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Kot metode dela za dolocevanje neznacilnega starikavega tona (NST) osemnajstim vzorcem
belih vin razli¢nih sort, letnikov, proizvajalcev in vinorodnih dezel, ki se pojavljajo na trgu pri
nas, smo uporabili hitri Wiirzburski UTAFIX-Test, doloCitev koncentracije 2-
aminoacetofenona (2-AAP), kot glavne spojine za pojav NST v vinih z GC-MS in
deskriptivno senzori¢no analizo nekaterih vzorcev belih vin. V hitri Wiirzburski UTAFIX-Test
je bilo vklju¢eno devet vzorcev vin, kot pozitivni pa so se pokazali vzorci muskat ottonel
2003, renski rizling 2004 in rumeni muskat letnik 2005. Pri kvantifikaciji 2-AAP z GC-MS so
senzori¢no zaznavno vsebnost (0,7 ug/L) presegli Stirje od Sestnajstih analiziranih vzorcev in
sicer laski rizling 2003 in 2004, ter sauvignon in chardonnay letnika 2003. Najvecjo vsebnost
2-AAP smo dolocili v vzorcih letnika 2003, ki je pri nas veljalo za su$no leto, med sortami pa
sta imela najvecjo vsebnost 2-AAP vzorca laski rizling in chardonnay. Pri senzoricnem
sedmih ocenjenih vzorcev vin. Statisticna analiza vplivov razli¢nih sort, letnikov, vinorodnih
dezel in okoliSev na vsebnost 2-AAP in vrednost pH v vzorcih vin je pokazala, da vsebnost 2-
AAP v vinu ni odvisna od pH vina, dokazano pa letnik in sorta vina statisticno znaéilno
vplivata na koncentracijo 2-AAP v vinu. V okviru nasih proucevanih vin se je pokazalo, da
vinorodna dezela in vinorodni okoli$ na vsebnost 2-AAP v vinu ne vplivata.
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To determine atypical aging in 18 white wine samples of different sorts, years, manufacturers
and wine-growing countries, which are present on the Slovenian market, we used the
Wuerzburg UTAFIX - Test for determining a 2-aminacetophenone (2-AAP) as the main
compound of the atypical aging phenomenon (ATA) in wines with GC-MS and the descriptive
analysis on some samples of white wine. The Wuerzburg UTAFIX - Test involved nine wine
samples, of which the samples Muscat Ottonel 2003, Rhenish Riesling 2004 and Yellow
Muscat 2005 turned out positive. Ed quantification 2-AAP with GC-MS, four of sixteen
analysed samples have exceeded the sensorially perceptive concentration (0,7 pg/L): Laski
Riesling 2003 and 2004, Sauvignon and Chardonnay, both 2003. The highest content of 2-
AAP has been found in samples of the year 2003, which was a dry year in Slovenia. The
highest content of 2-AAP has been found in samples of Laski Riesling and Chardonnay. Using
the descriptive sensorial analysis within the sensorial evaluation of wine samples atypical
aging was found in four of seven evaluated wine samples. The statistical analysis of the
influence of different sorts, years, wine-growing countries and regions on the concentration of
2-AAP and the pH value in wine samples have shown that the 2-AAP concentration in wines
does not depend on the wine pH, while the year and the wine sort have a demonstrably
influence on the 2-AAP concentration in wines. According to the wine study, the wine-
growing country and region do not influence the concentration of 2-AAP.
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DiOxIAA dvojno oksidirana oblika IAA
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FAP N-formil-2-aminoacetofenon
FAPOP 3-(2-formilaminofenil)-3-oksi-propionska kislina
GC-MS plinska kromatografija z masnim detektorjem
IAA indol-3-ocetna kislina
ILA indol mlec¢na kislina
NST neznacilen starikav ton
0," hiperoksidni radikal
OH hidroksilni radikal
OxIAA okisidarana oblika IAA
reduc. reducirajoci (sladkorji)
SOSA specificna zmoznost uni¢evanja superoksidnih radikalov
SO, zveplov dioksid; zveplova(IV) kislina
TAS totalni antioksidativni potencial
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1 UvVOD

Vina med zorenjem in staranjem razvijejo znacilne aromati¢ne snovi iz prisotnih
spojin v vinu. Glede na pogoje zorenja ali skladiS¢enja vina, se lahko razvijejo tako
pozitivne kot tudi negativne arome. V procesu zorenja in staranja vina potekajo
razlicne kompleksne biokemijske reakcije, kot na primer: hidroliza, esterifikacija,
oksidacija, redukcija in druge, ki lahko povsem spremenijo aromatic¢ni profil belih
sortnih vin. Pomembni dejavniki, ki vplivajo na razvoj razlicnih arom so predvsem
temperatura, vsebnost kisika in vsebnost Zveplovega dioksida. Prav tako pa so
pomembne tudi vsebnosti polifenolov, Zelezovih in bakrovih ionov, ki vplivajo na
razvoj nekaterih hlapnih spojin. Glavna dejavnika, ki vplivata na kemijske reakcije in
povzrocata pozitivne ali negativne senzoriéne spremembe v vinu, sta izhodiS¢na
kemijska sestava vina in pogoji med zorenjem in/ali skladiS¢enjem vina (temperatura,
relativna vlaznost). Ena izmed negativnih senzori¢énih sprememb je pojav
neznacilnega starikavega tona (NST), ki se lahko pojavi Ze po relativno kratkem Casu,
tj. po enem ali dveh letih zorenja vina.

Znano je, da se napaka pojavi po krajSem ali daljSem skladi§¢enju in staranju vina.
Spojina, odgovorna za neznacilen starikav ton v vinih iz grozdja Vitis vinifera, je
2-aminoacetofenon (2-AAP). Studije so pokazale korelacijo med intenziteto napake
NST in ve¢jimi vsebnostmi 2-AAP. Spojina 2-AAP nastane po alkoholni fermentaciji
in po zveplanju mladih vin, tvori pa se iz prekurzorjev, katerih koncentracija je
odvisna od razli¢nih dejavnikov okolja, kjer je grozdje dozorevalo. Pomanjkanje ali
neugodna razporeditev padavin, pomanjkanje dusSika v tleh, prezgodnja trgatev in

visoko donosni pridelek, so poglavitni dejavniki za kasnejsi razvoj 2-AAP.

1.1 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da bomo v okviru znanih dejavnikov, ki so odgovorni za nastanek
2-AAP, dolocili znacilno in pozitivno korelacijo z intenziteto senzori¢no
zaznavne napake NST. Pri¢akujemo dobro ujemanje rezultatov deskriptivne

senzori¢ne analize in dveh metod doloCanja vsebnosti spojine 2-AAP.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPOJINA 2-AMINOACETOFENON

Z drugo besedo jo poimenujemo tudi 1-(2-aminofenil)-etanon, torej jo po [UPAC
nomenklaturi uvrs¢amo med ketone. Neznacilen starikav ton vin (NST) so prvic¢
odkrili v letniku 1989 v nemskih belih vinih, kasneje pa tudi v vinih iz Oregona,
severne Italije ali vzhodne Evrope. 2-aminoacetofenon (2-AAP) je znan kot znacilna
spojina, ki je odgovorna za t.i. neznacilen starikav ton belih vin (NST) v vinih Zlahtne
vinske trte Vitis vinifera. Tvorbo 2-aminoacetofenona (AAP) povzroca oksidativna
razgradnja fitohormona indol-3-ocetne kisline (IAA), ki jo sprozi zZveplanje vina po
zaklju€eni alkoholni fermentaciji moSta. Z uporabo razli¢nih sistemov, ki tvorijo
proste radikale, v tem poskusu so uporabili Fentonov reagent (Fenton,1894), ki tvori
hidroksilne in/ali superoksidne radikale je bilo posebej dokazano, da so superoksidni
radikali vzrok za tvorbo 2-AAP. Cepitev pirolnega obrota IAA ustvari 3-(2-
formilaminofenil)-3-oksi-propionsko kislino (FAPOP), N-formil-2-aminoacetofenon
(FAP) in 2-AAP. NST se pojavi zgodaj v procesu zorenja vina — Stiri do Sest mesecev
po zakljuceni alkoholni fermentaciji — in zakrije sadno in sortno aromo ter povzroca
raz$irjen fenolni priokus (Hoenicke in sod., 2000).

2-AAP so identificirali kot pomembno sestavino, ki vpliva na aromo v vecih
prehrambenih proizvodih, vkljuéno z vini. Ko njegova koncentracija v vinih preseze
senzori¢ni prag zaznave 0,5 png/L, povzroci neznacilen starikav ton (NST) (Rapp in
sod., 1993; Sponholz in Huehn, 1996). Ceprav senzori¢ni opis priokusa UTA
(untypical ageing) znatno variira med vinogradniSkimi regijami, ta priokus navadno
opisujejo kot cvet akacije, los¢ilo za pohiStvo, mokra volna, kroglice naftalina, z njim
je povezana tudi izguba tipi¢nega vinskega buketa (Hoenicke in sod., 2000; Hoenicke
in sod., 2002a). V grozdju je koncentracija 2-AAP ponavadi pod mejo senzori¢ne
zaznave, ravno tako v mostu in v mladem vinu takoj po alkoholni fermentaciji. O¢itno
se 2-AAP v glavnem tvori med skladiS¢enjem vina po Zveplanju (Christoph in sod.,
1998; Hoenicke in sod., 2002a; Hoenicke in sod., 2002b). Tvorba 2-AAP naj bi bila

neposredno povezana z razgradnjo indol-3-ocetne kisline (IAA) (Christoph in sod.,
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1998; Hoenicke in sod., 2002a). Ze vrsto let opaZajo neznaéilno staranje v evropskih
vinih, pa tudi v vinih drugih vinorodnih podroc€ij, kot npr. juzna Afrika. Majhna
dostopnost vode med vsrkavanjem duSika ob zorenju grozdja naj bi problem le
stopnjevala. Vino z defektom neznacilnega staranja izgubi sortno aromo zelo hitro,
v€asih pred enim letom starosti ali v prvem in drugem letu staranja. Z izginotjem
sortnega okusa se pojavijo neznacilne arome v vinu. NST se primarno pojavi v belih
vinih, zelo pogosto pri sortah renski rizling (Winter, 2003), Miiller-Thurgau in kerner
(Schwab in sod., 1999), chardonnay, pinoti, idr., bistveno manj pogost pa je nastanek
NST pri rdecih vinih.

Vonj in okus vina z razvito napako neznacilnega starikavega tona se lahko opise kot
skupek senzori¢nih zaznav po akacijevih ali lipovih cvetovih, medu, milu, naftalinu,
hlevu, po umazanem perilu, hibridni ali foxy ton, idr. Barva takega vina je neznacilno
svetla. Prag zaznave NST v vodi je 0,2 pg/L, v belih vinih 0,5 pg/L, v rdec¢ih vinih pa
1,5 pg/L. Koncentracije ve¢ kot 1 ng/L obi¢ajno zaznamo kot napako, sicer pa je prag
zaznave odvisen od vina oziroma kompleksnosti matriksa. Tako se prag zaznave v
belih vinih nahaja v intervalu 0,7-1,0 pg/L oziroma celo SirSem v obmocju od 0,5 do
1,5 pug/L, odvisno od drugih spojin, ki maskirajo 2-AAP, npr. vecja vsebnost sadnih
arom, antioksidantov (polifenolov) in verjetno tudi visjih alkoholov (Linsenmeier in
sod., 2007).

Prehitro staranje lahko povzro¢i resne ekonomske izgube v vinarski industriji.
Kakorkoli, ¢edalje bolj je jasno, da je NST svetovni problem, Se posebej za bela vina.
Moznosti vpliva Se drugih komponent na razvoj 2-AAP in napake NST je veliko
oziroma $e niso bile vse raziskane. Vsekakor pa je zaradi velike tendence razvoja
vinarstva potrebno vina, namenjena staranju, analizirati in jim doloc¢ati koncentracije

2-AAP.

o o] o
COOH

L _CHO '
NHp Sy S OO

AAP FAP FAPOP

Slika 1: Kemijske formule razgradnih produktov IAA (Hoenicke in sod., 2001)
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2.2 SPOJINA INDOL-3-OCETNA KISLINA

Raziskave so pokazale, da so za pretvorbo indol-3-ocetne kisline (IAA) v 2-AAP
odgovorni superoksidni radikali. Predvideva se, da tvorbo radikalov in reoksidacijo
IAA sprozi oksidacija sulfita, ki povzroc¢i cepitev indolnega obro¢a in posledi¢no
tvorbo 2-AAP (Hoenicke in sod., 2002a). To hipotezo nadalje podpira dejstvo, da o
napaki NST niso porocali pri rdecih vinih, ter da rdeca vina, ki so jim pred vrenjem
dodali TAA, niso kazala znacilne tvorbe 2-AAP (Christoph in sod., 1998). Razpad
IAA v 2-AAP je v rdecih vinih verjetno onemogocen zaradi prisotnosti fenolnih
spojin, t.i. lovilcev prostih radikalov (Christoph in sod., 1998). Ceprav antioksidativna
kapaciteta ne sovpada z intenziteto NST v vinu (Hoenicke in sod., 2002b), odkriva
podrobnejSa analiza grozdnega soka in vina, da vina z vi§jim antioksidacijskim
potencialom manj tezijo k tvorbi NST (Hoenicke in sod., 2002b). Prosta IAA in drugi
triptofanski metaboliti so znacilno prisotni v mostu. Ve¢ kot 95 % celotne TAA je
vezane v obliki estra ali amida (Hoenicke in sod., 2001), ali pa je vezana s fenolnimi
spojinami (Schwab in sod., 1999). Indol in skatol, ki se tvorita med razgradnjo IAA v
2-AAP, ravno tako pripomoreta k nastanku NST v vinu. Vezana [AA se lahko hitro
pretvori v prosto IAA med alkoholno fermentacijo, kar vodi k tvorbi 2-AAP.
Raziskave o uporabi askorbinske kisline in fenolnih komponent kot moznih lovilcev
superoksidnih radikalov, ki se pojavijo zaradi dodajanja SO, ter povzrocijo razpad
indol-3-ocetne kisline, Se potekajo.

Analiza 32 grozdnih mostov in njim pripadajocih vin je pokazala, da vina z vecjo
antioksidativno aktivnostjo niso naklonjena k tvorbi NST. Razlike pri razgradnji [AA
med alkoholno fermentacijo mosta iz grozdja, ki je bilo obrano zgodaj ali pozno,
kazejo povezavo med zrelostjo grozdja, vsebnostjo IAA ob Zveplanju vina in tvorbo
NST.

Raziskave o mehanizmu tvorbe AAP ob vinifikaciji so pokazale, da oksidativni
razpad IAA, naravnega fitohormona v grozdju, vodi v znacilno tvorbo N-formil-2-
aminoacetofenona (FAP) in 2-AAP. Ta oksidativni razpad povzroc¢ajo hidroksilni ali

superoksidni radikali, ki nastanejo pri aerobni oksidaciji sulfitov med skladis¢enjem
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zveplanih vin. Znacilne tvorbe 2-AAP niso opazili pri IAA, ki je bila vezana v estre
ali amide, kar je nakazalo, da je le nevezana IAA dovzetna za razgradnjo.

Rdeca vina, ki so jim dodali IAA pred alkoholno fermentacijo, niso kazala nobene
pomembnejSe tvorbe AAP. Torej je mozno sklepati, da posebne sestavine v rdecih
vinih, ki niso prisotne ali pa so manj prisotne v belih vinih, lahko preprecijo
oksidativni razpad IAA v 2-AAP. Studije Gessnerja in sod. (2000) so pokazale, da je
bila tvorba 2-AAP iz IAA zmanjSana, ¢e so dodali fenolne komponente mostu pred
alkoholno fermentacijo. Tudi dodajanje askorbinske kisline belim vinom pred ali takoj

po zveplanju prepreci ali zmanjSa nastanek 2-AAP in s tem pojav napake NST.
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Slika 2: Mozne kemijske oblike IAA (Hoenicke in sod., 2001)

2.2.1 Vsebnost IAA v mostih in vinih ter korelacija z NST

Ker je IAA ocenjena kot najpomembnejsi prekurzor 2-AAP, je bilo treba raziskati
korelacijo z NST. V mostih so bile dolocene le sledi proste IAA (<3 pg/L), kar
nakazuje moc¢no fizioloSko reguliranje tega fitohormona. Vezana IAA je bila v teh
mostih prisotna v vrednostih <12-120 pg/L. V ustreznih vinih so dolo¢ili sprejemljive
vsebnosti proste IAA (<3-90 pg/L) in zmanjSane vsebnosti vezane IAA (<40 pg/L),
kar nakazuje hidrolizo vezane IAA med alkoholno fermentacijo. Kakorkoli, koli¢ina
celokupne IAA (proste in vezane) v vinih je bila skoraj primerljiva vsebnosti
celokupne IAA v mostih (Hoenicke in sod., 2001).

Raziskave vplivov razli¢nih vinogradniskih rastnih pogojev na koli¢ino TAA so
razkrile znatno vecje koncentracije celokupne IAA v mostih ali proste in vezane IAA
v vinih pozne trgatve. Na koncentracije IAA so vplivale tudi podnebne spremembe
letnika in obdelava tal. U¢inek obdelave tal na koli¢ino IAA v mostu je variiral ter bil

odvisen od podnebja v posameznem letniku. V vlaznih letih je trajna ozelenitev
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vinograda povzrocila znatno vecje koli¢ine IAA kot stalno rahljanje, medtem ko so v
suhih letih odkrili ve¢je koli¢ine IAA v mostih iz tal rahljane prsti. Kljub vsemu nista
ne celokupna vsebnost IAA v mostu, ne vsebnost proste IAA v vinu, pokazali
pozitivne korelacije z intenziteto NST. Pojava NST ocitno ne povzrocajo le vecje

koli¢ine prekurzorja IAA v moStu ali vinu.

2.2.2 Mehanizem nastanka NST

Da bi nasli dejavnike, ki najverjetneje vplivajo na tvorbo NST, je bilo potrebno
razloziti mehanizem tvorbe 2-AAP iz TAA. LC-MS analiza modelnih raztopin,
katerim so dodali IAA, je pokazala, da so se velike koncentracije 2-AAP tvorile po
nastanku superoksidnih radikalov. Stirideset odstotkov dodane IAA se je razgradilo
po sedmih dneh v sistemu Fenton, ki je vseboval superoksidne in hidroksilne radikale
(Hoenicke in sod., 2001).

Poleg produktov, nastalih pri oksidaciji pirolnega obroca IAA, kot npr. OxIAA
(oksidirana oblika TAA) ali DiOxIAA (dvojno oksidirana oblika IAA) — prikazani na
sliki 2, so identificirali produkte, nastale pri cepitvi pirolovega obroca, in sicer 3-(2-
formilaminofenil)-3-oksi-propionsko kislino (FAPOP), N-formil-2-aminoacetofenon
(FAP) in 2-aminoacetofenon (2-AAP). OxIAA so odkrili v sistemu prostih radikalov,
ki je vseboval izklju¢no hidroksilne radikale. V sistemu, ki je vseboval izklju¢no
superoksidne radikale, je IAA razpadla ze po enem dnevu, AAP pa so identificirali
kot klju¢no komponento razgradnje.

Rezultati kazejo, da morajo za nastaneck AAP pri razgradnji IAA biti na voljo
superoksidni radikali (Hoenicke in sod., 2001).

Kombinacija radikalnih kationov s superoksidnimi radikali povzro¢i tvorbo
3-hidroperoksindolenin-3-ocetne kisline, s cepitvijo pirolovega obroca nastane
FAPOP, ki se spontano dekarboksilira in tvori FAP in na koncu z reakcijo
kondenzacije vode nastane 2-AAP. Kombinacija radikalnih kationov s hidroksilnimi
radikali tvori 3-hidroksindolenin-3-ocetno kislino, nukleofilno dodajanje hidroksilnih

anionov, ki mu sledi dehidracija, pa tvori OxIAA.
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V sistemu Fenton (ustvarjanje prostih radikalov) je mozna tvorba tako pirolno-
oksidiranih kot pirolno-cepljenih produktov, in sicer zaradi prisotnosti superoksidnih
in hidroksilnih radikalov. Izlocitev superoksidnih radikalov, povzroci tvorbo pirolno-
oksidiranih produktov (OxIAA). Specifi¢na tvorba superoksidnih radikalov ustvari
pirolno-cepljene produkte, kar kaze, da so potrebni superoksidni radikali in pirolna
cepitev kot tisti tip reakcije, ki tvori 2-AAP, povzrocitelja napake NST (Hoenicke in
sod., 2001).
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Slika 3: Razgradnja IAA pod vplivom prostih radikalov (Hoenicke in sod., 2001)

2.2.3 Vpliv alkoholne fermentacije in skladiS¢enja vina na vsebnost IAA

Po hipotezi, da se 2-AAP tvori po alkoholni fermentaciji, Zveplanju in kratkem

skladiS¢enju vina, bi morala vsebnost proste IAA pred Zveplanjem biti odlocilna za
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koli¢ino 2-AAP, ki se tvori med skladisc¢enjem. Torej je bilo potrebno razloziti vpliv
metabolizma kvasovk na vsebnost IAA med alkoholno fermentacijo v odvisnosti od
stopnje zrelosti grozdja.

Med alkoholno fermentacijo mosta iz grozdja zgodnje trgatve se je celotna IAA
znatno povecala na zaCetku fermentacije, kar se je pokazalo s povecanjem vsebnosti
proste IAA, ki je dosegla maksimum na zacetku, medtem ko se je na koncu
fermentacije posledicno zmanjSala. Socasno se je vsebnost vezane IAA zmanjsala, za
kar bi lahko bila vzrok hidroliza zaradi encimov kvasovk.

Dodatek 1 g/l diamonijevega hidrogenfosfata (DAP) v most je povzrocil hitrejSo
fermentacijo, ni pa imel u¢inka na vsebnost proste IAA, ki so jo sintetitizirale
kvasovke, v primerjavi z alkoholno fermentacijo brez dodatka DAP. Vezana [AA se
je hidrolizirala pocasi in ne v isti meri.

Ceprav je imel most pozne trgatve vedjo vsebnost vezane IAA kot most zgodnje
trgatve, je bila koli¢ina proste in vezane IAA znatno manjSa ob zveplanju.

Po Zveplanju in simuliranem staranju (skladis¢enje 7 dni pri 45 °C) se je koncentracija
proste IAA v vinu zgodaj obranega grozdja znizala, najverjetneje kot rezultat
oksidacije in posledicno nastanka 2-AAP, medtem ko je bila vsebnost [AA v vinu
pozno obranega grozdja relativno stabilna.

Ocena intenzitete NST je pokazala, da je vino iz grozdja zgodnje trgatve kazalo znake
NST, medtem ko jih vino iz grozdja pozne trgatve ni. Dodatek DAP ni vplival na
intenziteto NST. Nenazadnje je zrelost obranega grozdja pomembna za tvorbo
prekurzorja 2-AAP, to je IAA in predvidoma za pojav NST. Niti koli¢ina IAA v
mostu niti v skladi§¢enem vinu ne kazejo korelacije s koli¢ino proste IAA ob
zveplanju.

2-AAP, povzrocitelj NST, se lahko tvori s cepitvijo pirolnega obroca IAA, za kar so
potrebni superoksidni radikali. Superoksidne radikale ustvari aerobna oksidacija
sulfita med skladiS¢enjem Zveplanih vin. Antioksidanti, Se posebej “lovilci”
superoksidnih radikalov v vinu, torej lahko zmanjSajo nagnjenost k tvorbi NST.
Njihova koli¢ina je odvisna od zrelosti obranega grozdja. Vsako vino z majhno

vsebnostjo antioksidantov pa ne kaZze na znake NST.
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Koli¢ina prekurzorjev IAA ob zveplanju se lahko uposteva kot rezultat metabolizma
kvasovk. Pozna trgatev grozdja omogoca manjsSe vsebnosti proste IAA med procesom
fermentacije kot zgodaj obrano grozdje iz istega vinograda. Ti rezultati sovpadajo z
opazovanji, da zgodaj obrano grozdje tezi k razvoju NST. Torej je najboljsi nacin

izogibanja NST pozna trgatev.

2.2.4 Razgradnja IAA z zveplovo(IV) Kislino

Ker je sploSno znano dejstvo, da je IAA nestabilna, in je bila s poskusi dokazana
njena razgradnja v 2-AAP, je bilo treba preveriti, ali so za razgradnjo odgovorne
dolocene sestavine vina, enoloSka sredstva za obdelavo vin ali standardni kletarski
ukrepi. V prvem poskusu so Christoph in sod. (1998) uporabili etanolno raztopino z
relativno veliko koncentracijo IAA (20 mgIAA/L), zmeSano s kalijevim
metabisulfitom ter skladiS€eno z nezveplanim vzorcem vina. Prvi poskusi, pri katerih
se je AAP tvoril kot posledica razgradnje z SO, oziroma z Zveplovo(IV) kislino, so
omogocili sklep, da se za nastanek NST vina tipi¢ni spojini 2-AAP in N-formil-2-
aminoacetofenon (FAP), tvorita po fizikalno-kemijski poti z Zveplanjem, ki je
obicajno pri pridelavi vina (Christoph in sod., 1998).

IAA se v rastlinskih tkivih v prisotnosti sulfitov ter sledov oksidirajocih komponent,
kot npr. ionov mangana ali kisika, pri vrednostih pH med 5 in 6, hitro razgradi. Kot
mehanizem je bila postulirana reakcija radikalov, pri kateri hiperoksidni (O,") in
hidroksilni (OH") radikali delujejo kot oksidacijska sredstva. Obstoj radikalov v vinu
so dokazali Vivas in sodelavci (1997), ki so pri tem ugotovili, da je SO, v obi¢ajnih
koncentracijah, ki jih najdemo v vinih, relativno neucinkovit “lovilec” prostih

radikalov.

2.2.5 Razgradnja drugih snovi presnove triptofana
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Dokazano je, da je najverjetnejSa pot do degradacije L-triptofana (TR) in/ali indol-3-
ocetne kisline, ki sta prisotna v mostu, med postopkom pridobivanja vin. Kot rezultat
nastane ena ali ve¢ nestabilnih spojin, ki med skladi§¢enjem vin sprostijo 2-AAP,
poimenovane triptofol (TRO), indol in skatol. TRO je metabolit, ki nastane med
procesom alkoholne fermentacije. Indol sproS¢a intenziven vonj po jasminu in
izlockih. Skatol je najbolj aromati¢na sestavina z vonjem po izlockih, odkrili pa so ga
pred kratkim z dvodimenzionalno plinsko kromatografijo. O prisotnosti indola v vinih
so objavili le nekaj kvalitativnih podatkov, medtem ko jih o skatolu ni (Mattivi in
sod., 1999).

Poskusi kazejo, da ni mozno komponent presnove triptofana, kinurenina in
formilkinurenina, znanih kot predstopnje sinteze 2-AAP, pretvoriti neposredno niti s
toploto niti z SO, v 2-AAP ali FAP. Nasprotno so ugotovili, da so bile relativno
visoke stopnje pretvorbe pri uc¢inkovanju zveplove(IV) kisline na etanolne raztopine
indol-3-mlec¢ne kisline (ILA) v FAP ali 2-AAP. Relativno velike koncentracije ILA v
mostih in vinih iz grozdja hibridnih sort (interspecies), ki jih je dokazal Hoenicke
(2001), bi lahko razloZile visoko vsebnost 2-AAP v teh vinih. Spojina FAP se je
izkazala kot termi¢no nestabilna in se je tudi brez uc¢inka SO, s toploto zelo hitro
razgradila oz. hidrolizirala v 2-AAP. To potrjuje, da je FAP neposredna predstopnja
2-AAP, ki nastane iz cepitve pirolnega obroca IAA. Ta rezultat potrjuje opazovanja,
po katerih je v vinih mogoce dokazati o¢itno manjSe koncentracije FAP kot 2-AAP.
Tudi pri modelnih poskusih in skladiS¢enju na toplem, je bilo v odvisnosti od trenutka
analize mogoce dokazati postopno popolno razgradnjo FAP v 2-AAP. Obstojnost
priokusa AAP pri senzori¢ni analizi raztopin FAP lahko razlozimo s hidrolizo FAP ze

v ustni votlini.

2.2.6 Stopnje pretvorbe IAA v 2-AAP v etanolni raztopini

Le v prisotnosti Zveplove(IV) kisline oz. prostega SO, se lahko iz IAA tvori spojina

2-AAP, kar pomeni, da samo z u¢inkovanjem visokih temperatur ne dobimo pretvorbe

(Christoph in sod., 1998).
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Koncentracija 2-AAP se je povecala v odvisnosti tako od vsebnosti IAA, kot tudi ¢asa
in temperature skladis¢enja, medtem ko ni bilo razlik pri reaktivnosti natrijevega
sulfita, kalijevega bisulfita in Zveplove(IV) kisline. V prisotnosti organskih kislin, kot
npr. vinske kisline ter z njo povezanim znizanjem vrednosti pH na 2,8, je bila IAA
mocneje esterificirana v etilniester indol ocetne kisline ter posledi¢no zmanjSana

stopnja pretvorbe v 2-AAP.

2.2.7 Stopnje pretvorbe IAA v vinih

Da bi preizkusili, ¢e bi bilo mogoce prenesti v poskusih z etanolnimi raztopinami
ugotovljene stopnje pretvorbe TAA v 2-AAP na realne vzorce vina, so zmeSali
poskusne vzorce mosta pred alkoholno fermentacijo ter vzorce trznih vin po
fermentaciji z IAA in analizirali vzorce (zveplane in nezveplane) po skladiS¢enju in
pospesenem staranju. Pomembno je, da je dodatku IAA pred ali po fermentaciji pri
rdeCem vinu sledila zelo Sibka tvorba 2-AAP ali pa je sploh ni bilo. Le redko je bilo
pri senzori¢nih ocenah rdecih vin mogoce zaznati NST, kar kaze na zakasnjen ali
spremenjen potek oksidacije SO, in/ali IAA, kar je posledi¢no pogojeno z dolocenimi
snovmi v rde¢em vinu. Vivas in sod. (1997) opisujejo ucinek snovi v rdeCem vinu, t.i.
“lovilcev” radikalov, kot so tanini ter Se posebej procianidini, na superoksidne
radikale. Iz tega je razvidno, da je mogoce oksidativno razgradnjo IAA pod posebnimi
pogoji pri pridelavi vina ali z doloCenimi snovmi v vinu upocasniti oziroma
posledi¢no popolnoma onemogoditi.

Da pride v vinu do pretvorbe IAA v 2-AAP je potrebna poleg dostopnosti dolocenih
koncentracij proste IAA in SO, tudi potek reakcij oksidacije in redukcije v vinu. Na
koncentracije oksidirajocih komponent v vinu, potrebnih za nastanek 2-AAP iz [AA,
bi lahko bolj ali manj mo¢no vplivali doloceni “naravni” dejavniki, fizikalni vplivi kot
npr. temperatura alkoholne fermentacije in/ali skladiS¢enja ter enoloSki ukrepi
kletarjenja.

Raziskave o mehanizmih, odgovornih za nastanek NST, senzori¢no zelo zaznavne
spojine 2-AAP so pokazale, da le-ta nastane z reakcijo med indol-3-ocetno kislino

(IAA) in zveplovo(IV) kislino oz. SO,. Kot vmesne stopnje so dokazali 3-metilindol
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in N-formil-2-aminoacetofenon (FAP). Na podoben nacin se v FAP in AAP pretvorijo
tudi indol mlec¢na kislina (ILA) in indol-3-etilni ester ocetne kisline v prisotnosti SO».
S cepitvijo pirolnega obroca nastane FAP, ki se hidrolizira v 2-AAP. Na podlagi
potencialnih koncentracij IAA (ve¢ kot 50 pg/L), ki jih najdemo v mostu in vinu, ter
ravno tako v procesu alkoholne fermentacije na novo tvorjene IAA, se lahko tvorijo
koncentracije 2-AAP (ve¢ kot 1 ug/L) z vsebnostmi SO, ter oksidirajo¢ih substancah,
kot so manganovi ioni in raztopljeni kisik. Te koncentracije 2-AAP lahko vodijo v
nastanek senzoric¢nih lastnosti NST. Pri ugotovljenih, deloma zelo raznolikih stopnjah
pretvorbe, je potrebno izhajati iz dejstva, da je mozno na procese, odgovorne za
nastanek NST, vplivati z dolo¢enimi vinogradniskimi ukrepi za zniZzevanje vsebnosti
IAA ter kletarskimi ukrepi za zmanjSanje obsega oksidativnih reakcij (Christoph in
sod., 1998).

2.2.8 Naravne vsebnosti IAA v moS§tu in vinih

Odlocilna za stopnjo pretvorbe IAA v 2-AAP v vinu je najprej vsebnost proste IAA.
O prisotnosti IAA v vinih obstaja le malo raziskav. Z vidika vinogradniStva in
vinarstva bodo v prihodnje pomembni rezultati raziskav o vsebnosti proste in vezane
IAA v grozdju, mostih in vinih, kajti le znanje o vsebnostih IAA ter njena povezava z
dolo¢enimi vinogradniSkimi parametri, kot so sestava tal, stopnja rodovitnosti, kraj,
Cas trgatve, sorta, oskrba z vodo ali dusikom idr., bo omogo¢ilo diskusijo o povezavi

med tvorbo [AA, tvorbo 2-AAP in nastankom NST (Christoph in sod., 1998).

23 ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA VIN IN POVEZAVA Z NST

Ker se 2-AAP tvori s cepitvijo pirolnega obroca IAA in za nastanek potrebuje
superoksidne radikale, bi morali antioksidanti ali lovilci superoksidnih radikalov v
vinu prepreciti ali vsaj zmanjSati tvorbo 2-AAP. Da bi raziskali povezavo z NST, je
bilo potrebno izmeriti antioksidativno kapaciteto (AC). Kakorkoli, merjenje AC v

mostu ni bilo mozno zaradi aktivnih polifenoloksidaz (Hoenicke in sod., 2001).
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V tej Studiji sta bili izvedeni dve razli¢ni merjenji AC. TAS (totalni antioksidativni
potencial) opiSe splosno zmoznost uniCevanja prostih radikalov, nespecificno do
reaktivnih vrst radikalov, medtem ko SOSA opiSe specificno zmoZnost uni¢evanja
superoksidnih radikalov. Glede na tvorbo 2-AAP bi morala biti ta metoda primernejSa
za raziskovanje uc¢inka AC na razvoj NST.

TAS analiziranih vin je variiral med 0,1 in 0,5 mM TEAC. Z uporabo encimskih
metod (Okamura in sod.,1993) je bil razpon SOSA od 26 do 216 mg galne kisline/L.
Z uporabo metode PCL (fotokemi¢ni nastanek superoksidnih radikalov) (Popov in
sod., 1994) so bile vrednosti SOSA manjse in so imele 0Zji razpon (17-89 mg galne
kisline/L). Vecje vrednosti SOSA, dobljene z encimsko metodo, bi lahko bile
posledica snovi v vinu, kot so tanini, ki vplivajo na zmanjSanje tvorbe superoksidnih
radikalov (Hatano in sod., 1990).

Raziskave o vplivih razli¢nih vinogradniskih pogojev na AC so pokazale znatno vecje
vrednosti TAS in SOSA v vinih pozne trgatve. Na TAS vplivata tudi letnik (podnebje)
in obdelava tal. Vrednosti SOSA, dobljene z encimsko metodo, so bile odvisne od
letnika vina, medtem ko je na vrednosti SOSA, dobljene z metodo PCL, vplivala
obdelava zemlje. Znatno vecje vrednosti TAS in SOSA so imela vina iz grozdja s
trajno zeleno povrsino krovnih posevkov (iz zatravljenih vinogradov) kot vina, kjer so
se tla redno rahljala.

Senzori¢na analiza vin je nakazala, da se bi bilo razvoju NST moc¢ izogniti s pozno
trgatvijo, medtem ko preostali ukrepi (obdelava zemlje, obrezovanje trt) ni imelo
znatnega ucinka na intenziteto NST. TAS in SOSA sta pokazala negativno korelacijo
z intenziteto NST: ve¢ja AC vina zmanjSa tveganje za nastanek NST. Najvecjo
korelacijo so doloc€ili med intenziteto NST in vrednostjo SOSA, dolo¢eno z encimsko
metodo.

Senzori¢no analiziranje vin je vkljucevalo oceno intenzitete NST z lestvico, ki je
obsegala naslednje vrednosti: 0 (ni NST) do 3 (mocan NST). Glede na to, da dobljene
ocene NST<1 prakti¢no pomenijo vina brez napake NST, se zdi, da vrednosti SOSA
ve¢ kot 120 mg galne kisline/L (encimska metoda) oziroma 60 mg galne kisline/L
(PCL metoda) v analiziranih vinih preprecujejo tvorbo NST. Kakorkoli, vina z

manjSimi vrednostmi SOSA niso avtomati¢no kazala prisotnosti NST, Ceprav je treba
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omeniti, da so bila vina hranjena 1-4 leta pred dolo¢anjem AC (Hoenicke in sod.,

2001).

24 VINOGRADNISKI UKREPI IN NST BELIH VIN

Odkar so leta 1989 prvi¢ odkrili neznacilno ali netipi¢no staranje belih vin v Nemc¢iji,
je bilo predlaganih veliko moznosti za resSitev tega problema. Kakorkoli, Se vedno ne
poznamo klju¢nega odgovora na vprasanje, kaj povzroc¢a NST in zakaj se pojavi samo
v nekaterih vinih, v drugih pa ne. Prevladuje soglasno mnenje, da izvirajo vzroki za
kasnej$i nastanek napake NST v vinih Ze iz vinograda in da enoloski ukrepi lahko le
preloZzijo pojav tega problema, nikoli pa ga ne morejo popolnoma resiti. Pripisujejo ga
tvorbi spojine 2-AAP (Rapp in sod., 1993), katere prisotnost v koncentracijskem
obmocju 0,7-1,0 ug/L predstavlja senzoricni prag zaznave v belih vinih (Rapp in
Versini, 1995). Senzori¢ne lastnosti vin spremlja tudi zaznavna grenkost, trpkost ter
surova, groba in neuglajena nota.

2.4.1 Preskrba tal z duSikom

Pomanjkanje dusika so najprej odkrili kot enega klju¢nih dejavnikov pri tvorbi NST.
Problem lahko Se poslabsa pomanjkanje vode, ker je voda transportni medij dusika in
brez nje tudi velike koli¢ine dusSika nimajo nobenega ucinka. Nizka raven dusika v
zemlji zmanjSa raven prostega aminokislinskega dusika (FAN) v moStu ki onemogoca
normalen potek alkoholne fermentacije in pripomore k tvorbi NST (Schultz in sod.,
2002).

Vecino zacetne rasti vinske trte po brstenju popkov omogocajo rezerve duSika in
ogljikovih hidratov v lesenih delih rastline (Lohnhertz, 1988) in to rezervo je potrebno
dopolniti ob koncu sezone. V teh primerih celo velike zaloge dusikovih gnojil ne bodo
takoj resile problema (Ce sploh), saj bodo rastline najprej dopolnile svoje zaloge.

Tudi preostale dusikove spojine, poleg ze omenjenih aminokislin, vplivajo na rast in
fermentativno aktivnost kvasovk, v povezavi s tvorbo Zelenih aromati¢nih in drugih
ekstraktnih snovi, medtem ko preostale dusikove spojine lahko doloc¢ajo

mikrobioloSko nestabilnost, tvorbo nezelenih produktov (ureo, etilkarbamat, biogene
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amine) in beljakovinsko motnost (Bell in sod., 2005). Poleg sorte, vodnega stresa ali
prezgodnje trgatve je prav pomanjkanje dusika v grozdju lahko pomemben dejavnik,

ki vpliva na razvoj NST (Siebert, 2003).

24.1.1 Razpolozljivost dusika za izboljSanje fermentacije ter kakovosti vina

Priblizno oceno celokupne vsebnosti duSika v grozdnem soku ali mostu predstavlja
vsota duSika iz amoniaka in alfa-aminokislin. PriporoCena vsebnost prostega
aminokislinskega dusika (FAN), ki ga sevi kvasovk potrebujejo za normalen potek
alkoholne fermentacije, naj bi variirala med 140 do 500 mg N/L. Ce je ta vsebnost
prenizka, se lahko fermentacija upocCasni ali ustavi, kar posledi¢no vodi v vina z
neZelenim ve¢jim preostankom nepovretega sladkorja. Problemati¢ne fermentacije
vCasih spremljajo tudi tvorba vodikovega sulfida in drugih (reduciranih) zveplovih
spojin. Druge nezelene arome pa predstavlja tudi neznacilen starikav ton — NST v
belih vinih. Vinogradniki pogosto dodajajo hranila v most, da bi uravnotezili opazene
prehranske pomanjkljivosti (Watson in sod., 2000)

Upocasnjena ali zaustavljena fermentacija sta pogosti v Oregonu in vinogradniki
pogosto porocajo o tezavah s potekom in dokoncanjem alkoholne fermentacije vecih
letnikov iz specifi¢nih vinogradov. Analiza listnih pecljev iz vinogradov Oregona v
triletni Studiji je nakazala v visokih odstotkih vin dosledno pomanjkanje dusika. Trzni
vzorci mosta, vzorceni ob trgatvah v triletnem obdobju, so vsebovali naslednje
vsebnosti dusikovih spojin: vsebnost dusSika iz amoniaka: 0-145 mg N/L, vsebnost
dusika iz aminokislin: 35-380 mg N/L in celokupna vsebnost FAN: 38-500 mg N/L.
Delez vzorcev mosta sorte chardonnay, ki so vsebovali FAN manj kot 140 mg N/L so
bili naslednji: 80 % v letniku 1998 in le 17 % v letniku 1999. Delezi vzorcev mosta
sorte modri pinot z manj kot 140 mg N/L pa so bili naslednji: 1997 — 39 %, 1998 —
34 % in 1999 le 8,6 % (Watson in sod., 2000).

24.1.2 Vsebnost prostega aminokislinskega dusika (FAN)
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Vsebnost FAN se je v fazi zorenja = véraison (mehcanje in obarvanje jagod)
(veraison) zmanjSala do ravni, ki so bile manjSe od priporo¢ene minimalne vrednosti
140 mg N/L. To je sovpadlo z obdobjem zelo hitre rasti grozdnih jagod, ter s
pridobitvijo maksimalne velikosti grozdov konec septembra. Posledi¢no se je FAN
izrazito poveCeval v poznejSih stopnjah dozorevanja, kar je sovpadalo z znatnim
zmanjSanjem teze jagod zaradi dehidracije in mehcanja med obdobjem suhega in
toplega vremena. Hitro povecanje vsebnosti FAN v zadnjih dveh tednih pred trgatvijo
je posledica fermentabilnega dusika iz prostih alfa-aminokislin, ki se je povecala za
faktor 2,5-krat od 60 na 150 mg N/L. Nasprotno se je vsebnost duSika iz amoniaka
med zorenjem zmanjala na priblizno 35 mg N/L ob trgatvi. Ceprav je bil FAN
prisoten v vecjih koli¢inah v jagodah iz suhih tretiranj v primerjavi z jagodami iz
namakanih tretiranj med zorenjem, so bile razlike ob trgatvi minimalne v vseh
tretiranjih, saj je FAN dosegel vsebnost 180 mg N/L. Razlike v letnikih so lahko
posledica zrelosti in vremenskih razmer med zorenjem in ob trgatvi. Zato je
pomembna ocena ucinkov prakse gospodarjenja vinogradov na sestavo vin ter njihovo

kakovost glede na vec letnikov (Watson in sod., 2000).

2.4.2 Krovni posevki

Krovni posevki tekmujejo za duSik in vodo ter lahko poslabSajo problem. V
vinogradih s plitvo zemljo ter zemljo z nizko zmoZnostjo zadrZevanja vode
priporoc¢ajo obdelavo krovnih posevkov, urejenih med zimskim obdobjem z osutjem
ali celo brazdanjem v izmenicnih vrstah. Prednost v tem sezonskem obdobju je v tem,
da je v zemlji Se vedno dovolj vode, tako da se lahko nadaljuje mineralizacija dusika
iz organskih snovi. Poleg tega bo ta proces trajal 2-3 tedne ustrezno s ¢asom, ko trte
zacnejo vsrkavati dusik iz zemlje. Drugi vrh jemanja dusika je okrog zorenja grozdja,
ko je veCina dusika prisotna v grozdu. V avgustu vecinoma prevladujejo susni pogoji,
zaradi Cesar dodan dusSik ali osutje ne bo u¢inkovito. Poleg tega je dodajanje dusika v
tem obdobju rizi¢no, kajti padavine v septembru lahko povzrocijo prekomerne

koli¢ine dusika in rast grozdja, kar lahko povzroc¢i okuzbo z botritisom. V izogib temu
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lahko sredstva za listno (foliarno) gnojenje, ki vsebujejo dusik, premagajo problem,

vendar Se vedno poteka raziskava o najboljsi sestavi teh gnojil (Schultz in sod., 2002).

2.4.3 Namakanje, gostota sajenja in odstranjevanje listov vinske trte

Na splosno NST povzrocajo stresi. Kriti¢en trenutek je ocitno pred in med zorenjem
grozdja. NST pogosteje nastane v suhih vinogradih in su$nih letnikih, zato bi k
preprecevanju nastanka NST lahko pripomoglo namakanje. To bi bilo povezano z
izboljSanim vsrkavanjem dusika, ali pa tudi ne, saj je bilo dokazano, da lahko z
namakanjem precej povecamo koncentracijo mikroelementov, kot sta cink in mangan,
ki sta pomembna koencima za metabolizem kvasovk. Je pa motece, da so vina sorte
renski rizling iz poskusov z namakanjem vinogradov, dosledno ocenili kot bolj grenka
v primerjavi z vini, kjer trte niso bile namakane, kjer je bila grenkoba pogosto
sodejavnik NST. Ker je povecana vsebnost aminokislin v mostu obratno sorazmerna s
pomanjkanjem padavin med dozorevanjem grozdja, je prav aminokislina triptofan
izjema, katerega vsebnost naj bi se po literaturnih podatkih v teh pogojih znacilno
povecala (Schultz in sod., 2002).

Gostota sajenja lahko v visoki meri vpliva na vsrkavanje dusika ter tudi na senzori¢no

(13

zaznavo  soénosti

2

renskega rizlinga. V gostih nasadih so korenine prisiljene v
prodiranje v globlje sloje prsti, kar posledi¢no vpliva na pridobivanje vode in dusSika
med stresnimi obdobji in precej poveca koncentracije aminokislin v grozdnem soku in
vinih. Pravzaprav je dvojna gostota nasadov s 100 % krovnim posevkom dovolj
povecala koncentracijo aminokislin, da je ostala nad koncentracijskim pragom 1000-
1300 mg/L, ki je pogosto omenjena kot potrebna za normalen potek fermentacije
(Schultz in sod., 2002)

Odstranjevanje listov vinske trte z obmocja okoli grozdja naj bi zmanjsSevala vsebnost
dusika v grozdju do take mere, da povzroca tezave z alkoholno fermentacijo. Lahko
preracunamo, da dusik v listih, ki jih odstranimo z obmocja zorenja pri vinski trti
sorte renski rizling, lahko popolnoma razlozi razliko v aminokislinskem duSiku med

odstranjevanjem listov in kontrolnimi postopki, kar sproza vpraSanje, ali ta ukrep
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pravzaprav poslabsa potencialne probleme z NST. Kakorkoli, zadnji rezultati niso

pokazali nobenega ucinka odstranjevanja listja na 2-AAP.

2.4.4 Kolicina pridelka in ¢as trgatve

Velike koli¢ine pridelka so pogosto povezovali s tvorbo NST, vendar pa so tudi tu
izjeme, zaradi katerih je potrebno ponovno oceniti vzrocno razmerje med razli¢nimi
dejavniki iz vinogradov ter tvorbo NST. Minimalno obrezane trte imajo veliko vecji
pridelek grozdja kot obrezane trte. Kljub pridelavam 20-30 ton/ha (v primerjavi z
10-12 ton/ha pri obrezanih trtah), ni bilo NST v vinih sorte renski rizling niti v t.i.
“NST” letnikih kot npr. 1999, medtem ko so kontrolni vzorci zaceli kazati prisotnost
NST. Tako nagnjenje so potrdile druge sorte v drugih nemskih vinorodnih okolisih in
regijah (Schultz in sod., 2002).

Zgodna trgatev je o€itno klju¢ni dejavnik NST ne glede na sorto. Obstaja ocitna
korelacija med duSikom v grozdju ter prestavljanjem datuma trgatve ne glede na
koncentracijo sladkorja. Kljub pove€ani nevarnosti gnitja zaradi botritisa in drugih
bolezni zaradi odlasanja s trgatvijo v hladnih podnebnih podrocjih, je to ocitno Se

najbolj zanesljivo in u¢inkovito vinogradnisko sredstvo proti NST.

2.5 VINARSKI UKREPI IN NEGA VINA

2.5.1 Staranje vina, vpliv mikroorganizmov med alkoholno fermentacijo in

beta-glukozidazna aktivnost

Aroma grozdja, mosta in vina je sestavljena iz Stevilnih spojin, kot so aldehidi, ketoni,
kisline, estri, alkoholi idr,, ki se v okviru posameznih sort koli¢insko razlikujejo. Med
alkoholno fermentacijo in med zorenjem vina se specificne aromati¢ne snovi
dopolnjujejo z razliénimi karakteristicnimi komponentami. Arome v vinih delimo v

pet skupin in sicer sortne, predfermentativne, fermentativne, evolucijske in zunanje
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arome. Cetrta skupina, evolucijske arome, se razvije med zorenjem in staranjem vina.
Vina med staranjem razvijejo karakteristicne arome iz prisotnih spojin v vinu in glede
na pogoje, v katerih skladi§¢imo oziroma staramo vino. V procesu zorenja in staranja
vina se dogajajo razlicne kemijsko kompleksne reakcije (hidroliza, esterifikacija,
oksidacija, redukcija), ki povsem spremenijo okvir arom. Pomembni dejavniki, ki
vplivajo na razvoj razliénih arom so predvsem temperatura, vsebnosti kisika,
zveplovega dioksida in fenolnih spojin, prav tako pa so pomembne tudi vsebnosti
kovinskih ionov (Zeleza, bakra), ki kondicionirajo razvoj nekaterih hlapnih spojin.
Izhodis¢na dejavnika, kemijska sestava vina in skladiS¢enje, vplivata na fizikalno-
kemijske reakcije in povzrocata pozitivne ali negativne senzori¢ne spremembe v vinu.
Staranje vina je zelo zapleten proces, ki drasti¢no vpliva na kemijsko sestavo vina
(Kosmerl in sod., 2007).

Med ostalimi, nevinogradniSkimi dejavniki, odgovornimi za nastanek NST se pogosto
omenjajo tudi mikroorganizmi, predvsem razli¢ne vrste kvasovk in bakterij (Huehn in
sod., 1997; Huehn in sod., 1999; Sponholz in sod., 1997). Tako npr. kvasovke vrste
Kloeckera apiculata in Metschnikowia pulcherrima tvorita znacilno vecje koli¢ine 2-
AAP kot vrsta Saccharomyces cerevisiae (Sponholz in sod., 1997).

Znacilno za vrsto kvasovk Saccharomyces cerevisiae je, da se 2-AAP ne tvori iz
aminokisline L-triptofan, temvec€ iz L-kinurenina in indol-3-ocetne kisline (IAA), ki
sta podvrZzena kemijski razgradnji (Dollmann in sod., 1996). Slednja IAA se lahko
veze tudi s fenolnimi spojinami, ki so pomembne sestavine in antioksidanti rdec¢ih vin.
Z njimi je povezana manjSa verjetnost nastanka NST (Schwab in sod., 1999);
vsekakor je samo nevezana indol-3-ocetna kislina obcutljiva na oksidativno
razgradnjo. Ne glede na vrsto kvasovk je dokazana majhna tvorba 2-AAP takoj po
zakljuceni alkoholni fermentaciji moS$ta, ki pa se znacilno poveta med npr.
Sestmese¢nim zorenjem vina pri 20 °C. V primeru fermentacijskega poskusa v
sinteticnem gojiscu je 2-AAP prisoten ze takoj ob koncu fermentacije, kar kaze na
stresne razmere kvasovk med fermentacijo (Huehn in sod., 1999). V literaturi zal
najdemo izredno maloStevilne raziskave o dejanskem samostojnem vplivu kvasovk,
dodatku hranilnih snovi za kvasovke in dodatku glutationa na zmanjSano tvorbo

2-AAP, najdemo pa primerjalne raziskave z vplivom dodatka askorbinske kisline.
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Nesporno je dejstvo, da je z dodatkom hranilnih snovi za kvasovke in skrbno izbiro
kvasovk (lahko tudi meSane kulture) uspesno zadrzimo ali celo prepre¢imo tvorbo
2-AAP, tudi v pogojih dodatka samo diamonijevega hidrogenfosfata, neaktivnih
kvasovk (mikrohranila: tiamin in celi¢ne stene kvasovk) v kombinaciji z glutationom
(Rauhut in sod., 1996).

Staranje renskega rizlinga, ki vodi v aromo kerozina, se vidi kot tvorba
1,1,6-trimetildihidronaftalena (TDN) preko prekurzorjev, kot so [-karoteni in
produkti luteina. Ti prekurzorji so vezani pretezno na sladkorje, predvsem na glukozo
v vinih in na dolge verige mas€obnih kislin v rastlinskih delih. V obeh tipih vezave
teh prekurzorjev lahko pride do prisilne razgradnje z razlicnimi vrstami kvasovk.
Poskusi so pokazali, da sevi kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae z visoko
B-glukozidazno aktivnostjo lahko tvorijo manjSe koncentracije TDN, kot tisti z nizZjo

B-glukozidazno aktivnostjo (Sponholz in Huehn 1996).

2.5.2 Povezava med pojavom NST in koncentracijo proste Zveplove(IV) kisline

Pri letniku 1999 je pri sorti renski rizling potekala alkoholna fermentacija s
kvasovkami vrste Saccharomyces cerevisiae do suhega. Po alkoholni fermentaciji je
bilo mlado vino pretoceno v Sest cistern iz nerjavnega jekla. Pet cistern je nacepljenih
s kulturami mle¢nokislinskih bakterij, v eni cisterni pa je potekala spontana jabol¢no-
mlecnokislinska fermentacija (bioloski razkis). V vseh cisternah je potekel bioloski
razkis z Zeleno vrsto Oenococcus oeni. Z molekularnimi tehnikami je bilo dokazano,
da so sevi zacetnih kultur dominirali proces fermentacije. V vse cisterne je bil dodan
SO, (35-45 mg/L prostega SO,) neposredno pred stekleniCenjem. Vina so bila
senzori¢no analizirana dva meseca po steklenicenju. Opazno je bilo, da je Sest vin
kazalo drugacen senzorien vpliv NST in da so ti rezultati sovpadali s preostalo
koli¢ino proste zveplove(IV) kisline v vinih. Vina z najmanj 25 mg/L prostega SO,
niso kazala pojava NST, tj. tri vina s spontano in dve s cepljenim bioloskim razkisom.
V treh vinih pa se je kazala tipi¢na senzori¢na napaka NST. V tem poskusu je imelo
vino z najbolj izrazitim senzori¢nim priokusom NST, koncentracijo prostega SO,

9 mg/L, s srednjim NST 12 mg/L in najSibkejso napako NST 15 mg/L (Gafner, 2002).
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V vinski kleti v vzhodnem delu Svice ob Ziiriskem jezeru so opazili v letniku 1999 v
vseh belih vinih senzori¢no napako NST, vendar so bile s preizkuSanjem zaznavne
razli¢ne stopnje pojava NST. Izmerjene koncentracije 2-AAP treh razli¢nih vzorcev
vin Miiller-Thurgau so bile 2,0 pg/L, 1,5pg/L in 2,0 ug/L. V teh vinih so
koncentracije skupne zveplove(IV) kisline zelo variirale (118 mg/L; 38 mg/L in
54 mg/L). Najvecja vsebnost 118 mg/L bi lahko bila v vinu, kateremu so dvakrat
dodali SO,, a brez uspe$nega prepredevanja napake NST. Zelene ali pri¢akovane
stabilnosti proste zveplove(IV) kisline 35-45 mg/L v tem vinu niso dosegli (le
26 mg/L). Enaka vina, iz istega vinograda, iz iste kleti, a letnika 2000 niso kazala
senzoricne napake NST. Ta vina so stabilizirali s 40-45 mg/L prostega SO, pred
stekleni¢enjem; njegovo stabilnost pa so spremljali dalj ¢asa. Koncentracije prostega
SO, morajo biti stabilne najmanj tri tedne. Ce je koncentracija prostega SO, padla v
treh tednih, so ponovno dodali SO, do Zelene koncentracije ter spremljali stabilnost
naslednje tri tedne. Vina letnika 2000 so imela Sest mesecev po steklenicenju Se vedno
koncentracije prostega SO, 35-45 mg/L, kar pomeni, da so bila vina res stabilna.

Vina morajo imeti stabilne koncentracije prostega SO, ve¢ kot tri tedne pred
steklenicenjem. Menimo, da je stabilnost prostega SO, pred stekleni¢enjem bolj
pomembna zaradi senzori¢nega vpliva napake NST, kot absolutna koncentracija
proste zveplove(IV) kisline; koncentracije 35-45 mg/LL pa bi morale biti ciljne

(Gafner, 2002).

2.5.3 Moznost dodajanja askorbinske Kisline za zmanjSanje pojava NST

Pri letniku 2000 so bila obdelala nekatera bela vina, ki so kazala senzori¢no napako
NST, z dodatkom askorbinske kisline. V poskusu so vedno primerjali tretirana in
netretirana vina, da bi videli dejanski vpliv dodane askorbinske kisline. V
nadaljevanju je sledil postopek, s katerim so se najbolj uspeli resiti senzori¢nega

priokusa NST v vinih.
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Prvi¢, vina morajo biti absolutno stabilna v koncentraciji proste zveplove(IV) kisline
(35-45 mg/L). Drugi¢, askorbinsko kislino je treba dodajati v dveh korakih. V Svici je
dovoljen dodatek askorbinske kisline 150 mg/L. Najprej so dodali 75 mg/L in po
najmanj 12-ih urah so dodali Se preostalih 75 mg/L askorbinske kisline. Tretji¢, ni
mozno meriti koncentracije Zveplove(IV) kisline po tretiranju z askorbinsko kislino,
ker daje lazno previsok rezultat. Pred merjenjem koncentracije zveplove(IV) kisline
po tretiranju z askorbinsko kislino je potrebno vina destilirati (Gatner, 2002).

Kot drugo moznost dodajanja askorbinske kisline vinu v literaturi opisujejo pripravo
vina brez napake NST po Veitshoechheimerjevem postopku. Takoj, pred ali po
pretakanju mlademu vinu dodamo 10 g/hL (100 mg/L) askorbinske kisline.
Askorbinsko kislino je treba v sodu enakomerno porazdeliti. Po najkasneje dveh
dneh se zaprt sod kot obic¢ajno Zvepla.

Pri senzoricnem preverjanju se pogosto druge napake identificirajo kot NST.
Postopek z askorbinsko kislino, t.i. Veitshoechheimerjev postopek, ni primeren za
preprecevanje teh napak za vse vrste vin; npr. suha vina ne postanejo bogata in

zrela (C. Schliessmann Kellerei- chemie GmbH&Co .KG. 2005).

Zorenje vina z askorbinsko kislino zahteva dolo¢ne previdnostne ukrepe:

e askorbinska kislina moti dolo¢anje prostega SO,, simulira zveplovo(IV)
kislino, kar je treba pri analizi upostevati.

e zraCenje vin je problemati¢no, ker askorbinska kislina oksidira. Sodi
morajo biti brezpogojno neprenehoma polni in zamaseni.

e obdelava vin z bekserjem (H;S v vonju in okusu) z bakrovim sulfatom je
omejena, ker obstaja nevarnost usedline bakra.

e vino naj ne pride v stik z napravami iz barvnih kovin in z vijaCnim navojem.

2.5.4 Nadaljnji kletarski ukrepi za preprecevanje nastanka NST

Med nujne kletarske ukrepe za preprecevanje nastanka NST pristevamo:
e kontrolo temperature alkoholne fermentacije,
e hladno skladi$¢enje v sodih iz legiranega jekla,

e zgodnje polnjenje, prodajo in porabo.
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Problem pojava NST predstavljajo tudi nepravilna ali nepopolna hladna veriga pri
transportu vina, prav tako mehanski tresljaji pri transportu, nato neprimerne
skladis¢ne temperature in mo¢na UV-svetloba na prodajnih policah trgovskih centrov,
itd. V prihodnje bi bilo mogoce tudi tem problemom pri odpravi napake NST

nameniti ve¢ pozornosti.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

V belih sortnih vinih smo potencialni razvoj NST dolocili s hitrim testom Wiirzburger
UTAFIX-Test. Izbranim svezim vzorcem vina smo dolocili vsebnost 2-AAP s plinsko
kromatografijo z masnim detektorjem (GC-MS). Rezultate kemijskih in senzori¢nih

analiz vzorcev vin smo statisti¢no obdelali.

3.1. MATERIAL

Potencialni razvoj napake NST s pomocjo hitrega Wiirzburger UTAFIX - Testa smo
dolo¢ili naslednjim vzorcem mladih belih vin (preglednica 1).

V posameznih vzorcih belih vinskih sort iz dveh vinorodnih dezel (v.o. Stajerska
Slovenija in Slovenska Istra), letnikov 2003-2005, smo v najmanj treh ponovitvah
dolocili vsebnost 2-AAP. V analizo je bilo vkljucenih 16 slovenskih vin razli¢nih sort,
letnikov, proizvajalcev in vinorodnih dezel (preglednica 2), ki se ve¢inoma pojavljajo
pri nas na trgu. Za analizo vsebnosti 2-AAP v belih vinih s plinsko kromatografijo in

masno detekcijo (GC-MS) smo uporabili naslednje vzorce belih vin (preglednica 2).
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Preglednica 1: Vzorci belih vin

Vzorec vina Sorta/zvrst vina Letnik | Wiirzburger UTAFIX - Test Deskriptivna senzori¢na analiza
1 Muskat ottonel 2003 DA NE
2 Muskat ottonel 2005 DA NE
3 Mesano belo 2005 DA DA
4 Laski rizling 2005 DA DA
5 Sauvignon 2005 DA DA
6 Chardonnay 2005 DA DA
| 7 | Malvazija [ 2005 | DA DA
8 Rebula 2005 DA NE
9 Rumeni muskat 2005 DA DA
10 Renski rizling 2004 DA DA

Preglednica 2: Vzorci belih vin, uporabljeni za analizo 2-AAP s plinsko kromatografijo in masno

detekcijo
| Vzorecvina | Sorta/zvrst vina | OkrajSava | Letnik
| 1 | Laski rizling | LR | 2003
| 2 | Lagki rizling | LR | 2004
| 3 | Lagki rizling | LR | 2005
| 4 | Sauvignon | SAU | 2003
| 5 | Sauvignon | SAU | 2004
| 6 | Sauvignon | SAU | 2005
| 7 | Malvazija | MAL | 2003
| 8 | Chardonnay | CH | 2003
| 9 | Rebula | REB | 2005
| 10 | Muskat ottonel | MO | 2003
| 11 | Muskat ottonel | MO | 2005
| 12 | Mesano belo | MB | 2005
| 13 | Lagki rizling | LR | 2005
| 14 | Sauvignon | SAU | 2005
| 15 | Chardonnay | CH | 2005
| 16 | Malvazija | MAL | 2005
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3.2  METODE DELA

3.2.1 Wiirzburski UTAFIX - Test za preverjanje moZnega nastanka NST v

mladem vinu

Test sluzi kot podlaga za pripravo mladega vina brez napake NST po
Veitshoechheimerjevem postopku.

Princip testa:

2-aminoacetofenon (2-AAP) velja kot vodilna substanca netipi¢ne starikavosti belih
vin (v nadaljevanju NST). Po aktualnih spoznanjih nastaja 2-AAP Sele po
zveplanju mladega vina. Tako se da z UTAFIX - Testom pri nezveplanem in pri Ze
zveplanem mladem vinu preveriti, ¢e le-to kaze nagnjenost h kasnejSem pojavu
napake NST. Test temelji na senzoricnem ocenjevanju dveh oz. §tirih paralelk
vzorca mladega vina po tem, ko so bili dodani posebni reagenti in po tridnevnem
skladis¢enju vina pri 40 °C. Po tem casu se pri mladem vinu zZe lahko razvije
napaka NST in se temu primerno ukrepa, da bi preprecili nadaljnjo tvorbo NST v
mladih belih vinih.

Vzoréenje:

Po koncu alkoholne fermentacije ali po pojemajo¢i fermentaciji se vzame 1-2 L
mladega vina iz prve tretjine steklenice. Predpostavka za izvedbo testa je, da je vino v
veliki meri ze povrelo.

Izvedba testa:

Dodajanje reagentov UTAFIX-1 nezveplanem mladem vinu: Motno mlado vino pred
dodajanjem reagentov UTAFIX-1 en dan pustitimo na hladnem, da usedlina
sedimentira. Manj motna vina se lahko takoj testira, in sicer k 1 L neZveplanega
mladega vina dodamo 2,0 mL reagenta UTAFIX-1. Ce je mlado vino Ze Zveplano in
je vsebnost prostega SO, ve¢ kot 40 mg/L, potem reagenta UTAFIX-1 ne dodamo, ¢e
pa vino vsebuje manj kot 40 mg/L pa dodamo 0,5 mL reagenta UTAFIX-1 na en liter
vzorca zZveplanega vina.

Mlado vino se po dodatku reagenta UTAFIX-1 razdeli v dve ali Stiri 250 mL

steklenice z navojnim pokrovckom, z oznakami A in paralelka (B) ter C in paralelka
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pri temperaturi 40 °C v ustrezni grelni napravi (inkubator, suSilna naprava).
Temperatura se preverja s termometrom. Po ohladitvi se opravi senzori¢na analiza in
primerjava vzorcev A oz. (B) in C oz. (D) z UTAFIX-3 (standardno raztopino 2-AAP)

in preveri, ali je mogoc¢e zaznati senzori¢no napako NST.

Reagenti za UTAFIX - Test:
e raztopina UTAFIX-1 v rjavi steklenici z 2-mililitrsko pipeto in kanilo;
e raztopina UTAFIX-2 v plastenki z lopatko in pokrovom,;
e raztopina UTAFIX-3 (standardna raztopina 2-AAP z zelo izrazitim vonjem);
e raztopina UTAFIX-4 (raztopina za doloCitev prostega SO, v vinih z

askorbinsko kislino) v plastenki s plasti¢no kapalko

Senzori¢no preverjanje NST:

e Vzorca A (B) in C (D) se po ohladitvi na sobno temperaturo napolni v vzoréne
steklenice (po potrebi steklenice pred vsakokratno analizo splakniti z vodo,
koli¢ina polnjenja 50 %).

e Pri vzorcih A (B) in C (D) se preverijo znacilnosti NST za vonj in okus. Pri
tem je vzorec A (B) tisti, pri katerem se preveri NST, vzorec C (D) pa sluzi

kot primerjava, pri katerem pojava NST naj ne bi bilo.

Senzori¢no se preveri:

e pri enojnem preverjanju:

¢e je vzorec A drugacen od vzorca C.

e pri dvojnem preverjanju:

¢e sta vzorca A in B kot tudi C in D vsakokrat identi¢na.

¢e sta vzorca A in B razli¢na od C in D.

Priporoceno je, da se poskuSanje izvede z ve¢ pokuSevalci, brez predhodnega
poznavanje vzorca. Pri poskuSanju dvojnih vzorcev pokuSevalci v paru poskuSajo

vzorce (A/B oz. C/D). S tem se ugotovi zanesljivost pokusevalcev. Prostor poskusanja
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naj bi bil ¢imbolj nevtralen glede vonjav. Pri dvoumnih rezultatih se poskusanje po
ponovnem eno- do dvodnevnem skladiS¢enju ponovi.
Primera vrednotenja rezultatov senzori¢ne analize:
Primer 1: Ce ima vzorec A (B) §ibke zna¢ilnosti NST; vzorec C (D) nima znagilnosti
NST: Vino lahko po Zveplanju in med skladiS¢enjem tvori NST. Razvijanje z

askorbinsko kislino se zdi smiselno!

Primer 2: Vzorca A (B) in C (D) nimata znacilnosti NST: Vino z veliko verjetnostjo
ne tvori NST: Ce vzorec C (D) v primerjavi A (B) ne kaze NST, se lahko z
dodajanjem askorbinske kisline v mlado vino nastanek NST zmanjsa ali pa se pojavi
kasneje kot obi¢ajno. To wustreza pripravi vina brez napake NST po
Veitshoechheimerjevem postopku.

Priprava standardnih raztopin 2-AAP:

Priprava ni nujno potrebna, vendar pa je pri pomanjkanju izkuSenj z UTAFIX -
Testom v pomo¢. Pri tem je priporoCljiva priprava standardov vonja: enemu litru
nezveplanega vina dodamo 2 mL reagentov UTAFIX-1 in razdelimo v Stiri
steklenice po 250 mL. Potem dodamo Se raztopino UTAFIX-3:

5 kapljic k 250 mL: standard za Sibko NST

10 kapljic k 250 mL: standard za srednjo NST

15 kapljic k 250 mL: standard za izrazito NST

20 kapljic k 250 mL: standard za intenzivno NST

Za preverjanje NST v dozorelih vinih, katerim dodamo razli¢ne koli¢ine raztopine
UTAFIX-3, se lahko oceni, ¢e bodo dodane majhne koncentracije 2-AAP prisle do
izraza. Za to se v vzorec 250 mL vina postopoma dodaja raztopina UTAFIX-3 in se
po vsakem dodatku poskusSa v trikotnem ali triangel testu (preizkuSanje Se z dvema
primerjalnima-kontrolnima vzorcema). Ce je vzorec z dodano testno raztopino
prepoznaven kot razli¢en, je dosezen senzoricen prag zaznavnosti NST v zrelih vinih.
Rezultat:
e 5 dodanih kapljic UTAFIX-3 kaZe ze izrazito UTA: Pozor! Vino je zelo
izpostavljeno NST, kar pomeni, da Ze majhne koli¢ine 2-AAP lahko vodijo do

v ve

e Sele 10 dodanih kapljic UTAFIX-3 kaZze izrazito NST: pri hitri porabi in
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hladnih pogojih skladis¢enja izrazito NST ni za priCakovati.
e Sele ve¢ kot 15 dodanih kapljic UTAFIX-3 kaze izrazito NST: vino lahko

prenese tudi vecjo vsebnost 2-AAP.
Ce je bil Wiirzburski UTAFIX - Test pozitiven, pomeni, da so bile ugotovljene
spremembe NST pri vzorcu A (B), pri vzorcu C (D) pa sprememb NST ni bilo,
lahko dodajanje askorbinske kisline pred ali kmalu po Zveplanju mladega vina,
zmanj$a nastanek NST.
Izvedba:
Takoj, pred ali po pretakanju mlademu vinu dodamo 10 g/hL (100 mg/L) askorbinske
kisline. Askorbinsko kislino je treba v sodu enakomerno porazdeliti. Po

najkasneje dveh dneh se zaprt sod kot obic¢ajno Zvepla.

3.2.2 Analiza 2-AAP s plinsko kromatografijo in masno detekcijo (GC-MS) po
predhodni ekctrakciji (teko¢e-tekoce, SPME)

Predpriprava vzorcev vina za analizo 2-AAP:

S K,COs (kalijevega(IV) karbonata), ki deluje kot pufrna raztopina, smo pH vina
uravnali na vrednost 5,00. Nato smo vzorcu vina (700 mL) dodali 140g NaCl (natrijev
klorid) in vino razdelili v 200 mL bucke. Vzorcem vina, pripravljenega za izraun
statisti¢nih podatkov, smo dodali razlicne koncentracije standardne raztopine 2-AAP
in 250 pL internega standarda dikloranilina. Tako pripravljeno vino smo v liju lo¢niku
ekstrahirali z 20 mL pentana, in sicer smo pentan dodali trikrat (skupaj 60 mL).
Zbrane frakcije smo centrifigurali (3000 obr./min; 10 minut) in nato na rotavaporju
(vodna kopel 40 °C) izparili do suhega. V bucko smo nato dodali 3 mL pentana,
odpipetirali v vialo ter analizirali na plinskem kromatografu z masnim detektorjem
(GC-MS). 2-AAP je v vzorcih identificiran s primerjavo retenzijskega ¢asa eksternega

standarda 2-AAP.

Pri analitskem delu so bile uporabljene naslednje aparature:
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e plinski kromatograf z masno selektivnim detektorjem (GC-MS) za dolo¢anje
vsebnosti v 2-AAP po predhodni ekstrakciji (tekoCe-tekoce, SPME) s
pentanom; uporabljena kolona (ZB-WAX — 60 m x 0,32 mm x 1 pm);

e centrifuga, rotavapor, pH meter.

Koncentracijo 2-AAP v vzorcu vina (ey, pg/L), v katerega smo dodali znano

koncentracijo internega standarda s, smo izracunali z naslednjo relacijo:

v kateri pomeni A, povrs$ino kromatografskega vrha 2-AAP v vzorcu vina, ¢y iskano
koncentracijo 2-AAP v vzorcu vina (ug/L), A povrSino kromatografskega vrha
2-AAP v vzorcu internega standarda, ¢, znano koncentracijo 2-AAP v vzorcu

internega standarda (ug/L) in F odzivni faktor.

3.2.3 Senzori¢na analiza posameznih vzorcev sort belega vina

Uporabili smo deskriptivno — opisno senzori¢no analizo sedmih vzorcev belih vin,
tako da smo ocenjevali posamezne lastnost vin kot so barva, bistrost, vonj in okus.
Vzorce vin smo z dodanimi UTAFIX reagenti pospeSeno starali tri dni pri 40 °C, da
so se razvili morebitno prisotni prekurzorji 2-AAP v vinu, po ohladitvi vzorcev pa je

sledila opisna senzori¢na analiza z dvema ocenjevalcema.

3.2.4 Statisticna analiza zbranih podatkov

V poskusu zbrane podatke 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).
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Statisticni modeli za parametre vin so vkljucevali vplive razli¢nih sort (S) (model 1),

letnikov (L) (model 2), vinorodnih dezel (D)(model 3) in okolisev (O) (model 4).

yii=p+ Si+ej (model 1)
yij= n+ Li + e (model 2)
yi=p+Ditey (model 3)
yi=u+O0ite; (model 4)

kjer je yj;= ij-to opazovanje; pu = povprecna vrednost; S; — vpliv sort (CH-chardonnay;
LR-laski rizling; MAL-malvazija; MB-meSano belo; REB-rebula; SAU-sauvignon);
L; — vpliv letnikov (2003, 2004, 2005); D; — vpliv vinorodnih dezel (Podravje,
Primorska); O; — vpliv okoliSev (Brda-Goriska Brda; Istra-Slovenska Istra; gtajerska—

Stajerska Slovenija; Vipava-Vipavska dolina) in e;= ostanek.

Srednje vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izraCunane z uporabo

Duncanovega testa in so primerjane pri 5 % tveganju.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
4.1 REZULTATI ANALIZE 2-AAP S PLINSKO KROMATOGRAFIJO
Vsebnost 2-AAP v vzorcih je bila izraCunana po metodi internega standarda, ki je v

nasem primeru 2,4-dikloranilin. Na sliki 4 je prikazana umeritvena krivulja dolocanja

2-AAP po opisanem postopku 3.3.2.
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Slika 4: Umeritvena krivulja standardne raztopine 2-AAP
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Preglednica 3: Kemijski parametri in vsebnosti 2-AAP v izbranih vzorcih vina
. . . Reduc. Prosti
Vzorec vina | Letnik Vl;?éloigm S\t,?rllli ¢ sladkorji SO, I(A\}l;lo f;o)l pH (ZL[QSI; (i:;SE*
. /0
(glL) | (mgL)

Laski 2003 | Vipava | steklenideno 324 | 071 1,17

rizling

Laski 2004 Vipava | steklenigeno 12 331 | 0,67 1,11

rizling

Laski 2005 Vipava | steklenideno 328 | 038 0,63

rizling
| Sauvignon | 2003 | Vipava | steklenideno | | | 321 | 05 | 082
| Sauvignon | 2004 | Vipava | steklenieno | | [ 12 [322 ] 02 | 033
[ Sauvignon [ 2005 [ Vipava | stekleniCeno | | | [325 ] 017 | 028
| Malvazija | 2003 | Tstra | stekleni¢eno | | | | 327 | 038 | 063
| Chardonnay | 2003 I Istra l stekleni¢eno l | | I 3,23 I 1,41 I 2,07
| Rebula [ 2005 | Brda | odprto | [ 67 | [328 | 029 | 048

Muskat 2003 | Stajerska | steklenideno 25,3 10 337 | 038 0,63

ottonel

Muskat 2005 | Stajerska | steklenideno 20,5 3,19 | 037 0,61

ottonel

g’i‘fsan" 2005 | Stajerska odprto 3,92 40,7 9,84 | 297 | 036 0,59

Laski 2005 | Stajerska odprto 2,5 8,7 11,72 | 287 | 035 0,58

rizling
| Sauvignon | 2005 | Stajerska | odprto | 135 | 279 | 1007 [295 | 026 | 043
| Chardonnay | 2005 | Istra | odprto | 46 | 302 | 832 [379 | 022 [ 036
| Malvazija | 2005 | Istra | odprto | 725 | 282 | 925 [369 | 03 | 05

*koncentracija 2-AAP je izraCunana z metodo internega

izraCunana z upostevanjem % ekstrakcije

standarda; **koncentracija 2-AAP je

Vsebnost 2-AAP*, izracuna po metodi internega standarda je manjSa od koncne

vsebnosti 2-AAP**, kjer smo upostevali tudi % ekstrakcije (preglednica 3).

Odstotek ekstrakcije znasa 35 % za vzorce, katerih vsebnost 2-AAP je manjsa od

1 pg/L in 53 % za vzorce vin, pri katerih je vsebnost 2-AAP od 1-2 ng/L.

Ob upostevanju odstotka ekstrakcije (2-AAP**), smo ugotovili, da se najvecje

vsebnosti 2-AAP pojavljajo pri sortah vin letnika 2003, ki je veljalo za zelo suSno

leto. Najvecje vsebnosti smo dolocili pri sortah chardonnay in laski rizling, po

literaturnih podatkih senzori€no zaznavne koncentracije 2-AAP v belih vinih

(>0,7 pg/L), pa ima povisano vsebnost tudi vzorec sorte sauvignon. Na meji

senzori¢ne zaznave 2-AAP (0,63 ug/L) sta bili sorti malvazija in muskat ottonel,
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letnika 2003. Pri vzorcih letnika 2004 smo zelo veliko vsebnost 2-AAP dolocili
vzorcu laski rizling, do¢im pri vzorcu sauvignon ni bila povecana. Pri vzorcih letnika
2005 so bile vsebnosti 2-AAP manjse kot 0,7 ug/L, torej pod senzori¢no zaznavnimi
koncentracijami. Najve€je vsebnosti so bile ugotovljene pri sortah laski rizling in
muskat ottonel, ter pri zvrsti meSano belo (vsi ve¢ kot 0,58 ng/L), sledijo malvazija,
rebula, sauvignon in chardonnay.

V literaturi je objavljeno, da se napaka vin NST pojavlja predvsem v susSnih letnikih,
ko primanjkuje padavin. Iz nasih podatkov je bilo ugotovljeno, da so bile najvecje
vsebnosti 2-AAP v vzorcih letnika 2003, ki je pri nas veljalo za susno leto, zato lahko
vzrok dejansko pripisemo susnemu letu z malo padavin. Ce primerjamo letnike in
sorte med seboj, je imela sorta laski rizling zelo veliki vsebnosti 2-AAP v letnikih
2003 in 2004, v letniku 2005 pa tik pod senzoricno zaznavno vrednostjo 0,7 pg/L v
dveh vinorodnih okoligih, in sicer v Vipavski dolini in Stajerska Slovenija.

Na osnovi rezultatov lahko sklepamo, da gre za sorto, ki je verjetno bolj kot druge
podvrzena napaki NST, lahko pa k temu pripomore tudi to, da velja za bolj pozno
dozorevajoco sorto, ki jo nekateri vinogradniki trgajo vedno prezgodaj. UpoStevati
moramo tudi to, da je vino Ze bilo stekleniceno, Ceprav je bila relativno velika
koncentracija 2-AAP tudi pri vzorcu odprtega vina. Relativno veliki vsebnosti 2-AAP
sta vsebovala tudi vzorca steklenicenega vina sorte muskat ottonel v letnikih 2003 in
2005. V vzorcih vin z zelo majhno vsebnostjo prostega SO, (<9 mg/L), to sta bila
vina odprtega tipa rebula in laskim rizling 2005, smo ugotovili ve¢jo vsebnost 2-AAP

kot v preostalih vzorcih vin letnika 2005.

4.2 REZULTATI SENZORICNEGA PREVERJANJA Z UTAFIX - TESTOM

Pri vzorcih belih vin, kjer je bil UTAFIX - Test negativen, vino z veliko verjetnostjo
ne vsebuje senzoricno zaznavne koncentracije 2-AAP, torej ne moremo govoriti o
napaki NST. Vendar pa nam vzporedna GC-MS analiza vzorcev mladih vin letnikov
2005 pokaze Ze dokaj velike vsebnosti 2-AAP, zato moramo biti pazljivi, ker lahko Se

vsebujejo prekurzorje 2-AAP (preglednica 4). Zato nadaljnje spremljanje
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koncentracije 2-AAP ne bi bilo odvec, saj se le-ta lahko v ugodnih razmerah za
nastanek 2-AAP, poveca za 0,1-0,2 pg/L na leto.

Pri vzorcih mladega vina rebula in rumeni muskat 2005, kjer je bil UTAFIX - Test
pozitiven, je moZen dodatek askorbinske kisline v vino v koncentraciji 10 g/hL in
pripravi vina brez napake NST po Veitshoechheimerjevem postopku. S tem se
nastanek NST lahko zmanjsa ali pa se pojavi kasneje kot obi¢ajno, vendar je
arhiviranje tudi tako pripravljenega vina pod vprasajem. Vzorca muskat ottonel 2003
in renski rizling 2004, kjer je bil UTAFIX - Test ravno tako pozitiven, sta ze
stekleniena vina starejSega letnika, zato je najpriporocljivejsi ukrep skladiScenje vina

na hladnem in ¢im hitrejSa potrosnja.

Preglednica 4: Rezultati UTAFIX - Testa v izbranih vzorcih vina

Vzorec vina Letnik Stanje vina UTAFIX - Test Priporocjivi r}adal] ut
ukrepi
Muskat ottonel 2003 stekleniceno pozitiven SklﬁdlSC?nj cna hlad?em m
¢im hitrejSa potrosnja
| Muskat ottonel ’ 2005 ’ stekleni¢eno ’ negativen |
| Mesano belo ‘ 2005 ‘ odprto ‘ negativen |
| Laski rizling ‘ 2005 ‘ odprto ‘ negativen |
| Sauvignon ‘ 2005 ‘ odprto ‘ negativen |
| Chardonnay ‘ 2005 ‘ odprto ‘ negativen |
| Malvazija ’ 2005 ’ odprto ’ negativen |
Dodatek askorbinske
Rebula 2005 odprto pozitiven kisline — 10 g/hL
(100 mg/L), takoj!
Dodatek askorbinske
Rumeni muskat 2005 odprto pozitiven kisline — 10 g/hL
(100 mg/L), takoj!
Renski rizling 2004 odprto pozitiven Sklva.dlsc?nj cna hlad{lem n
¢im hitrej8a potro$nja
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4.3 REZULTATI DESKRIPTIVNE SENZORICNE ANALIZE VZORCEV
VINA

V naSem primeru deskriptivne senzori¢ne analize je bil pojav napake NST ugotovljen
pri vzorcih sort sauvignon, malvazija in rumeni muskat letnika 2005 in pri sorti renski
rizling letnika 2004 (preglednica 5).

Napaka NST je bila najpogosteje opisana z intenzivnejSo zlato in sijoco barvo. Vina
imajo izgubljen sortni vonj, ki je ponavadi spominjal na vonj po zatohlem; pojavljal
se je tudi vonj po zazgani masti in gumi, vonj je bolj hlapen, pogosto se pojavlja
medena nota. Vina imajo prikrito cvetico, pojavlja se grenek okus, izstopajo kisline,
ponekod je poveCana vsebnost hlapnih kislin, vina imajo ubit okus, so izrazito

neharmonicna, primanjkuje jim sveZine in so starikava.
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Preglednica 5: Rezultati deskriptivne senzori¢ne analize vzorcev belih vin

Vzorec vina Letnik | Ocenjevalec 1 Ocenjevalec 2
A(B)-mocnejsa opalescenca, rahla | A(B)-opalescenca, svetlo-rumena barva;
oksidacija barve; zaprt vonj; | SO, mnevtralen vonj s slabo izrazeno
mascoben okus (MLF cvetlico; okus je prazen
Mesano belo 2005 ( ) - P -
C(D)-mocna opalescenca; vonj po | C(D)-opalescenca, rahel rjav ton; medena
zazganem; neharmonicen, grenek, | nota, kislina je izrazitejsa kot v A(B), v D
razslojen okus manj medene note, okus boljsi
A(B)-prepoznavna sortnost, MLVF A(B)-opalescenca, rahel rjavkast odtenek;
nota, rahla opalescenca, sijoca . . L.
L . aldehidna nota, oksi zaznavna v vonju in
barva z zlatimi odtenki, prazen okusu
. okus, premalo svezine
Laski rizling 2005 P
C(D)-zelenkast odtenek, . .
. C(D)-opalescenca; vonj spominja na maslo,
opalescenca; v vonju zaznavna . L . . ;
o S v okusu manj; cvetlica je bolj intenzivna, ni
ocetne kisline; svezina in sadnost a pozitivna
v okusu, rahla grenkoba pap
A(B)-svetlejsa  barva, manjsa A(B)-op glescencg; sortna  cvetica,
motnost: Drepoznavna sortnost dolgotrajna, tudi v ustih intenzivna; na
> Prep okus lahkoten, piten, enostaven
Sauvignon 2005 C(D)-vecja opalescenca; v vonju
necist, po zazgani gumi (DMDS), | C(D)-barva je intenzivnejSa, bolj zlata; v
izstopajoca kislina; boljsa | okusu je starikav, izstopa kislina, rahla
sadnost, manj zaznavna | medena nota, zazgana mast
mascobnost v pookusu
A(B)-sortnost v vonju manj | A(B)-opalescenca, za to sorto svetla barva,
izrazita; rahla oksidacija v vonju; | ni transparentna; na okus enostaven, kratek
sortnost in izrazita polnost zaton
Chardonnay 2005 k - P . - —
C(D)-vonj bolj sorten,zaznavni | C(D)-opalescenca, intenzivnejSa barva; na
orescki-lesnik; bolj svez, kislinski | cvetico bolj zrel; polnejSi, polj sorten,
in saden okus; pookus po pivu daljsi zaton
A(B)-opalescenca in intenzivno
rumena barva, Dbeljakovinska | A(B)-bolj bistra; sorten vonj; srednje
motnost; sortna, manj sadna; | izrazen SO,; v okusu prazen
prikrit vonj z MLF; prazen okus
Malvazija 2005 hali T . :
C(D)-bol; _ Syoca barva‘,. bolj C(D)-barva je intenzivno zlata; cvetica je
hlapen vonj (zveplove spojine, po " S . o
b o daljsa, bolj izrazna, deluje zrelejSe, ne
zazganem); izrazita } . O
2 . mladostno; okus je grenak, brez kisline,
neharmoni¢nost in grenkoba; H,S o .. .
. . ubit, ni svezine, starikav
v pookusu; starikavost, ubitost
A(.B)._ identicna vzorca v vonju; A(B)-Se zaznavna cvetica sorte; vonj po
prikrita sortnost; merkaptanska N Ly .
. M prazenem kruhu, tudi Zveplove spojine; po
nota, razslojen okus- kislina in okusu ie boli prazen
Rumeni muskat 2005 prazen okus J 1P
C(D)-medena nota; poln okus z | C(D)-sortni vonj je izgubljen; zatohel vonj
izrazito grenkobo; starikavost in | z noto po medu; v okusu starikava, zatohla
zatohlost in ubita aroma
A(B)-manj izrazen firn; motnost; .
Renski rizling 2004 bolj hlapen vonj; SO, + kovinski A(B)-lepa, bistra Dbarva, zelenkasto-

pookus

rumena; izrazen SO,
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C(D)-opalescenca; zaprt, hlapen
vonj; prikrita sortnost; razslojen,
zatohel okus; medena nota v
vonju, povisane hlapne Kisline,
starikav

C(D)-opalescenca; ni sortnega vonja,
zatohla medena nota mocno izraZena; v
okusu manj starikav kot rumeni muskat
2005, vendar zZe starikav

4.4 REZULTATI STATISTICNE ANALIZE PODATKOV

Preglednica 6: Razlike v vsebnosti 2-AAP in vrednosti pH med razli¢nimi sortami vin (Duncanov

test, a=5 %)

| sorta/parameter | 2-AAP* | 2-AAP** | pH

| Chardonnay | 0,83+0,74° | 1,24+1,06° | 3,51+031°
| Laski rizling [ 0,53+0,19° | 087+031" | 3,17+0,18
| Malvazija | 034+0,07° | 056+0,11° | 3,48+0,23°
| Mesano belo | 0,40 +0,04° | 0,66+0,07° | 297+0,01°
| Muskat ottonel | 0,38+005"° |  062+0,09° | 328+0,10°
| Rebula [ 0,30+0,11° | 048+0,18° | 328+0,01°
| Sauvignon | 028£0,15° | 047+024° | 3,15+0,12%
| p-vred. | 0,0171 | 0,0228 | 0,0002

p < 0,001 statisticno zelo visoko znacilen vpliv; p < 0,01 statisticno visoko znacilen vpliv; p < 0,05 statisticno
znacilen vpliv; neznacilen vpliv (p > 0,05); skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisticno znacilno ne
razlikujejo.

Iz rezultatov v preglednici 6 je razvidno, da ima sorta oz. zvrst vina statisticno zelo
visoko znacilen vpliv na pH vina; pH vina je torej mo¢no odvisen od sorte oz. zvrsti
vina. Vrednosti pH vzorcev laski rizling in sauvignon sta statisticno gledano enaki,
ravno tako vrednosti pH vzorcev muskat ottonel in rebula ter chardonnay in
malvazija. Najnizjo vrednost pH je imel vzorec zvrsti vina meSano belo.

S statisticno analizo je bilo ugotovljeno, da ima sorta vina statisti¢no znacilen vpliv na
vsebnost 2-AAP v vzorcih vin. To najbolj velja za sorti laski rizling in chardonnay,
kjer smo dolocili najvecje koncentracije 2-AAP in se koncentraciji 2-AAP statisti¢no
gledano razlikujeta od preostalih vzorcev vin, katerih vrednosti pa se med seboj

statisticno gledano ne razlikujejo.

Preglednica 7: Razlike v vsebnosti 2-AAP in vrednosti pH med razli¢nimi letniki vin (Duncanov

test, a=5 %)

| letnik/parameter | 2-AAP* | 2-AAP** | pH

[ 2003 | 0,68 + 0,46" | 1,07 + 0,65° | 3,26 + 0,06"
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[ 2004 | 0,43 +0,26° | 0,72 + 0,43° | 3,26 + 0,05°
| 2005 | 0,31+ 0,10° | 0,51 +0,17° | 3,25+ 0,30°
[ p-vred. | 0,0007 | 0,0004 | 0,9932

p < 0,001 statisticno zelo visoko znacilen vpliv; p < 0,01 statisticno visoko znacilen vpliv; p < 0,05 statisticno
znacilen vpliv; neznacilen vpliv (p > 0,05); skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne
razlikujejo.

Ugotovili smo, da imajo letniki statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv na vsebnost 2-
AAP v vinu (preglednica 7). Vsebnost 2-AAP v vzorcih vin je bila najvecja pri letniku

2003, letnika 2004 in 2005 pa se statisti¢no znacilno ne razlikujeta. Letnik vina na pH

vrednost vzorcev vin ne vpliva, med seboj se statisticno gledano ne razlikujejo.

Preglednica 8: Razlike v vsebnosti 2-AAP in vrednosti pH med vinorodnima dezelama (Duncanov

test, 0=5 %)

| vinorodna dezela/parameter I 2-AAP* | 2-AAP** I pH

| Podravje | 0,35+0,07° | 0,58 +0,12° | 3,07+0,19°
| Primorska | 0,48 + 0,38° | 0,77 + 0,56 | 3,34+ 0,20°
[ p-vred. | 0,2087 | 0,2105 | <0,0001

p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; p < 0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; p < 0,05 statisticno
znacilen vpliv; neznacilen vpliv (p > 0,05); skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne
razlikujejo.

Statisticno zelo znacilno je bil dokazan vpliv vinorodne dezele na vrednost pH vina
(preglednica 8). Vrednost pH vin vinorodne dezele Primorska je nekoliko vi§ji od pH
vin Podravja, statisti¢cno gledano se torej med seboj zelo visoko znacilno razlikujeta.
Na vsebnost 2-AAP v vinih vinorodni dezeli Podravje in Primorska nimata statisticno

znacilnega vpliva, vsebnost 2-AAP v vinih ni odvisna od vinorodne dezele, kjer je

bilo vino pridelano.

Preglednica 9: Razlike v vsebnosti 2-AAP in vrednosti pH med vinorodnimi okolisi (Duncanov test,

L 0=5%)
| okoli$/parameter I 2-AAP* I 2-AAP** I pH
| Brda | 0,30 +0,11° | 0,48 +0,18° | 3,28 +0,01°
[ Istra | 0,59 + 0,56 | 0,90 = 0,80° | 3,49 £ 0,26°
| Stajerska | 0,35+ 0,07° | 0,58 +0,12° | 3,07 +0,19°
| Vipava | 0,44 + 0,23 | 0,72 + 0,37 [ 325+0,04%
[ p-vred. | 0,2490 | 0,2913 | <0,0001
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p < 0,001 statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv; p < 0,01 statisti¢no visoko znacilen vpliv; p < 0,05 statisticno
znacilen vpliv; neznacilen vpliv (p > 0,05); skupine z enako ¢rko v indeksu se med seboj statisti¢no znacilno ne

razlikujejo.

Ugotavljali smo tudi vpliv vinorodnih okoliSev na vsebnost 2-AAP, vendar statisti¢no
znacilnih vplivov nismo dokazali (preglednica 9). Smo pa ponovno dokazali, da imajo
na vrednost pH vin statisti¢no zelo visoko znacilen vpliv poleg vinorodnih dezel tudi
vinorodni okoliSi. pH vin je najvi§ji v vinorodnem okoliSu Istra, sledijo Brda in
Vipava, kjer sta vrednosti pH skoraj enaki, najnizji pH vin pa je v vinorodnem okoliSu

Stajerska.

Vse dobljene rezultate (analitske in senzori¢ne) lahko primerjamo v preglednici 10.

Preglednica 10: Primerjava rezultatov deskriptivne senzori¢ne analize in dveh metod dolocanja

vsebnosti 2-AAP

Vinorodni GC-MS Sf:\/z;r;c;l_(é Deskriptivna Ujemanje
Vzorec | Sorta Letnik - 2-AAP p Jany senzori¢na razli¢nih
okolis (ug/L) UTAFIX - analiza metod
HE Test
1 Laski 2003 Vipava 1,17
rizling
2 Laski 2004 | Vipava L1t
rizling
3 Laski 2005 Vipava 0,63
rizling
[ 4 | Sauvignon | 2003 | Vipava | 0,82 | | |
| 5 | Sauvignon | 2004 | Vipava | 033 | | |
| 6 | Sauvignon | 2005 | Vipava | 028 | | |
[7 [ Malvazija | 2003 | Istra | 063 | | |
| 8 | Chardonnay | 2003 | Istra | 2,07 | | |
[ 9 | Rebula | 2005 | Brda | 048 | | |
Muskat G .
10 2003 Stajerska 0,63 pozitiven - neskladno
ottonel
11 Muskat 2005 Stajerska 0,61 negativen - skladno
ottonel
12 lli elzsano 2005 Stajerska 0,59 negativen negativen skladno
13 L.as.k ! 2005 Stajerska 0,58 negativen negativen skladno
rizling
3 neskladno
14 Sauvignon 2005 Stajerska 0,43 negativen pozitiven s senz.
analizo
| 15 | Chardonnay | 2005 | Istra [ 036 | negativen || negativen | skladno
[ 16 | Malvazija [ 2005 | Istra [ 0,50 | negativen | pozitiven | neskladno
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S senz.
analizo
17 Rur:nem 2005 - - pozitiven pozitiven skladno
muskat
18 Reqskl 2004 - - pozitiven pozitiven skladno
rizling

Vrednost pH in 2-AAP* oz. 2-AAP** nista v medsebojni korelaciji (r = -0,08, p =
0,592 oziroma r = -0,09, p = 0,561). Torej pH vrednost vina nima statisticno
znacilnega vpliva na vsebnost 2-AAP v vinu. Prav tako negativna, a bistveno visja
korelacija obstaja med letnikom in 2-AAP* oz. 2-AAP** (r = -0,52, p = 0,0001
oziroma r = -0,54, p < 0,0001).
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5 SKLEPI

Kot metode dela za dolocevanje neznacilnega starikavega tona belih vin smo uporabili
hitri Wiirzburski UTAFIX - Test, doloc¢itev vsebnosti 2-AAP kot glavne spojine za
pojav NST v vinih z GC-MS in deskriptivno senzori¢no analizo nekaterih vzorcev

belih vin.

V hitri Wiirzburski UTAFIX - Test je bilo vklju¢eno devet vzorcev vin, kot pozitivni
pa so se pokazali vzorci muskat ottonel 2003, renski rizling 2004 in rumeni muskat

letnik 2005.

Pri dolocevanju vsebnosti 2-AAP z GC-MS so senzori¢no zaznavno koncentracijo 2-
AAP (0,7 pg/L) presegli Stirje od Sestnajstih analiziranih vzorce, in sicer laski rizling
2003 in 2004, ter sauvignon in chardonnay letnika 2003. Iz podatkov je bilo
ugotovljeno, da je bila najvecja vsebnost 2-AAP v vzorcih letnika 2003, ki je pri nas
veljalo za suSno leto, med sortami pa sta imela najvecjo vsebnost 2-AAP vzorca laski

rizling in chardonnay.

Pri senzoricnem ocenjevanju vzorcev vin z deskriptivnho senzori¢no analizo smo
starikavost vin dolo¢ili §tirim od sedmih ocenjenih vzorcev vin. Lastnosti teh vin so se
najpogosteje kazale kot nesorten, zatohel vonj s pogosto medeno noto, vina imajo

prikrito cvetico, so izrazito neharmoni¢na in starikava.

Statisti¢na analiza vplivov razli¢nih sort, letnikov, vinorodnih dezel in okoliSev na
vsebnost 2-AAP in vrednost pH v vzorcih vin je pokazala, da vsebnost 2-AAP v vinu
ni odvisna od pH vina, dokazano pa letnik in sorta vina statisticno znacilno vplivata
na vsebnost 2-AAP v vinu. Vinorodna deZela in vinorodni okoli§ na vsebnost 2-AAP
v vzorcih vin ne vplivata, imata pa statisticno visoko znacilen vpliv na pH vina. Na
pH vina vpliva tudi sorta vina, medtem ko letnik vina na vrednost pH nima statisti¢no

znacilnega vpliva.
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V okviru znanih dejavnikov, ki so odgovorni za nastanek 2-AAP, smo dolocili
znacilno in pozitivno korelacijo z intenziteto senzori¢no zaznavne napake NST.
Rezultati deskriptivne senzori¢ne analize in dveh metod doloCanja vsebnosti
spojine 2-AAP so se skladali v Sestih od devetih vzorcev belih vin. Neskladnost
med rezultati se je pokazala pri vzorcih muskat ottonel letnika 2003 ter sauvignon

in malvazija letnika 2005.

Pri vzorcu muskat ottonel letnika 2003 smo ugotovili pozitiven rezultat hitrega
Wiirzbur§kega UTAFIX - Testa, medtem ko je bila vsebnost 2-AAP Se pod
senzoricno mejo zaznavnosti 2-AAP v vinu (0,7 ug/L), vendar ze zelo blizu tej
vrednosti (0,63 pg/L), kar bi lahko v praksi Ze pomenilo pojav napake NST, ki pa je

manj izrazit.

Podoben rezultat se je pojavil tudi pri sortah sauvignon in malvazija letnika 2005, kjer
je bila vsebnost 2-AAP pod senzori¢no zaznavno mejo (0,7 pg/L), vendar sta bila
vzorca po deskriptivni senzori¢ni analizi ze ocenjena kot starikava. Torej vsebnost 2-

AAP ne sme biti eden in edini pokazatelj napake NST v vzorcu vina.
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6 POVZETEK

V diplomsko delo je bilo vkljucenih osemnajst vzorcev slovenskih belih vin razli¢nih
sort, letnikov, proizvajalcev in vinorodnih deZel, ki se pojavljajo na trgu pri nas. Kot
metode dela za doloCevanje neznacCilnega starikavega tona belih vin smo uporabili
hitri Wiirzburski UTAFIX - Test, doloc¢itev vsebnosti 2-AAP kot glavne spojine za
pojav NST v vinih s plinsko kromatografijo (GC-MS) in deskriptivno senzori¢no
analizo nekaterih vzorcev belih vin. Rezultate vseh metod dela smo primerjali med
seboj. Vplive razli¢nih sort, letnikov, vinorodnih dezel in okoliSev na vsebnost 2-AAP
in vrednost pH v vinu pa smo statisti¢no analizirali z raCunalniskim programom SAS
(SAS Software. Version 8.01, 1999) z multiplo analizo variance — proceduro GLM
(General Linear Models).

Pri vzorcih belih vin, kjer je bil UTAFIX - Test negativen, vino z veliko verjetnostjo
ne vsebuje senzori¢no zaznavno vsebnost 2-AAP, torej ne moremo govoriti o napaki
NST. Vendar pa nam vzporedna GC-MS analiza vzorcev mladih vin letnikov 2005
pokaze ze dokaj velike vsebnosti 2-AAP, zato moramo biti pazljivi, ker lahko vina Se
vsebujejo prekurzorje 2-AAP. Zato bi bilo nadaljnje spremljanje vsebnosti 2-AAP vec
kot priporocljivo, saj se le-ta lahko v ugodnih razmerah za nastanek 2-AAP, poveca za

0,1-0,2 pg/L na leto.

Pri vzorcih belih vin, kjer smo opravili hitri UTAFIX - Test in se je le ta izkazal za
pozitivnega, pa je mozen dodatek askorbinske kisline v vino v koncentraciji 10 g/hL
in pripravi vina brez napake NST po Veitshoechheimerjevem postopku. S tem se
nastanek NST lahko zmanjSa ali pa se pojavi kasneje kot obicajno, vendar je
arhiviranje tudi tako pripravljenega vina pod vprasajem. Ce pa je vino Ze
ustekleniceno pa je najprimernejsi ukrep skladisCenje vina na hladnem in ¢imprejsSnja

potrosnja.
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Preverjanje napake NST s hitrim UTAFIX - Testom se je izkazalo kot zanesljiva in
dokaj hitra ocena za intenzivnost pojava te napake v vinu. S pomocjo teh rezultatov
lahko pravocasno in pravilno ukrepamo in s tem zmanjSamo ali zakasnimo pojav NST
v vinu. Ta hitri test je Se posebej primeren za vina, ki jih nameravamo arhivirati, saj
so ta namenjena za daljSe zorenje in bi kasnejSi pojav napake NST v Ze

ustekleni¢enem vinu pomenil tudi ve¢jo ekonomsko skodo za proizvajalca vin.

Pri senzoricnem ocenjevanju vzorcev vin z deskriptivno senzori¢no analizo so bile
llastnosti vin opisane kot sortno neznacilen, zatohel vonj s pogosto medeno noto, vina
so imela prikrito cvetico, bila izrazito neharmonic¢na, primanjkovalo jim je svezine in

so delovala starikava.

Statisti¢na analiza vplivov razli¢nih sort, letnikov, vinorodnih dezel in okoliSev na
vsebnost 2-AAP in vrednost pH v vzorcih vin je pokazala, da vsebnost 2-AAP v vinu
ni odvisna od pH vina, dokazano pa letnik in sorta vina statisticno znacilno vplivata
na koncentracijo 2-AAP v vinu. V okviru nasih proucevanih vin se je pokazalo, da

vinorodna deZela in vinorodni okoli§ ne vplivata na vsebnost 2-AAP.

Na morebiten pojav napake NST bi morali biti Se posebej pozorni pri susnih letnikih z
malo padavin, saj se napaka pri teh letnikih pojavlja z vecjo verjetnostjo, kar smo
dokazali tudi na naSih vzorcih vin. Napaka NST je odvisna tudi od sorte vina,

pogosteje se pojavlja pri sorti laski rizling in chardonnay.

Dolocene snovi v vinu lahko napako NST tudi delno ali v celoti prikrijejo, zato
moramo pojav napake NST ugotavljati s pomocjo razliénih metod. Vsebnost 2-AAP,
doloc¢ena z GC-MS analizo, je lahko nizja od senzori¢no zaznavne koncentracije v

belem vinu (0,7 pg/L), senzori¢no pa Ze predstavlja napako NST.

Posebno pozornost je potrebno nameniti skladi§¢enju in distribuciji vina. Velik
problem na tem podro¢ju predstavljo trgovine, kjer vina dalj ¢asa odlezijo na

neprimerni temperaturi in svetlobi trgovinskih polic.
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PRILOGE

Priloga A1l: Klimatske znacilnosti letnika 2003 (ARSO, 2004)

Leto 2003 je bilo pomembno toplejSe od dolgoletnega povprecja.V letu 2003 je bilo
najve¢ padavin v Julijcih, a v primerjavi z obi¢ajnimi razmerami je padavin skoraj
povsod po drzavi primanjkovalo, najbolj na severovzhodu drzave, Krasu, delu
Stajerske in na Goriskem, kjer so namerili le med 55 in 70 % obicajnih letnih padavin.
Najopaznej$i je bil primanjkljaj padavin spomladi in poleti. Julij je bil statisticno
pomembno toplejsi od dolgoletnega povprecja povsod po drzavi. Na Krasu in v
Vipavski dolini, ter v preteznem delu vzhodne Slovenije je bila povpre¢na dnevna
temperatura celo za ve¢ kot dva standardna odklona nad povpre¢jem referencnega
obdobja, povsod je bil letosnji julij med nekaj najtoplejSimi doslej; ponekod, na
primer v Prekmurju, preteznem delu Dolenjske in Stajerske julij od sredine minulega
stoletja Se nikoli ni bil tako topel. Vrocina se je torej po izjemno vro¢em juniju tudi
julija nadaljevala. Padavine so bile razporejene izrazito neenakomerno, najve¢ jih je
bilo v Julijcih, najbolj susna pa je bila obala. Pojavljale so se tudi mo¢ne nevihte, ki
jih je ponekod, na primer na Dolenjskem, spremljala uni¢ujoca toca, ponekod pa
mocni nalivi, na primer v Ljubljani in na KoroSkem. Son¢nega vremena je bilo vec
kot obicajno, v Julijcih in na Goriskem je bilo dolgoletno povprecje preseZzeno za
dobro petino, drugod je bil odklon manjsi. Visoka temperatura zraka in nadpovprecno
son¢no vreme ter pomanjkanje padavin v preteznem delu drzave je stopnjevalo suso,
ki se je zacCela Ze spomladi. Avgust je zaokrozil izjemno vroce poletje 2003. V
preteznem delu drzave je bil najtoplejsi poletni mesec doslej, povpre€na mesecna
temperatura je bila podobna kot v doslej rekordnem avgustu 1992. Dolgoletno
povpre¢je je bilo povsod po drzavi presezeno vsaj za 4 °C. V preteznem delu
Stajerske, Dolenjske in Prekmurja je bilo dolgoletno povpredje presezeno za 5,5 do

6 °C.
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Priloga A2: Znacilnosti vegetacijskega obdobja v letniku 2003 (ARSO, 2004)

Spomladanske in poletne mesece je vse do konca avgusta zaznamovala huda
kmetijska suSa,ki se je po razseznosti Skode uvrstila med najhujSe v zadnjih 50-tih
letih. Vremenske razmere so se Sele septembra spet priblizale normalnim vrednostim.
Pogostejse in v posameznih mesecih celo nadpovpreéne jesenske padavine so
vzpostavile normalno preskrbljenost tal z vodo za rastlinski svet, zaradi velikega
poletnega primanjkljaja vode, pa vse do pozne jeseni niso uravnovesile negativne
vodne bilance, katere posledica je bila tudi mocna hidroloska susa. Posledica poletne
suSe je bil tudi zgodnejsi nastop jesenskih fenoloskih faz kot so zorenje plodov,
rumenenje in odpadanje listja, Se posebno izrazito na obmoc¢jih s peScenimi in
skeletnimi tlemi. Tudi trgatev je nastopila vec kot 14 dni bolj zgodaj kot normalno. V
primorski vinorodni dezeli so trgali Zze v zadnjih dneh avgusta. V posavski in
podravski vinorodni dezeli so sorte, katerih trgatev normalno poteka v prvi dekadi
oktobra, trgali ze v prvi in drugi dekadi septembra. Pridelek je bil manjsi, izvrstna

kvaliteta pa je omogocila pridelati vinski letnik vrhunske kvalitete.
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Priloga B: Vzorci belih vin po opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga B1: Muskat ottonel 2003 po opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga B2: Muskat ottonel 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga B3: MeSano belo vino 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga B4: Laski rizling 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga BS: Sauvignon 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga B6: Chardonnay 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga B7: Malvazija 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga B8: Rebula 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga C: Vzorci belih vin za deskriptivno sentori¢no analizo po predhodno

opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga C1: Rumeni muskat 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga C2: Renski rizling 2004 po opravljenem UTAFIX - Testu

Priloga C4: Laski rizling 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga C6: Chardonnay 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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Priloga C8: Malvazija 2005 po opravljenem UTAFIX - Testu
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