta,
e vsebnost alkohola,
e vsebnost prostega in skupnega zvepla,
vsebnost hlapnih kislin,
vsebnost skupnih fenolov,
ton in intenziteto barve,
vsebnost ostanka nepovretega sladkorja.

Po bioloskem razkisu smo vina tudi organolepti¢no ocenili.

3.4.1 Fizikalne in kemijske analize mosta in vina
3.4.1.1 Merjenje pH vina

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 HzO * ionov v raztopini.
Preden zanemo elektrodo uporabljati, jo moramo umiriti na pH 4,0 in 7,02, nato pa Se
preveriti vrednost pufra pri pH 3,0. Merimo tako, da elektrodo potopimo v most ali vino in
pocakamo, da se pH umiri. Vrednost pH mora biti merjen pri temperaturi 20 °C, ker je le-
ta zelo odvisen od temperature mosta oziroma vina (Ko$merl in Kag¢, 2007).

3.4.1.2 Merjenje titrabilnih in skupnih kislin

Za merjenje titrabilnih in skupnih kislin v mo$tu in vinu smo uporabili potenciometri¢no
metodo, ki jo navajata KoSmerl in Ka¢ (2007). Pri Kislinsko-bazni potenciometri¢ni titraciji
smo merili 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 H3O * ionov v
raztopini. Za mirjenje smo uporabili kombinirano stekleno elektrodo. Na avtomatskem
titratorju je potekala titracija z 0,1 M raztopino NaOH do kon¢ne tocke titracije pH=7,2
oziroma pH=8,2.
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3.4.1.3 Merjenje orientacijske puferne kapacitete

Puferno kapaciteto mosta ali vina opiSemo kot lastnost mosta ali vina, da se njun pH ob
dodatku znanih koli¢in kislin ali baz bistveno ne spremeni. Je funkcija pH. Mostu ali vinu,
ki sta raztopini razli¢nih Sibkih organskih kislin, lahko puferno kapaciteto, ki je dodana
lastnost, ocenimo na osnovi koncentracije vsake posamezne kisline in njene pKa vrednosti.
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 je steklena
elektroda (merilna) in ima potencial, ki je funkcija aktivnosti HsO * ionov v raztopini.
Uporabljamo pH meter s skalo v pH enotah (Kosmerl in Kac, 2007).

3.4.1.4 Merjenje relativne gostote, skupnega ekstrakta in alkohola

Termostatiranim vzorcem vina (20 °C) smo izmerili relativno gostoto z denziometrom po
metodi Kosmerl in Ka¢ (2007). Nato smo to¢no dolo¢en volumen (100 ml) ponovno
termostatiranega vzorca predestilirali z destilacijsko napravo v 100 ml merilno bucko. Po
destilaciji smo dobljeni alkoholni destilat termostatirali in izmerili njegovo relativno
gostoto z denziometrom. Poleg relativne gostote smo od¢itali tudi koncentracijo
(volumenski delez) alkohola.

3.4.1.5 Merjenje vsebnost reducirajocih sladkorjev v mostu in vinu

S Fehlingovim reagentom in s segrevanjem reakcijske meSanice do vrenja kvantitativno
oksidiramo reducirajo¢e sladkorje do karboksilnih Kislin. Dvovalentni bakrov ion iz
reakcijske zmesi se reducira do bakrovega enovalentnega iona, tako da se izlo¢i oborina
bakrovega(l) oksida. Bakrovi dvovalentni ioni, ki niso reagirali oziroma se niso reducirali,
se ob dodatku raztopine kalijevega jodida v kislem reducirajo, nastali jod pa titrimeti¢no
merimo z raztopino natrijevega tiosulfata v prisotnosti $krobovice kot indikatorja.
Koncentracijo reducirajocih sladkorjev od¢itamo v g/L direktno iz birete, ob upoStevanju
slepega vzorca. Pri slepem vzorcu namesto vina odmerimo enako koli¢ino destilirane vode
(Kosmerl in Kac, 2007).

3.4.1.6 Merjenje hlapnih kislin v vinu

Vsebnost hlapnih kislin v vinu smo merili z destilacijsko metodo (Ko$merl in Ka¢, 2007).
Ob dodatku vinske kisline in protipenilca destiliramo z vodno paro. Po konc¢ani destilaciji
vzorcu dodamo indikator fenolftalein in titriramo s standardno vodno raztopino natrijevega
hidroksida. Rezultat izrazimo kot masno koncentracijo ocetne kisline (g/L).
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MK = a*c*M (g/mol)*(50/1000) = a*0,3 (1)

Legenda:

HK... koncentracija hlapnih kislin, izrazena kot ocetna kislina (g/L)
a... poraba titranta (ml)

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

50... razrecitveni faktor

M... molska masa ocetne kisline (60,05 g/mol)

3.4.1.7 Merjenje barve vina

Obarvanost belih vin merimo neposredno s spektrofotometrom, in sicer merimo
absorbanco vzorca pri valovni dolzini 420 nm. V SirSem spektru svetlobe od 400 do 440
nm lahko izmerimo tudi odtenek rjave barve belih vin. Z merjenjem absorbance pri
valovnih dolZinah 420 nm, 520 nm in 620 nm pa merimo barvo rdec¢ih vin, ki jih moramo
predhodno ustrezno razred¢iti s puferno raztopino, obi¢ajno v razmerju 1:10. Intenziteto
barve vina izraGunamo z vsoto absorbanc izmerjenih pri 420 nm, 520 nm in 620 nm,
medtem ko ton barve iz razmerja absorbanc pri 420 nm in 520 nm. Za red¢enje uporabimo
puferno raztopino, katere pH je ¢im bolj enak pH analiziranega vzorca (Ko$merl in Kag,
2007).

3.4.1.8 Merjenje zveplovega dioksida v vinu po Ripperju

Merjenje vsebnosti prostega in skupnega zZveplovega dioksida po metodi Ripper temelji na
oksidacijsko-redukcijski reakciji z raztopino joda. Za merjenje prostega SO, vzorec vina
najprej nakisamo z dodatkom Zveplove(VI) kisline (s tem zmanjSamo oksidativni vpliv
vina, predvsem 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 kon¢ni tocki titracije prebita koli¢ina joda obarva raztopino
joda. Za merjenje koncentracije skupnega SO, po vzorcu vina najprej dodamo 1 M
raztopino NaOH, da dosezemo hidrolizo vezanega SO,. Nato sledi dodatek ostalih
reagentov in jodometri¢na titracija po Kosmerl in Ka¢ (2007).

3.4.1.9 Merjenje fenolnih snovi v vinu

Za merjenje koncentracije skupnih fenolnih snovi smo dodali v vino reagent Folin-
Ciocalteu (F.C.), ki v alkalni raztopini (dodatek natrijevega karbonata) oksidira fenolne
spojine. Absorbanco reakcijske mesanice izmerimo pri valovni dolzini 765 nm. Masno
koncentracijo skupnih fenolnih spojin od¢itamo iz umeritvene krivulje in rezultat izrazimo
kot mg galne kisline/L. Galno kislino uporabimo kot standardno referencno spojino za
merjenje skupnih fenolnih spojin (Kosmerl in Kag¢, 2007).
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3.4.1.10 Merjenje vsebnosti vinske, jabol¢ne in mle¢ne kisline s papirno kromatografijo

S papirno kromatografijo locujemo komponente, ki so obarvane ali se dajo obarvati. Topilo
potuje navzgor po papirju in s seboj nosi komponente, topne v topilu. Zaradi razli¢ne
topnosti v topilu in razli¢nih interakcij med papirjem in komponentami se snovi lahko
lo¢ijo. Vidne so pod UV svetlobo ali z dodatkom ninhidrina. S papirno kromatografijo smo
zasledovali jabol¢no, mle¢no in vinsko kislino v vzorcih, kjer je potekal bioloski razkis.

Najprej pripravimo raztopino za razvijanje, in sicer tako da zmeSamo 2 dela pripravljene
raztopine 1-butanola (500 ml 1-butanola + 0,5 g bromfenol plavi) in 1 del raztopine ocetne
kisline (1:1). Raztopino vlijemo v posodo za razvijanje in pustimo stati vsaj pol ure.
Pripravimo tudi standarde, in sicer naslednje raztopine kislin:

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

e jabol¢na kislina (500 mg zatehtamo v 50 ml bu¢ko in dopolnimo do oznake);

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

Za papirno kromatografijo uporabljamo kromatografski papir viSine 13 cm. S stekleno
kapilaro nanasamo standarde in vzorce 2 cm od spodnjega roba in s 3 cm presledki, vedno
enakega volumna. Standardi si sledijo v zaporedju jabol¢na, vinska in mle¢na kislina. Po
vsakokratnem nanosu kapilaro trikrat izperemo. Ko kon¢amo z nanosi, papir osusimo in ga
prenesemo v posodo za razvijanje. Razvijanje je koncano, ko topilo doseze nivo 1-1,5 cm
pod vrhom. Kromatogram osus$imo in od¢itamo rezultate (Kosmerl in Kag¢, 2007).

3.4.2 Senzori¢ne analize moS$ta in vina

Senzoriko vina smo opravili po 20-tockovni Bauxbaum metodi. Najvecje mozno Stevilo
tock, ki ga vino lahko dobi, je 20. Senzori¢no oceno vina se izrauna tako, da se najniZja in
najvisja ocena, ki jo pokusevalci dajo vinu, izlo¢ita. Kon¢na ocena je srednja vrednost
ostalih ocen, ki daje realno oceno o vinu. Po pravilniku o postopku in na¢inu ocenjevanja
vina in drugih proizvodov iz grozdja in vina (2000) poteka senzoriéno ocenjevanje po
dopolnjenem 20 to¢kovni metodi Bauxbaum, kjer ocenjujemo:

e Dbistrost vina 0-2 toc¢ki,
barvo vina 0-2 tocki,
vonj vina 0-4 tocke,
okus vina 0-6 tock,
harmonicnost vina 0-6 tock.

Po tem pravilniku lahko vino dobi naslednje kakovostne oznake:
e vino, ocenjeno z najmanj 12,1 tocke: namizno vino z nekontroliranim geografskim
poreklom,
e vino, ocenjeno z najmanj 14,1 tocke: namizno vino z geografsko oznako oziroma
dezelno vino PGO,
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e vino, ocenjeno z najmanj 16,1 tocke: kakovostno vino z zasCitenim geografskim
poreklom oziroma kakovostno vino ZGP,

e vino,ocenjeno z najmanj 18,1 tocke: vino ki ima zaradi ocene, v prometu oznako
vrhunsko vino ZGP.

V praksi so vina z oceno med 16,0 in 17,0 kakovostna, z oceno med 17,0 in 18,0 pa visoko
kakovostna. Ce vino pridobi manj kot 12,1 tocke, ni primerno za promet.

3.4.3 Statisti¢na analiza

V poskusu dobljene rezultate smo pripravili in uredili s programom EXCEL XP. Tako
urejene podatke smo statisticno obdelali z raCunalniskim programom SAS (SAS Software.
Version 8.01.1999) z multiplo analizo variance — proceduro GLM (General Linear
Models).

Statisti¢ni model za kemijske in senzori¢ne parametre vin sorte '‘Merlot', po zakljuceni
jabol¢no-mle¢nokislinski fermentaciji, je vkljuéeval vplive razliénih potekov jabol¢no-
mlec¢nokislinskih fermentacij (N), kar je prikazano v spodnji enacbi.

Yij=u + MKF; + Eij (2)

Kjer pomeni y;; = ij-to opazovanje; p = povprecno vrednost; MKF — vpliv razli¢nih potekov
jaboléno-mleénokislinskih fermentacij (kontrola, spontan, vodena MKF z dodatkom dveh
razli¢nih bakterij; z dodatkom hrane za bakterije in brez) in e; = ostanek. Srednje
vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izracunane z uporabo Duncanovega testa in
so primerjane 5 % tveganju (SAS Software, 1999). Rezultati meritev so prikazani kot
povprecna vrednost s standardno napako. Statisti€no znacilne razlike med obravnavanji
istega vzor€enja so prikazane z razlicnimi ¢rkami.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI KEMIJSKIH ANALIZ VINA

4.1.1 Vrednosti pH vina

Vpliv pH se kaze v selektivnem delovanju na mikroorganizme, v intenzivnosti in odtenku

barve, okusu ter oksidacijsko-redukcijskem potencialu (Kosmerl in Kac¢, 2007). Na sliki 2
so prikazane povprecne pH vrednosti vina merlot glede na obravnavanje.
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3,5 1

3,45

Zacetek 1. teden 2. teden 3. teden Konec

Trajanje bioloskega razkisa

Slika 2: Povpreéni pH s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini glede na
nacin bioloskega razkisa

Na sliki 2 vidimo, da se je pH vina, kjer je potekel bioloski razkis, med poskusom povecal.
Pred zacetkom bioloskega razkisa je bil pH vina 3,51. Med poskusom se je pH povecal za
od 0,25 do 0,30 enote, razen pri kontroli, kjer je pH ostal skorajda nespremenjen. Od
prvega tedna pa do konca poskusa so se med obravnavanji pokazale statisticno znacilne
razlike. V prvem tednu bioloskega razkisa smo statisti¢no najvecji pH izmerili pri kontroli
ter obravnavanjih »l« in »l+h«. Prav pri kontroli smo na koncu poskusa izmerili statisti¢éno
najmanjSe razlike, medtem ko pri obravnavanjih »s« in »b+h« najve¢ji 3,70 pH.

4.1.2 Vsebnost titrabilnih in skupnih kislin

Med alkoholno fermentacijo in po njej nastajajo poleg Ze obstojecih vinske, jabol¢ne in
citronske kisline S$e ocetna, propionska, piruvacna, mle¢na, jantarna, glikolna,
galakturonska, glukonska, oksalna in fumarna kislina (Kosmerl in Ka¢, 2007). Na slikah 3
in 4 so prikazane povprecne vsebnosti titrabilnih in skupnih kislin v vinu merlot glede na
obravnavanje.
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Slika 3: Povpreéna vsebnost titrabilnih kislin (g/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta 2010
v Vipavski dolini glede na nadin bioloskega razkisa

Iz slike 3 je razvidno, kako so se vsebnosti titrabilnih kislin zmanj$ale v vinih, kjer je
potekel bioloski razkis. Pred zacetkom bioloskega razkisa je bila vsebnosti titrabilnih kislin
6,9 g/L. Tekom poskusa so se vsebnosti skupnih kislin zmanjsale za od 1,37 do 1,75 g/L,
razen pri kontroli, kjer se vsebnost skupne kisline zmanjsa le za 0,50 g/L. Od prvega tedna
pa do konca poskusa so se med obravnavanji pokazale statisticno znacilne razlike. Po
bioloskem razkisu smo statisticno najve¢jo vsebnost skupnih kislin izmerili pri kontroli
(6,40 g/L), medtem ko najmanjSo vsebnost pri spontanem bioloSkem razkisu (5,15 g/L).
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Slika 4: Povprecna vsebnost skupnih kislin (g/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta 2010 v
Vipavski dolini glede na na¢in bioloskega razkisa
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Na sliki 4 je razvidno, da so se vsebnosti skupnih kislin zmanjsale v vinih, kjer je potekel
bioloski razkis. Pred zacetkom bioloSkega razkisa je vsebnost skupnih kislin v vseh vinih
7,27 g/L. Tekom poskusa se je vsebnost skupnih kislin zmanjsala od 1,3 do 1,5 g/L, razen
pri kontroli, kjer se je vsebnost skupnih kislin zmanjsala za 0,4 g/L. Od prvega tedna pa do
konca poskusa so se med obravnavanji pokazale statisticno znacilne razlike. Po bioloSkem
razkisu smo statisticno najve¢jo vsebnost skupnih kislin izmerili pri kontroli (6,82 g/L),
medtem ko najmanjSo vsebnost pri spontanem razkisu (5,67 g/L).

4.1.3 Orientacijska puferna kapaciteta vina

Puferno kapaciteto vina opiSemo kot lastnost vina, da se njegov pH ob dodatku znatnih
kolic¢in kislin ali baz bistveno ne spremeni. Puferna kapaciteta je funkcija pH (Kosmerl in
Kac¢, 2007). Na sliki 4 so prikazane povpreéne orientacijske puferne kapacitete vina glede
na obravnavanje pred in po bioloskem razkisu vina merlot.
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Slika 5: Povpre¢na orientacijska puferna kapaciteta (mmol/L/pH) s standardno napako v vinu merlot
pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini glede na trajanje bioloskega razkisa

Puferna kapaciteta se je po zaklju¢enem bioloskem razkisu v vseh vinih zmanjsala (slika
5). Pred zaCetkom bioloskega razkisa je bila orientacijska puferna kapaciteta v vseh vinih
45 mmol/L/pH. Po kon¢anem bioloskem razkisu smo statisticno najvecjo vsebnost
orientacijske puferne kapacitete izmerili pri kontroli (40,6 mmol/L/pH), medtem ko
statisticno najmanjS$o pri obravnavanju »b« (38,8 mmol/L/pH). Razlike v orientacijski
puferni kapaciteti med ostalimi obravnavanji niso bile statisti¢no znacilne.

4.1.4 VVsebnost hlapnih Kislin v vinu

Hlapne kisline v vinu so predvsem ocetna, mravlji¢na in butanojska kislina. Obicajno
vsebujejo mlada vina manj hlapnih kislin kot stara. Med ¢isto alkoholno fermentacijo vina
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S kvasovkami nastanejo kot stranski produkt manjse koli¢ine hlapnih kislin (do 0,3 g
ocetne kisline/L). Pri bioloskem razkisu tvorijo mle¢nokislinske bakterije tudi manjSe
koli¢ine ocetne Kisline, predvsem z razgradnjo citronske Kisline (KoSmerl in Ka¢, 2007).
Na sliki 6 so prikazane povprecne vsebnosti hlapnih kislin v vinu glede na obravnavanje
pred in po bioloskem razkisu vina merlot.
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Slika 6: Povpre¢na vsebnost hlapnih kislin (g/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta 2010 v
Vipavski dolini pred zac¢etkom in po konanem bioloskem razkisu

1z slike 6 je razvidno povecanje vsebnost hlapnih kislin po zaklju¢enem bioloskem razkisu.
Pred zacetkom bioloskega razkisa je vsebnost hlapnih kislin v vinu 0,34 g/L. Po kon¢anem
bioloskem razkisu smo statisticno najve€jo vsebnost hlapnih kislin izmerili pri
obravnavanjih »b«, »b+h« in »l« (povprecno 0,53 g/L), medtem ko smo statisti¢no
najmanj$o vsebnost hlapnih kislin izmerili pri kontroli (0,44 g/L). Vsebnosti hlapnih kislin
so v vseh vinih v poskusu pod senzori¢no zaznavo.

4.1.5 Vsebnost alkohola

Glavni produkt alkoholne fermentacije s kvasovkami je nastanek etanola iz glukoze in
fruktoze v moStu. Koncentracija etanola v vinu je odvisna od sorte, nacina trgatve,
vsebnost fermentativnih sladkorjev (zrelosti grozdja), seva kvasovk, vrelne temperature,
vsebnosti hranilnih snovi v grozdju in mostu in razmer alkoholnega vrenja (Kosmerl in
Kac¢, 2007). Na sliki 7 so prikazane povpre¢ne vsebnosti alkohola v vinu glede na
obravnavanje pred in po bioloSkem razkisu vina merlot.
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Slika 7: Povprecna vsebnost alkohola (vol.%) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta 2010 v
Vipavski dolini pred zacetkom in po koncanju bioloskega razkisa

Vsebnost alkohola se je v vseh vinih v poskusu po bioloskem razkisu povecala (slika 7).
Pred zaletkom bioloskega razkisa je vsebnost alkohola 11,44 vol.%. Po koncanem
bioloskem razkisu smo statisti¢no najve¢jo vsebnost alkohola izmerili pri kontroli (11,64
vol.%), medtem ko statistiéno najmanjSo pa pri obravnavanju »l+h« (11,54 vol.%). To je
bila tudi najmanjSa vsebnost alkohola v primerjavi z ostalimi vzorci (slika 7). Razlike v
vsebnost alkohola med ostalimi obravnavanji niso bile statisti¢no znacilne.

4.1.6 Vsebnost skupnih ekstraktov

Skupni ekstrakt vina sestavljajo po definiciji O.1.V. pri 100 °C nehlapne komponente vina
(sladkorji, fiksne kisline, organske soli idr.). Na osnovi vsebnosti ekstrakta vina lahko
sklepamo na zacetno vsebnost sladkorja v moStu, iz katerega je bilo vino pridelano.
Sladkorja prosti ekstrakt (SPE) je po definiciji razlika med skupnim ekstraktom in
reducirajo¢imi sladkorji (Kosmerl in Kaé¢, 2007). Na sliki 8 so prikazane povprecne
vsebnosti skupnega ekstrakta v vinu glede na obravnavanje pred in po bioloskem razkisu
vina merlot.
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Slika 8: Povpre¢na vsebnost skupnega ekstrakta (g/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta
2010 v Vipavski dolini pred zacetkom in po kon¢anem bioloskem razkisu

Iz slike 8 je razvidno zmanjSanje vsebnosti skupnega ekstrakta po zakljuéenem bioloskem
razkisu. Pred zacetkom bioloskega razkisa je bila vsebnost skupnega ekstrakta 26,6 g/L v
vseh vzorcih. Po kon¢anem bioloSkem razkisu smo statisticno najvecjo vsebnost skupnega
ekstrakta izmerili pri kontroli (26,05 g/L), medtem ko smo statisticno najmanjSo vsebnost
izmerili pri obravnavanju »b+h« (24,5 g/L). Razlike v vsebnosti skupnega ekstrakta med
ostalimi obravnavanji niso bile statisti¢no znacilne.

4.1.7 Vsebnost reducirajocih sladkorjev

Prevladujoca sladkorja v grozdju, mostu in vinu sta glukoza in fruktoza, manj je saharoze
in ostalih sladkorjev, posebno nefermentativnih pentoz. Vsebnost sladkorja v
dozorevajoéem grozdju je pomemben dejavnik pri dolocanju Casa trgatve in kakovosti
pridelka (Kosmerl in Ka¢, 2007). Na sliki 9 so prikazane povpreéne vsebnosti
reducirajocih sladkorjev v vinu glede na obravnavanje pred in po bioloSkem razkisu vina
merlot.
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Slika 9: Povpre¢na vsebnost reducirajo¢ih sladkorjev (g/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem
leta 2010 v Vipavski dolini pred zacetkom in po kon¢anem bioloskem razkisu

Vsebnost reducirajocih sladkorjev se je po bioloskem razkisu zmanjsala v vseh vinih. Pred
zacCetkom bioloSkega razkisa je bila vsebnost reducirajocih sladkorjev v vseh vzorcih 2,15
g/L. Po koncanem bioloskem razkisu smo statisticno najvecjo vsebnost reducirajocih
sladkorjev izmerili pri spontanem (1,75 g/L), medtem ko statisticno najmanj$o pri
obravnavanjih kontrole, »b+h«, »l« in »l+h« (1,35-1,45 g/L).

4.1.8 Vsebnost prostega in skupnega Zveplovega dioksida

Prosti SO, je definiran kot nevezana oblika SO, v vinu, zveplov dioksid, ki ni vezan na
acetaldehid, druge aldehide ali organske spojine. V vinu je raztopljen kot SO, in kot HSO3’
Skupni SO; je definiran kot vsota vseh oblik zveplovega dioksida v vinu (molekularna,
bisulfitna in sulfitna), bodisi v prosti ali vezani obliki. Porabniki zvepla so acetaldehid,
piruvacna kislina, a—ketoglutarjeva Kislina, ksiloza, galakturonska kislina, glukoza
(Kosmerl in Kag¢, 2007). Na slikah 10 in 11 so prikazane povpreéne vsebnosti prostega in
skupnega zvepla v vinu glede na obravnavanje pred in po bioloSkem razkisu vina merlot.
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Slika 10: Povpre¢na vsebnost prostega zvepla (mg/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta
2010 v Vipavski dolini pred zac¢etkom in po kon¢anem bioloskem razkisu

Na sliki 10 je razvidno poveCanje vsebnosti prostega SO, v vseh vinih po konfanem
bioloskem razkisu. Najvecjo vsebnost prostega SO, smo izmerili v vinu kontrole (54
mg/L), ki se je statisti¢no razlikovala od obravnavanja »l+h« (26,54 g/L). Kontrolni vzorec
je bil pred nastavitvijo poskusa dozveplan, zato da bi preprecili potek MKF. Razlike v
vsebnosti prostega zvepla med ostalimi obravnavanji niso bile statisti¢no znacilne.
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Slika 11: Povpre¢na vsebnost skupnega Zzvepla (mg/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta
2010 v Vipavski dolini pred zacetkom in po kon¢anem bioloskem razkisu

Pri¢akovano se je tudi vsebnost skupnega SO, v vinu po bioloSkem razkisu povecala pri
vseh obravnavanjih (slika 11). Najvecjo vsebnost skupnega SO, smo izmerili v vinu
kontrole (60 mg/L) in se je statisti¢no razlikovala od obravnavanja »l« (27,46 mg/L).
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4.1.9 Vsebnost skupnih fenolov

Fenolne snovi so pomembne, saj prispevajo k barvi, okusu in stabilnosti vina, v ve¢jih
koncentracijah pa so odgovorne za trpek in grenek okus. V prisotnosti kisika hitro
oksidirajo in povzro¢ajo rjavenje vina (Kosmerl in Ka¢, 2007). Na sliki 12 so prikazane
povprecne vsebnosti skupnih fenolov v vinu merlot glede na obravnavanje pred in po
bioloskem razkisu.
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Slika 12: Povprecna vsebnost skupnih fenolov (mg/L) s standardno napako v vinu merlot pridelanem leta
2010 v Vipavski dolini pred zacetkom in po kon¢anem bioloskem razkisu

Na sliki 12 je razvidno zmanjSanje vsebnosti skupnih fenolov po zaklju¢enem bioloskem
razkisu vina merlot. Pred potekom bioloskega razkisa je bila vsebnost skupnih fenolov v
vseh vinih 2018 (mg/L). Najvecjo vsebnost skupnih fenolov je imela kontrola (1920 mg/L)
in se je statisti¢no razlikovala od obravnavanja »b« (1850 mg/L). To je bila tudi najmanjsa
vsebnost skupnih fenolov v primerjavi z ostalimi vzorci (slika 11). Razlike v vsebnosti
skupnih fenolov med ostalimi vzorci niso bile statisti¢no znacilne.

4.1.10 Barva vina

Barvo vina okarakterizirata ton (odtenek ali niansa) in intenziteta (svetlost) barve. Oba
barvna parametra sta odvisna od zrelosti grozdja, trajanja maceracije, fermentacijskih
razmer in zorenja ali staranja vina (Kosmerl in Ka¢, 2007). Na slikah 13 in 14 so prikazane
intenzitete in toni barve vina merlot pred in po bioloskem razkisu.
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Slika 13: Povpreéna intenziteta barve v vinu merlot pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini pred in po
kon¢anem bioloskem razkisu

Intenziteta barve se je po konCanem bioloski razkisu zmanjSala v vseh vinih. Pred
bioloSkim razkisom je bila povprecna intenziteta barve vina 10,68, medtem ko je po
bioloskem razkisu imelo najvecjo intenziteto vino kontrole (7), najmanjSo pa vino
obravnavanja »b« (5,32).
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Slika 14: Povpre¢ni ton barve vina merlot pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini pred in po kon¢anem
bioloskem razkisu

Po kon¢anem bioloSkem razkisu se je ton barve v vinu merlot v povprecju povecal, kar pa
ne moremo trditi za vino kontrole (slika 14). Pred bioloSkim razkisom je bil povpre¢ni ton
vina 0,60. Po bioloskem razkisu se je ton barve vina kontrole zmanjsal za 0,08, medtem ko
se je pri ostalih obravnavanjih le-ta povecal za od 0,09 do 0,12.
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4.1.11 Rezultati spremljanja bioloskega razkisa s papirno kromatografijo

|

Slika 15: Kromatogram organskih kislin po prvem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vinu merlot
pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini

Slika 15 prikazuje rezultate po prvem tednu spremljanja bioloSkega razkisa v vzorcih vina.
Prvi trije vzorci so standardne raztopine jabol¢ne, mle¢ne in vinske kisline, nato pa si
sledijo vzorci v naslednjem vrstnem redu: 1 (kontrola), 2 (spontan), 3 (»b«), 4 (»b+h), 5
(»l«) in 6 (»l+h«). Na kromatografskem papirju se vidi pocasen zacetek bioloSkega razkisa
pri vseh vzorcih.

Slika 16: Kromatogram organskih kislin po drugem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vinu merlot
pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini

Slika 16 prikazuje rezultate po drugem tednu spremljanja bioloSkega razkisa v vzorcih
vina. Pricakovano se je vsebnost mlecne kisline povecala, medtem ko se je vsebnost
jabol¢ne kisline zmanjsala, kar potrjuje uspesnost poteka bioloskega razkisa v vinih 2, 3, 4,
5, 6. Pri vzorcu 1 (kontrola) ni bilo sprememb.
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Slika 17: Kromatogram organskih kislin po tretjem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vinu merlot

pridelanem leta 2010 v Vipavski dolini

Slika 17 prikazuje rezultate po tretjem tednu spremljanja bioloskega razkisa v vzorcih vina.
V treh tednih se je vsa jabol¢na kislina pretvorila v mle¢no kislino v vzorcih, kjer je
potekel bioloski razkis. Samo pri vzorcu vina kontrole je vsebnost jabol¢ne kisline ostala

nespremenjena, kar je bilo pri¢akovano.

4.2 SENZORICNA ANALIZA VINA MERLOT
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Slika 18: Povpreéna senzori¢na ocena vina merlot po metodi Buxbaum, pridelanem leta 2010 v Vipavski

dolini

Vina v poskusu so pri ocenjevanju dobila od 16,3 do 17,4 tock. Najbolje ocenjeno vino je
bilo obravnavanja »l+h« (17,4) in se je statisticno najbolj razlikovalo od kontrole (16,3),
kjer bioloski razkis ni potekel. To je tudi najmanj$a ocena vina v primerjavi z ostalimi
vzorci. Obravnavanji »b« (16,5) in »l« (17,2) sta v primerjavi z obravnavanji »b+h« in

»l+h« dobili za 0,2 tocki vecjo oceno.
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5 RAZPRAVA
5.1 KEMIJSKA ANALIZA VINA
5.1.1 Vrednost pH

Vrednost pH se je med bioloskim razkisom povecala, kar bi lahko bila posledica pretvorbe
mlecne iz jabol¢ne kisline. Povecanja pH vina pri kontroli ne prepisujemo bioloskemu
razkisu, ampak izloCanju vinskega kamna, predvsem zaradi hranjenja vina pri 7 °C. Pri
spontanem bioloSkem razkisu in obravnavanjih »b«, »b+h«, »l« in »l+h« se je pH povecal
za 0,19 na konc¢nih 3,70. Pri pH vina smo med spontanim in vodenim bioloskim razkisom
izmerili majhne razlike. Prav tako tudi dodatek hrane k starterskim kulturam MKB ni
znatno spremenil pH, je pa pospesil dvig pH med poskusom. Pri spontanem bioloskem
razkisu prvi in drugi teden MKB Se niso bile aktivirane, delovati zacno Sele tretji teden.
Pri vodenih bioloskih razkisih MKB delajo ze 2. teden, vendar se do konca izenacijo s
MKB spontanega razkisa. Po kon¢anem bioloSkem razkisu so bili pH ve¢ji od 3,50 kar
predstavlja nevarnost za razvoj kvarljivcev MKB (Vrs¢aj Vodusek, 2007).

5.1.2 Vsebnost titrabilnih in skupnih kislin

Pred nastavitvijo poskusa je bila koncentracija titrabilnih Kkislin v vinu merlot 6,9 g/L.
Vsebnost titrabilnih kislin se je v vseh vzorcih po pri¢akovanjih zmanjsala. Pri kontroli se
je prvi teden vsebnost titrabilnih kislin zmanjSa za 0,33 g/L in se do konca poskusa
skorajda ne spremeni vec. Posledica zmanj$anja vsebnosti titrabilnih kislin je izloCanje
vinskega kamna. Pri spontanem biolo§kem razkisu prvi in drugi teden prakti¢no ni zaznati
zmanjSanja vsebnosti kislin, kar se je pokazalo v tretjem tednu, ko se je le-ta zmanjSala na
kon¢nih 5,15 g/L. Pri vodenem bioloSkem razkisu »b« se je vsebnost titrabilnih kislin
zmanjSala na 5,29 g/L, pri vodenem bioloskem razkisu »l+h« pa na 5,49 g/L. Pri vzorcih
»b+th« in »l+he, kjer smo k MKB dodali hrano za bakterije, so bile zelo majhne razlike v
vsebnosti titrabilnih kislin.

Za skupne kisline velja enako kot za titrabilne kisline. Pred postavitvijo poskusa je bila
koncentracija skupnih kislin v vseh vzorcih 7,27 g/L. Ob koncu poskusa se je vsebnost
skupnih kislin zmanj$ala pri vseh vzorcih (slika 2 in 3).

5.1.3 Orientacijska puferna kapaciteta

Zacetna orientacijska puferna kapaciteta je bila 47 mmol/L/pH v vseh vzorcih. Tekom
poskusa se je po pri¢akovanjih zmanjSala. Po koncanem bioloskem razkisu ima najmanjSo
orientacijsko puferno kapaciteto vzorec s spontanim bioloSkim razkisom, najvecjo pa
kontrola. Razlika med njima je bila 1,2 mmol/L/pH. Pri ostalih vzorcih se je orientacijska
puferna kapaciteta prav tako zmanjSala, vendar med vzorci ni bilo bistvenih razlik. Iz
podatkov o titrabilnih kislinah in puferni kapaciteti je razvidno, da ima najvecjo puferno
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kapaciteto kontrola, kjer so se titrabilne kisline med poskusom najmanj zmanjsale.
Dobljeni rezultati tako v celoti sovpadajo s pricakovanimi.

5.1.4 Hlapne kisline

Vsebnost hlapnih Kislin se je po kon¢anem bioloskem razkisu v skladu s pricakovanji
povecala pri vseh vzorcih. Kljub povecanju hlapnih kislin so analizirani vzorci vsebovali
veliko manj kot 1,2 g/L hlapnih kislin, kar je zakonsko dolo¢ena meja za kakovostna in
vrhunska vina z geografskim poreklom (Pravilnik o pogojih ... , 2004). Zagetno vsebnost
0,34 g/L, so prekoracili vsi vzorci. Tako so dosegli najvecjo vsebnost hlapnih kislin
obravnavanji »b« in »b+h« (0,53 g/L), sledi »l« (0.52 g/L) ter »l+h« in spontan z 0,49 g/L.
Ugliano in Moio (2005) navajata, da so pri¢akovane povecane vsebnosti hlapnih kislin
zaradi poteka bioloskega razkisa okrog 0,42 g/L. Vsebnost hlapnih kislin se je povecala
tudi pri kontroli, vendar to pripisujemo moznosti rahle oksidacije.

5.1.5 Alkohol in reducirajo¢i sladkorji

Vsebnost alkohola se je po konfanem bioloSkem razkisu povecala, medtem ko se je
vsebnost reducirajocih sladkorjev zmanjSala v vseh vzorcih. Vino je pred potekom
bioloskega razkisa vsebovalo 11,44 vol.%. Po kon¢anem bioloskem razkisu ga je najvec
vseboval kontrolni vzorec (11,64 vol.%), zaradi tega je imel tudi ta vzorec najmanjSo
vsebnost reducirajocih sladkorjev. To pripisujemo moznosti alkoholnega povretja fruktoze
zaradi nezadostne zaséite z Zveplom. NajmanjSo vsebnost alkohola ima obravnavanje
»l+h« (11,54 vol.%), ostala obravnavanja pa imajo okrog 11,60 vol.% alkohola. Med
vzorci z razliénimi sevi MKB ter dodatki hranil k MKB ni bilo bistvenih razlik pri koncni
vsebnosti alkohola. Po koncanem bioloskem razkisu so priCakovane vecje vsebnosti
alkohola zaradi etanola kot stranskega produkta metabolizma sladkorjev pri
mlec¢nokislinskih bakterijah (Ribéreau-Gayon in sod., 2000a).

5.1.6 Skupni ekstrakt

Vsebnost skupnega ekstrakta se je zmanjSala po koncanem bioloSkem razkisu v vseh
vzorcih. Vino je pred potekom bioloskega razkisa vsebovalo 26,6 g/L skupnega ekstrakta.
Kontrolni vzorec, ki ni bil podvrZzen aktivnosti MKB, je imel na koncu poskusa najvecjo
vsebnost ekstrakta, saj ni bilo razkisa (26 g/L), sledi mu vzorec spontanega razkisa (25
g/L), ter obravnavanja »b«, »b+h«, »l« in »l+h«, pri katerih se zmanjSa vsebnost ekstrakta
na 24,5 do 24,8 g/L. Do zmanjSanja skupnega ekstrakta v vinih, kjer je potekel bioloski
razkis, je prislo predvsem zaradi zmanjSanja glicerolov, kislin sladkorjev in organskih soli,
pri kontroli pa na racun izlo¢anja kalijevega hidrogentartrata (Vr$¢aj Vodusek, 2007).
Dokazali smo, da je imel bioloski razkis statisticno znacilen vpliv na vsebnost ekstrakta v
vinu.
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5.1.7 Prosti in skupni Zveplov dioksid

Pred potekom bioloSkega razkisa je bila vsebnost prostega Zvepla 11 g/L, vsebnost
skupnega zvepla pa 14,5 g/LL v vseh vzorcih. Pred nastavitvijo poskusa smo kontrolni
vzorec zveplali z 10 g/hL K,S,0s, da bi preprecili potek bioloskega razkisa. Po kon¢anem
bioloskem razkisu smo vse vzorce ponovno dozveplali. Kontrolni vzorec je vseboval 53
g/L prostega zvepla in 60 g/L skupnega zvepla, ostali vzorci pa so vsebovali od 26 do 28
g/L prostega zvepla in od 31 do 36 g/L skupnega zvepla. S kon¢nim zveplanjem smo pri
vzorcih popolnoma prekinili delovanje MKB in ostalih mikroorganizmov ter jih pripravili
na senzori¢no oceno.

5.1.8 Skupni fenoli

Vsebnost skupnih fenolov se je po kon¢anem bioloskem razkisu zmanjsala v vseh vinih,
najve¢ pri obravnavanju »b« za najve¢ 168 mg/L, sledijo mu »b+h« z 153 mg/L, »l+h« z
148 mg/L, spontan z 133 mg/L ter »l« z 128 mg/L.. Najmanj se je zmanjSala vsebnost
skupnih fenolov pri kontroli, in sicer za 98 mg/L. ZmanjSanje vsebnosti skupnih fenolov je
posledica absorbcije le-teh na MKB, kjer je potekel bioloski razkis (Ambrozi¢, 2006).

5.1.9 Barva vina
5.1.9.1 Intenziteta barve

Intenziteta barve se je zmanjSala po koncanem bioloskem razkisu v vseh vzorcih.
Povprecna intenziteta barve vina je bila 10,68. NajmanjSo intenziteto barve je imelo
obravnavanje »b« 5,32, najvecjo pa kontrola 7,00. Med ostalimi obravnavanji so bile zelo
majhne razlike. Zmanj$anje intenzitete barve rdeCega vina povezujejo s spremembo pH
(Cug, 2012). Zmanj$anje intenzitete barve v kontrolnem vzorcu je verjetno posledica
zveplanja vina pred nastavitvijo poskusa, medtem ko je zmanjSanje intenzitete barve v
vinih, kjer je potekel bioloski razkis, posledica zmanjSanja vsebnost acetaldehida, ki je
odgovoren za tvorbo stabilnih barvnih kompleksov z antocianini (Ambrozi¢, 2006). Zaradi
tega pride do izlo€anja antocianov.

5.1.9.2 Ton barve

Ton barve se je povecal po koncanem bioloSkem razkisu pri skoraj vseh vinih, razen pri
kontroli, kjer se je zmanjSal. Glede na zacetni ton barve se je najbolj povecal pri vinu s
spontanim BR, in sicer za 0,15, pri obravnavanjih »b«, »b+h«, »l« in »l+h« pa za od 0,09
do 0,12. Razlik v tonu barve v vinih, kjer smo uporabili razlicne seve MKB in hranila, ni
bilo. Pri kontroli je bil ton barve vina manjsi kot na zacetku (0,6), saj se je zmanjsal za
0,18. ZmanjSanje tona barve pripisujemo Zveplanju vina pred zacetkom poskusa.



34
Vidmar P. Vpliv bioloskega razkisa na kakovost vina merlot.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2012

5.2 SENZORICNA ANALIZA VINA

Najslabse ocenjeno je bilo vino kontrole, ki je dobilo 16,3 tocke. Vino je bilo ocenjeno kot
dokaj sortno prepoznavno, sadno, vendar z izstopajoco grobo kislino ter grenkim in trpkim
okusom. Barva vina je bila opisana kot presvetla.

Vini obravnavanj »b« in »b+h« sta bili ocenjeni s 16,5 in 16,7. Vino »b« je bilo opisano
kot vino zadrzanega vonja (zaznajo se tudi reduktivne note), na okusu je bilo dokaj
harmonic¢no, vendar trpko. Vino »b+h« je bilo podobno opisano kot predhodno, vendar z
nekoliko manjSo intenzivnostjo zaznave, za kar si je prisluzilo za 0,2 vecji odbitek tock.

Vino, kjer je potekel spontani bioloski razkis, je dobilo 16,8 tock. Bilo je »necisto« v vonju
in premalo sortno. V okusu je bilo vino dokaj harmoni¢no in bolj polno v primerjavi s
prej$njimi vini. Zaznana je bila trpkost, tako v okusu kot v pookusu.

Sledita $e vini z vodenim bioloskim razkisom. Vino »l« je dobilo skupaj 17,2 toc¢k. V opisu
je zelo podobno vinu »l+h«, vendar si je prisluzilo ve¢ji odbitek pri harmoniji in okusu.

Najboljse ocenjen je bil vzorec »l+hg, in sicer s 17,4 tockami. Vzorec je bil sortno
prepoznaven s prijetno sadno cvetlico. Na okusu je bilo vino harmoni¢no z nezno, mle¢no
kislino. Skratka v celoti prijetno, harmoni¢no vino.
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6 SKLEPI

e Vrednosti pH so se pri vseh vzorcih povecale, najbolj pri spontanem bioloskem
razkisu, najmanj pri kontroli.

e Bioloski razkis prispeva k zmanjSanju skupnih (titrabilnih) kislin v vinu v
povprecju za 1,7 g/L, posredno se prav tako zmanjsa vsebnost puferne kapacitete
vina.

e Vsebnosti hlapnih kislin so se po bioloskem razkisu povecale, vendar ne presegajo
kemijsko dovoljene meje in praga senzori¢ne zaznave.

e Vsebnost skupnih fenolov in ekstrakta se je zmanjSala pri vseh vzorcih, najmanj pri
kontroli, kjer ni potekal bioloski razkis.

e Intenzivnost barve se je pri vseh vzorcih zmanjSala, ton barve pa se je povecal,
razen pri kontroli.

e Vodeni bioloski razkis z dodatkom starterskih kultur MKB je potekel hitreje v
primerjavi s spontanim bioloskim razkisom.

e Vodeni bioloski razkis z uporabo starterskih kultur MKB je v primerjavi z
nepredvidljivim spontanim bioloskim razkisom dal boljse kemijske in senzori¢ne
rezultate.

e Uporaba hranil za MKB se je izkazala kot pomemben dejavnik pri vodenih

bioloskih razkisih. Vzorci so bili ocenjeni za 0,2 tocki ve¢ od vzorcev brez dodatka
hrane za MKB.

e Spontani bioloski razkis je dal boljSe rezultate v primerjavi z vodenim bioloSkim
razkisom z MKB ENOFERUM BETA.

e Kot najboljSa kombinacija se je tako izkazala izbira vodenega bioloskega razkisa z
uporabo MKB LALVIN VP41 in hrane ACTI-ML, za MKB. Ta vzorec vina je
dosegel oceno 17,4 tocke, kar predstavlja senzori¢no visoko kakovost.
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7 POVZETEK

Namen poskusa je bil ugotoviti vpliv bioloSkega razkisa pri vinu merlot na fizikalno-
kemijske in senzori¢ne lastnosti vina.

Za izvedbo poskusa smo izbrali sorto 'Merlot' iz vipavskega vinorodnega okolisa. Letnik
2010 ni bil optimalen za dosego vrhunske kakovosti grozdja, saj je bila zaradi velikih
koli¢in padavin v ¢asu dozorevanja grozdja kakovost grozdja slabsa.

Grozdje sorte 'Merlot', pridelano iz lastnega vinograda, smo najprej specljali in zdrozgali.
Sledila je osemdnevna maceracija z alkoholnim vrenjem v vinifikatorju. V drozgo so bile
dodane kvasovke vrste UVAFERUM 229 in hrana za kvasovke. Po koncani alkoholni
fermentaciji smo mlado vino prepeljali v tehnoloSke prostore Biotehniske fakultete. Tu
smo ga razdelili na Sest enakih delov in zastavili poskus bioloskega razkisa.

Bioloski razkis smo vodili z dvema razlicnima Sevoma mlec¢nokislinskih bakterij
(ENOFERM BETA in VP41 LALVIN) ter vplivom dodatka hrane za bakterije (ACTIL-
ML) in brez. Te vzorce smo primerjali z vinom brez bioloskega razkisa (kontrola) in
vinom, Kjer je stekel spontani bioloski razkis. VVzorce spontanega in vodenega bioloskega
razkisa smo hranili pri 19-20°C, kontrolo pa pri 7°C, da smo preprecili bioloski razkis.

Opravili smo osnovne fizikalno-kemijske analize vina in senzori¢no ocenili Vino po
zaklju¢enem poskusu. Ugotovili smo, da bioloski razkis znacilno vpliva na kemijsko
sestavo in na sortno aromo vina. Voden bioloski razkis z dodatkom starterskih kultur MKB
je potekel hitreje v primerjavi s spontanim bioloskim razkisom.

V vzorcih, kjer je potekel bioloski razkis, se je vsebnost titrabilnih kislin zmanjsa zaradi
razgradnje jabol¢ne v milejSo mle¢no kislino, posledi¢no pa se je pH povecal. Prav tako so
se tudi vrednosti za orientacijsko kapaciteto zmanjSale v skladu s pri¢akovanji. Vsebnost
hlapnih kislin se je pri vseh vzorcih povecala, najmanj pri kontroli, kjer ni potekel bioloski
razkis, vendar niso presegle praga kemijske in senzori¢ne zaznave, ampak so skupaj z
drugimi hlapnimi komponentami vina (estri in vi$ji alkoholi) pozitivno vplivale na aromo.

Razlike so se pokazale med sevi razli¢nih mle¢no-kislinskih bakterij. BoljSe rezultate, tako
kemijske kot senzori¢ne smo zaznali pri vodenem bioloskem razkisu z MKB LALVIN
VP41. Dodatek hranil k MKB se je izkazal tudi kot pomemben dejavnik. Bakterije za¢nejo
hitreje razkis ze kmalu po dodatku hranil. VVzorca vina z dodatkom hranil za MKB sta
dosegla za 0,2 toc¢ki bolj$o oceno v primerjavi z vzorcema brez. Voden bioloski razkis ima
prednost v primerjavi s spontanim. Te prednosti so predvsem v moznosti kontroliranja
razmer in ve¢jem nastanku zelenih komponent.

Z bioloskim razkisom smo dobili vina, ki so bolj sadna, bogatejsa na aromi, Kislinsko
uravnotezena ter polna in harmonicna v okusu.
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