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Namen diplomske naloge je bilo ugotoviti kako razli¢ni sevi kvasovk in razli¢ni
dodatki kvasovkam vplivajo na kinetiko fermentacije. Za poskus smo izbrali most
sorte laski rizling s Ptuja, letnik 2010. Izvedli smo tri fermentacije, s tremi
razli¢nimi sevi kvasovk. V vse vzorce, razen kontrole, smo inokulirali kvasovke.
Dolo¢enim vzorcem smo dodali tudi hranilo za kvasovke in bakrove ione. Opravili
smo osnovne fizikalno-kemijske meritve mosta in mladega vina. Merili smo pH,
skupne (titrabilne) kisline, vsebnost reducirajocih sladkorjev, motnost, sladkorno
stopnjo, prosti aminokislinski dusik ter prosti, skupni in vezan Zzveplov dioksid. V
mladem vinu smo dodatno merili $e relativno gostoto, ekstrakt in alkohol v vinu
ter hlapne kisline. Vse vzorce smo tudi mikroskopirali. Iz fermentacijskih krivulj
lahko ugotovimo, da je najhitreje in najbolj intenzivno potekla tretja fermentacija
(C), najpocasneje pa prva (A). Pri vseh treh fermentacijah je v vzorcih, katerim
smo dodali vire hranil, nastalo najve¢ alkohola (>8 vol.%) ter ostalo najmanj
reducirajoCih sladkorjev (<2 g/L). Drugace pa je pri vzorcih, katerim smo dodali 2
mg/L Cu®". Tukaj je ostalo najve¢ nepovretega sladkorja (3,5-6,5 g/L). Na
fermentacijo so vplivali tako dodatki kot izbira seva kvasovke. Pozorni moramo
biti torej na obeh podrocjih, ¢e Zelimo izvesti najbolj optimalno fermentacijo.
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The purpose of the thesis was to determine how different yeast strains and various
additives for yeast affect the fermentation. For the experiment we used
Welschriesling must from Ptuj, year 2010. We performed three fermentations with
three different yeast strains. In all samples, except the control, we inoculated
yeasts. To certain samples we added nutrients for yeasts and copper ions. Must
and young wine were analysed by basic physico-chemical measurements. We
measured pH, total (titratable) acid, contant reducing sugars, turbidity, sugar level,
free amino nitrogen and free, bound and total sulfur dioxide. In young wines we
additionally measured relative density, extract and alcohol in the wine and volatile
acidity. All samples were also microscoped. From the fermentation curves, we can
see that the fastest was the third fermentation (C) and the slowest was the first
fermentation (A). In all three fermentations to which the nutrients were added,
contained the highest level of alcohol (>8 vol. %) and the lowest level of reducing
sugars (<2 g/L). The samples to which were added 2 mg/L Cu®" were different
from others. The level of reducing sugars is the highest here (3,5-6,5 g/L). The
fermentation was affected by the choice of aditives as well as by the yeast strain.
Therefore we must carefully select both aspects when we are trying to implement
the most optimal fermentation.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ATP adenozin trifosfat

CFU mikrobna celica, iz katere se razvije posamezna kolonija; Stevilo kolonijskih
enot (ang. colony forming unit)
LR laski rizling

NTU nefelometri¢na turbidimetri¢na enota (ang. Nephelometric turbidity unit)
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1 UVOD

Beseda »vino« se nanasa na pridelek, ki je nastal z alkoholno fermentacijo grozdnega soka
v prisotnosti kvasovk (Saccharomyces cerevisiae) in kateri sledi doloen Cas staranja
proizvoda. Vino je Ze od nekdaj navdusevalo ¢loveka zaradi svoje kompleksnosti in ker se
njegovo telo vedno spreminja. Dandanes ze vemo, da v vinu prihaja do interakcij med vec
kot petsto spojinami, katere prispevajo h kon¢nemu okusu, aromi in strukturi same pijace.
Vendarle pa je izjemno tezko ocenjevati vpliv vsake spojine posebej (Hornsey, 2007).
Sodobna pridelava vina je skoraj neprepoznavna v primerjavi tisto, staro 7500 let. Za
vinarstvo sta bili pomembni dve veliki prelomnici. Prva je bila v letih 1600, ko je izjemno
napredovala proizvodnja stekla in plutovinastih zamaskov. Zaradi tega napredka so lahko
priceli s staranjem vina, prav tako pa so lahko zaceli dosledno delati peneca vina. Druga
prelomnica je bila v letih 1800, ko je Pasteur zacel s preucevanjem mikroorganizmov, ki
sodelujejo v procesu fermentacije. S tem so lahko boljSe razumeli njihovo izjemno
pomembno vlogo za potek same fermentacije (Jackson, 2014).

Kemijsko gledano je fermentacija metabolni proces, pri katerem se sprosca energija. Tako
substrat (zacetni donator elektronov) kot tudi kon¢ni produkt (kon¢ni prejemnik
elektronov) sta organski spojini. Obstaja mnogo fermentacijskih poti, vendar kvasovke
vrste Saccharomyces cerevisiae sledijo najbolj razsirjeni — alkoholni fermentaciji. Pri
alkoholni fermentaciji je etanol koncni prejemnik elektronov (kon¢ni produkt), glukoza pa
je zacetni donator elektronov (substrat). Nastanek vina je zaprt fermentacijski proces, kar
pomeni, da je hranil najvec¢ na zacetku procesa in njihova koncentracija s casom pada. Na
koncu fermentacije torej ostane zelo malo sladkorjev, saj se jih vecina metabolizira
(Jackson, 2014).

Razli¢ne Studije kvasne populacije med spontano fermentacijo so pokazale, da so
kvasovke, ki niso rodu Saccharomyces, prisotne v prvih fazah fermentacije, dokler se ne
doseze 5 vol.% nastalega alkohola. Nasledijo jih sevi kvasovk rodu Saccharomyces, ki so
bolj fermentativne in so tudi bolj tolerantne na alkohol (Blanco in sod., 2013b). Pri
nadaljnjih Studijah je bilo dokazano, da se zaradi izbire dodanih kvasovk razlikuje
koncentracija kar 65-70 % kemijskih spojin v vinu. Razlike so bile opazne pri osnovnih
kemijskih parametrih (pH, titrabilne kisline, glicerol, organske kisline), prav tako pa pri
koncentraciji fenolov, vklju¢no s koncentracije taninov, pigmentiranih polimerov in
antocianov ter hlapnih spojin. Edina ne-Saccharomyces cerevisiae kvasovka, ki je bila
uporabljena v tej raziskavi, je bila vrsta Saccharomyces bayanus. Vino, pridelano s to
kvasovko, se je tudi najbolj razlikovalo od drugih, vendar pa so se tudi vina, pridelana s
kvasovkami vrste Saccharomyces cerevisiae, precej razlikovala med seboj (Holt in sod.,
2013). Ravno zaradi taks$nih vplivov kvasovk je pomembno, da poznamo seve kvasovk in
njihov vpliv na fermentacijo.
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1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE

Zeleli smo ugotoviti, kako razli¢ni sevi kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae vplivajo
na kakovostne parametre in kateri sev je najbolj primeren za fermentacijo belega mosta,
natancéneje sorte laski rizling. Prav tako pa smo tudi Zeleli ugotoviti, kaksen vpliv imajo na
rast kvasovk razli¢ni dodatki, kot sta hrana in bakrovi ioni.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

» Pricakujemo, da uporabljeni sevi kvasovk razlicno vplivajo na vecino fizikalno-
kemijskih parametrov vina.

» Pricakujemo, da razli¢ni dodatki vplivajo na potek fermentacije. Pri vzorcih, kjer
bomo dodali vire hranil, pricakujemo hitrejSo in bolj intenzivno fermentacijo, pri
vzorcih kjer bomo dodali bakrove ione, pa pricakujemo ravno obraten odziv
kvasovk.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 O VINU

Vino je eno izmed najstarej§ih fermentiranih zivil, ki je postalo skomercializirano, se
masovno proizvaja in je zelo proucevano. Pravzaprav se je mnogo prvih mikrobiologov in
kemikov ukvarjalo prav z nastankom vina in znanostjo povezano z vinom. Manj kot 150
let nazaj, ko so Se razpravljali o obstoju mikroorganizmov, je Pasteur dokazal ne samo
obstoj mikroorganizmov, ampak tudi, da so prav mikroorganizmi odgovorni tako za
nastanek kot tudi kvar vina. Seveda so bila sredstva za prepreCevanje kvara vina
pomembna Ze v anticnih casih, ko so Egipcanski in Rimljanski vinarji zaceli uporabljati
zveplov dioksid (v obliki gorec¢ih zveplovih trakov) kot prvo znano protimikrobno sredstvo
(Hutkins, 2006).

2.1.1 Laski rizling

2.1.1.1 Ampelografske znacilnosti

Laski rizling je v tujini poznan kot grasevina, Welshriesling, Riesling italien blanc. Izvira
iz Francije, po ekolosko-geografski razvrstitvi sort glede na poreklo po Nergulju pa spada
laski rizling v zahodnoevropsko skupino — Proles occidentalis. V vinorodni dezeli Podravje
je to najbolj razSirjena sorta. Precej ga je tudi v posavskem in nekaj tudi v primorskem
vinorodnem rajonu. Razsirjen je tudi v Nemciji, Avstriji, na Madzarskem, v Bolgariji,
Romuniji in Rusiji. Kot italijanski rizling je sorta razSirjena v Srbiji, kot graSevina pa na
Hrvaskem (Hrcek in Korosec-Koruza, 1996).

Vrsicek mladike je svetlozelen in dlakav. List je srednje velik, okroglast in tridelen. Gornja
stran lista je svetlozelena, gladka in gola; spodnja stran lista je bledo zelenkasta in posuta z
redkimi dlacicami. Listni pecelj je kratek, tanek, gol in zelene barve. Grozd je majhen ali
srednje velik, zbit, valjast in pogosto nekoliko vejnat. Grozdni pecelj je dolg in tanek.
Jagoda je majhna, okrogla, v zbitem grozdu pa nekoliko podolgovata. Jagodna kozica je
precej debela, prozorna, pretkana z drobnimi zilicami, zelenkasto rumena, na son¢ni strani
opecena ter posuta z oprhom. Za sorto je zelo znacilen mocno izrazen jagodni popek. Sok
je brezbarven, sladek in prijetnega okusa (Hr¢ek in Korosec-Koruza, 1996).

Za to sorte je znalilno, da je pozna sorta, bujnost pridelka pa je srednje mocna. Masa
grozdja je v razponu od 60 do 150 g. Pridelek je velik, zaradi ¢esar jo mnogi Stejejo med
»masovnice«. Je srednje odporna na bolezni, vendar dobro odporna proti pozebi (Hrcek in
Koro$ec-Koruza, 1996).
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2.1.1.2 Gospodarska vrednost sorte

Vsebnost sladkorja dosega povprec¢no 71 do 75 °Oe sladkorja v mostu. Na dobrih legah in
pri dobri dozorelosti grozdja daje laski rizling kakovostna vina z izrazitimi sortnimi
lastnostmi; prijetno sveZega okusa in prijetnega vonja (Hrcek in KoroSec-Koruza, 1996). V
uradnem sortimentu je kot priporocena sorta predviden v vseh treh vinorodnih deZelah in
sicer v vinorodni dezeli Podravje, Posavje in Primorska. V vinorodni deZeli Podravje je
priporodena sorta v naslednjih okoliih: vinorodnem okolisu Stajerska Slovenija in
Prekmurje. V vinorodni dezeli Posavje je priporocena sorta v vseh treh okolisih; Bizeljsko
Sremi¢, Dolenjska, Bela krajina. V vinorodni deZeli Primorje pa je priporoCena samo v
vinorodnem okolisu Kras (Pravilnik o seznamu geografskih oznacb..., 2007).

2.2 OD GROZDJA DO VINA

2.2.1 Trgatev

Ze dolgo je znano, da je trgatev grozdja za kakovostno belo vino teZja in zahteva ved
previdnosti kot za rdeCe vino. Belo vino ima bolj nezen vonj kot rdece, saj je tudi bolj
obcutljivo na oksidacijo in se tako lazje prikrijejo napake v vonju. Aromo lahko delno
izgubimo ali pa se spremeni ze zelo zgodaj pri sami trgatvi, ¢e ne upoStevamo dolocenih
pravil. Pogoji trgatve morajo biti taksni, da je grozdje, ki ga trgamo, zdravo in da je
doseglo tehnoloSko zrelost (koncentracija sladkorja, kisline in aroma). PoskuSamo se
izogniti trganju listja, pecljev, umazanije in ostalih odpadkov. Od trganja do prevzema
grozdja v vinski kleti mora biti grozdje ¢im bolje ohranjeno, saj zelimo kar se da omejiti
oksidacijo in stebelno maceracijo. Grozdje bi naj bilo trgano pri temperaturi nizji od 20 °C.
V bolj toplih krajih trgatev poteka ponoci ali zgodaj zjutraj, vendar se je potrebno izogniti
vlagi na povrsini grozda, saj tako prihaja kasneje do razredCevanja. Okuzeno grozdje
izlo¢imo Ze v vinogradu. Veckratno selektivno trganje izboljSuje kakovost grozdja.
Mehansko trgano grozdje moramo zascititi pred oksidacijo. Izogniti se moramo Zveplanju,
saj spodbuja ekstrakcijo fenolnih spojin. BoljSa izbira je tako dodajanje suhega ledu
(Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

2.2.2 Ekstrakcija soka

Pri pridelavi suhega belega vina so odlocilni dejavnik za kakovosten kon¢ni pridelek pred-
fermentacijske operacije (obdelava in ravnanje z grozdje in sokom). Imajo vec vlog. Sem
spada ekstrakcija in bistrenje soka v relativno omejem Casu, z minimalno izguba soka.
Spodbuja se difuzija dolocenih snovi iz kozice grozda v sok, natan¢neje, sadnih arom.
Hkrati moramo prepreciti raztapljanje vonja po zelenem in grenkega okusa v sok, ki so
posledica trdih delov grozda. Prav tako moramo prepreciti nastanek snovi, ki zmanjsujejo
stabilnost ekstrahiranih sadnih arom. Oksidirane fenolne spojine lahko vezejo taksne



5
Car P. Vpliv bakrovih ionov na fermentacijsko kinetiko razli¢nih sevov kvasovk in kakovost pridelanih mladih vin sorte laski rizling.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2015

arome. Pri fermentaciji soka, ki vsebuje preveC suspendiranih trdnih delcev (rezultat
ekstrakcije soka), ne more nastati kakovostno suho belo vino. Pravzaprav ima velika
koncentracija suspendiranih trdnih delcev v soku Skodljiv uc¢inek na kakovost vina. Prvi
kriterij ekstrakcije soka je tako ustvariti Cist sok z zeleno bistrostjo (200 NTU). Pridelava
vina je niz osnovnih procesov in vsak mora biti zasnovan tako, da olajsa delo naslednjemu.
Nizja kot je koncentracija suspendiranih trdih delcev v soku po stiskanju, lazje je doseci
bistrost mosta; nasprotno, nemogoce je doseci bistrost po slabo izvedenem stiskanju, kjer
ostane dosti suspendiranih trdnih delcev (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

2.2.3 Bistrenje

Sveze ekstrahiran grozdni sok je bolj ali manj moten. Vsebuje suspendirane trdne delce
razlinega izvora: zemlja, deli kozice in stebla, razbite celice iz grozdne kase, netopni
ostanki pri obdelavi vinograda, itd. Makromolekule v raztopini tudi vplivajo na motnost
soka. Poleg njih pa imajo bistveno vlogo tudi pektinske snovi iz grozdja. Naravne
pektinaze v grozdju (ali tiste, ki jih doda vinar) delujejo na koloidno strukturo soka, kar
olajsa naravno usedanje. V razmaku nekaj ur se sok lo¢i v dve fazi: bolj ali manj bister sok
in ostanki razlicne gostote. Bistrenje je loCevanje bistrega soka iz drozi pred alkoholno
fermentacijo. Koli¢ina nastale usedline med ekstrakcijo soka in hitrost posedanja je
odvisna od sorte, zdravstvenega stanja grozdja, zrelosti in predvsem od metod, ki jih
uporablja vinar (pecljanje-drozganje, stiskanje, itd.). Bister most veliko bolj izboljSuje
kakovost vina v primerjavi z motnim mostom, saj le-ta vsebuje veliko suspendiranih trdnih
delcev. Vina, ki nastanejo iz mosta, kjer je veliko trdnih delcev, imajo tezko in zeleno
aromo ter so grenkega okusa. Prav tako so tudi bolj obarvana, bogata s fenolnimi snovmi
in njihova barva je manj stabilna pri oksidaciji. Na koncu fermentacije pogosto vsebujejo
neprijetne vonjave, ki jih je bolj ali manj tezko odstraniti s prezracevanjem. Obratno pa iz
bistrega mosta nastanejo vina, ki imajo bolj izrazit saden karakter sorte in so bolj stabilna.
Posledici bistrenja sta lahko poCasna fermentacija ali celo njena ustavitev. Bistrenje
osiromasi mikrofloro mosta. Najbolj preprosta in ucinkovita metoda bistrenja soka je
naravno usedanje suspendiranih trdnih delcev, ki ji sledi previdno pretakanje (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006a).

2.2.4 Alkoholna fermentacija vina

Nastanek vina je kompleksni proces, ne samo z mikrobioloSkega vidika, ampak tudi iz
biokemijskega. Gre za pretvorbo mosta v vino z metabolno aktivnostjo kvasovk, predvsem
Saccharomyces cerevisiae. Kljuéni metabolni proces je katabolna pot alkoholne
fermentacije, ki vkljuCuje pretvorbo heksoze, prisotne v grozdnem soku, v etanol in
ogljikov dioksid. Poleg tega, druge spojine sprozijo pomembne spremembe
organolepti¢nih lastnosti vina. Alkoholni fermentaciji v vinu sledi jabol¢no-
mleCnokislinska fermentacija. Ta druga fermentacija zmanjSa kislost in prilagodi
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senzoricen profil vina, kar naredi ta proces nepogresljiv v pridelavi mnogih vin, Se posebej
rdecih (Rodriguez-Bencomo in sod., 2012).

Najpomembnejsi izvor energije pri kvasovkah vrste Saccharomyces cerevisiae, je glukoza.
Glavna metabolna pot za pretvorbo glukoze do piruvata je glikoliza, pri kateri vzporedno
nastaja energija v obliki ATP in se tvorijo intermediati. Lo¢imo dva osnovna metabolna
modela nadaljnje razgradnje piruvata za produkcijo energije:

1. aerobni proces — dihanje ali respiracija: nastajanje biomase, pri tem procesu gre za
popolno oksidacijo

glukoza + 6 O,—> 6 CO, + 6 H,O + 36 ATP + toplota

2. anaerobni proces — vrenje ali fermentacija: nastajanje etanola, pri tem procesu je
acetaldehid kon¢ni akceptor elektronov

glukoza —> 2 etanol + 2 CO; + 2 ATP + toplota

Razgradnja glukoze do piruvata poteka po enaki poti v anaerobnih in aerobnih razmerah,
preko fruktoza-1,6-difosfata in 3-fosfoglicerata. Med alkoholno fermentacijo grozdnega
mosta se sladkor (tocneje reducirajoci sladkorji) presnavlja v bioprocesu glikolize. Konéni
produkt glikolize je piruvat oziroma piruvicna kislina, ki predstavlja pomembno stopnjo v
procesu alkoholne fermentacije. V nadaljnjih reakcijah sledi dekarboksilacija piruvicne
kisline in to je trenutek, ko se v procesu alkoholne fermentacije pojavi ogljikov dioksid, pri
tem pa se tvori acetaldehid, ki se v zadnji encimski stopnji reducira do etanola (KoSmerl,
2013).

2.2.4.1 Sekundarni produkti

Kvasna biomasa — med 0,8-1,3 % sladkorja se porabi za kvasno biomaso, drozi po koncani
alkoholni fermentaciji (vkljucno z 2/3 motnih delcev) predstavljajo med 1,5-3 %
fermentirajocega volumna. Metabolni produkti (KoSmerl, 2013):

- partnerji vezave SO, (porabniki SO,) = acetaldehid, piruvat, a-ketoglutarat

- glicerol (4-14 g/L)

- mlecna kislina

- ocetna kislina (0,2-0,5 g/L), oksidacija acetaldehida v ocetno kislino

- citronska kislina

- 2,3-butandiol, acetoin, diacetil

- vi§ji alkoholi: fermentacijski produkti iz aminokislin valin, levcin, izolevcin

- zveplove spojine (SO,, H,S, merkaptani, itd.)
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2.2.4.2 Prisotnost bakrovih ionov med fermentacijo

Na kinetiko alkoholne fermentacije mosta v povezavi s fermentacijskimi lastnostmi vinskih
kvasovk vplivajo Stevilni dejavniki, med katerim se najpogosteje omenjajo ostanki
zaSCitnih sredstev za varstvo vinske trte, motnost mosta, sev kvasovke, pomanjkanje
dusikovih spojin in drugih hranil za kvasovke, visoka temperatura, velikost, oblika
fermentorjer ter drugi. Velika vsebnost bakra na grozdju ob trgatvi lahko inhibira rast
kvasovk, vpliva na upocCasnjeno ali zaustavljeno alkoholno fermentacijo in lahko prispeva
k slabsi kakovosti vina (Kosmerl in sod., 2011). Glede na zakonodajo je najvecja dovoljena
koncentracija bakra v vinu 1 mg/L (Pravilnik o pogojih..., 2004). Most obicajno vsebuje
precej velike koncentracije bakra (5 mg/L). Po koncani alkoholni fermentaciji pa je v vinu
povpreéna koncentracija bakra med 0,3 in 0,4 mg/L (Cug, 2009).

Rezultati raziskave kazejo, da ceprav je baker esencialen element za kvasne vrste
Saccharomyces cerevisiae, njegovo dodajanje fermentaciji privede do upocasnjene rasti
kvasovk in negativno vpliva na nastajanje etanola. Ta dva ucinka prideta najbolj do izraza
v mediju, kjer prevladuje glukoza ali saharoza. Tak medij je tudi vino. Ze pri manjsi
dodani koncentraciji Cu”" se v stati¢nih pogojih zmanja rast kvasovk za 5 % in za 1,5 % v
dinamiénih pogojih (Mrv¢i¢ in sod., 2007). Studije so pokazale tudi, da je v vinih, kjer je
bila prisotna vecja koncentracija bakrovih ionov med fermentacijo, nastalo tudi ve¢ ocetne
kisline in Zveplovega dioksida. Kljub temu, da je baker pomemben za preprecevanje
bolezni trte, moramo z njim ravnati izjemno previdno. Baker velja za eno izmed
najstarejSih metod preprecevanja bolezni vinske trte. Zadnje Case se belezi porast uporabe
bakra, saj sta baker in Zveplo eni izmed redkih snovi, ki jih ekoloski vinarji lahko
uporabijo pri preprecevanju bolezni (Cavazza in sod., 2013).

2.2.5 Fermentacijske operacije

2.2.5.1 Polnjenje

Fermentorje se napolni z bistrim mo$tom. Priblizno 10 % posode pustimo prazne, da ne
pride do polivanja, saj med procesom alkoholne fermentacije nastaja pena (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006a).

2.2.5.2 Inokulacija kvasovk

V zadnjih 20 letih ali ve¢ se je znatno povecala uporaba suhih aktivnih kvasovk v
vinarstvu. To je nadomestilo tradicionalen pristop s starterskimi kvasovkami v Stevilnih
vinskih kleteh. Pri metodah, razsirjenih v preteklosti, je bil most zelo Zveplan (10 g/hL), saj
so tako odpravili Skodljive kvasovke in spodbudili rast vinskih kvasovk. Po nekaj dneh
spontane fermentacije je tako zveplan most z mikroorganizmi inokuliran v na novo
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napolnjene fermentorje, pri koncentraciji 2-5 % inokuluma. Kinetika pri spontani
fermentaciji belega vina je dokaj nakljucna. Kon¢na stopnja prevretosti in njena hitrost se
spreminjata in sta odvisni od prisotnih avtohtonih sevov. Bistrenje dodatno zmanjSuje
Stevilo mikroorganizmov v mostu. Majhna koncentracija kvasovk lahko povzroc¢i poc¢asno
fermentacijo. Vcasih lahko divja mikrobiota izvede spontano fermentacijo z odlicnimi
rezultati. Izbor sevov vinske kvasovke se je zacel z izolacijo sevov pri uspesni spontani
fermentaciji. Dandanes se pri pridelavi belega vina uporablja priblizno 30 sevov aktivnih
suhih kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae. Za pridelavo belega vina ima izbrani sev
aktivne suhe kvasovke izrazit pomen na fermentacijsko kinetiko in razvoj razli¢nih arom.
Tezke fermentacije povzrocajo nastanek dolgocasnih in pustih vin, saj ni takSne aromati¢ne
izrazitosti in intenzivnosti. Najbolj pomembna lastnost seva kvasovke za pridelavo belega
vina je sposobnost popolnoma prefermentirati most z gostoto 100-200 NTU, ki vsebuje do
220 g sladkorja na liter, brez pretiranega nastanka hlapnih kislin. Te sposobnosti
fermentacije bistrega moSta ni med divjimi kvasovkami. Vinar mora razumeti tako
fermentacijsko obnasanje sevov kvasov kot tudi njihov specificen ucinek na aromo vina.
Sestava grozdja je odgovorna za aromaticno intenzivnost vina. Naloga kvasovk je
spremeniti ta aromatski potencial grozdja v proste arome. V beli most bi naj inokulirali
aktivne suhe kvasovke pri koncentraciji 10-15 g/hL ali 10° celic/mL mosta, takoj po
bistrenju. Celice se predhodno ponovno aktivira z rehidracijo v meSanici vode in mosta
(1:1) na 40 °C za 20 minut. Ce je bil most zbistren pri nizki temperaturi (10-20 °C) ni
potrebno cakati, da se dvigne njegova temperatura pred inokulacijo, saj zgodnja
inokulacija zagotavlja implantacijo starterskih kultur (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

2.2.5.3 Dodajanje amonijevih soli in prezracevanje mosta

Splosen mehanizem, ki povezuje potrebo kvasovk po duSiku in kisiku med alkoholno
fermentacijo, daje smiselnost dodajanja amonijevih soli in potrebo po zracenju med
pridelavo suhega belega vina. Most iz belega grozdja, ki ima koncentracijo nizjo kot 25 mg
amonijevih kationov ali 160 mg asimilativnega duSika na liter, moramo dopolniti z
amonijevim sulfatom. Na sortno aroma belega vina vpliva oksidacija med stiskanjem,
vendar pretok zraka med prvo polovico fermentacije nima nobenega vpliva na sadno
aromo sorte. Na tej stopnji se aroma zelo uspesno obvaruje pred oksidacijo z zmanjSanjem
delovanja kvasovk. Tveganje pocasne ali prekinjene fermentacije, kar povzrocijo striktno
anaerobni pogoji, je bolj resno kot pa minimalna izguba prehodnih fermentacijskih arom.
Kisik omogoca sintezo sterolov, to je esencialna komponenta celicne stene, potrebna za
prezivetje kvasovk med stacionarno fazo (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).
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2.2.5.4 Kontrola temperature

Pri tradicionalni pridelavi belega vina se je fermentacija odvijala v manjsih sodih, ki so se
nahajali v hladnih kleteh s temperaturo med 12 in 16 °C. Med najbolj aktivno fazo
fermentacije redkokdaj preseze 22-25 °C. Temperatura v velikih fermentacijskih posodah
se mora kontrolirati, da se izognemo povisani temperaturi med fermentacijo. Tako kot pri
rdecih vinih, pretirano visoka temperatura (vi§ja kot 30 °C) lahko povzroc¢i prekinitev
fermentacije. Ta problem se sicer dandanes redko pojavi, saj imajo vinarji sredstva, s
katerimi ohladijo most pred zacetkom fermentacije. Vpliv temperature na sortno aromo
vina je veliko manj znan. Pri zelo visokih temperaturah (28-30 °C) hitro sproscanje
ogljikovega dioksida povzroca kopicenje dolocenih snovi, kar privede do izgube arome. Ni
nujno, da fermentacija pri nizjih temperaturah, 18 °C ali 23-24 °C, vodi do izrazito sortne
arome vina. Fermentacije pri 18 °C ali manj, nam torej ne zagotavljajo okrepitev sadnega
znaCaja sorte. Vecji vpliv imajo procesi pred fermentacijo in izbira seva kvasovk
(Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

2.2.5.5 Zakljucek alkoholne fermentacije

Dolzina fermentacije je pri pridelavi belega vina odvisna od nekaterih parametrov: pogojev
ekstrakcije mosta, koncentracije sladkorja in duSika, motnosti, seva kvasovk, pretoka zraka
in temperature fermentacije. Vinar lahko prilagaja in kontrolira vse prej nastete parametre.
Pocasna ali prekinjena fermentacija je odraz brezbriznosti, kar vpliva na kakovost vina.
Alkoholna fermentacija belega vina naj ne bi presegala 12 dni. DaljSa fermentacija ni
zazelena, razen v primeru izjemno velike koncentracije sladkorja. Gostota moSta se meri
dnevno, saj se tako spremlja kinetika alkoholne fermentacije. Ko relativna gostota pade na
priblizno 0,994-0,993, se zac¢ne dnevno meriti koncentracija sladkorja, da se potrdi
zakljucek fermentacije. Fermentacija se smatra za zakljuCeno, ko ostane manj kot 2 g
reducirajocih sladkorjev na liter (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

2.2.5.6 Jabol¢no-mlec¢nokislinska fermentacija

Jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija je vedno zazelena pri rdeCih vinih, vendar se
uporablja manj pogosto pri belih. Njena uporaba je odvisna od sorte vina in vinorodnega
okolisa. Glavni cilj te transformacije je razkis vina, prav tako pa poveca biolosko stabilnost
vina. Ko se enkrat jabol¢na kislina razgradi, se vina zvepla z 4-5 g/hL in ostanejo na
drozeh do steklenicenja (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).
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2.2.6 Tipi fermentacij

Fermentacije zivil lahko razdelimo v razlicne tipe glede na; prisotne mikroorganizme,
glavni kon¢ni produkt, spremembe pH (kislost ali bazi¢nost) in delezu vlage v zivilu.
Fermentacija lahko potece s pomoc¢jo mikroorganizmov, ki so naravno prisotni v surovini
(to so tako imenovane naravne, spontane ali divje fermentacije). Dandanes industrijska
proizvodnja fermentirane hrane pomeni inokulacijo surovin s starterskimi kulturami, saj se
tako zagotovi boljsa kontrola in primerna konsistenca produkta (Liu, 2012).

Mikroorganizmi, ki so vkljuceni v fermentacijo zivil, so bakterije, kvasovke in glive
(plesni). Glede na vrsto mikroorganizmov poznamo §tiri tipe fermentacij: z bakterijami, s
kvasovkami, z glivami ter fermentacija z meSanimi kulturami. Produkti fermentacije z
bakterijami so razliCne vrste sirov, fermentirana mleka, fermentirana zelenjava, natto
(fermentirana soja) in fermentirane klobase. Pri fermentaciji s kvasovkami je najbolj
pogosta transformacija moke v kruh oz. testo, ali pa s sladkorjem bogatih surovin v
alkoholne pijace. Fermentacije samo z glivami so redke, sem spadajo na primer nekateri
nacini fermentacije soje. VeCina fermentiranih zivil, sploh tistih tradicionalnih ali
avtohtonih, je proizvedena s pomocjo meSanih kultur bakterij, kvasovk ali gliv. Na tak
nacin nastanejo siri, zorjeni s plesnijo (plesen in mle¢nokislinske bakterije ali bakterije in
kvasovke), kefir (mlecnokislinske bakterije in kvasovke), sojina omaka (plesen,
mlecnokislinske bakterije in kvasovke), vino (kvasovke in mle¢nokislinske bakterije) in
kruh (kvasovke in mle¢nokislinske bakterije). Glede na glavni kon¢ni produkt ali glede na
spremembo pH fermentacije Zivil lahko delimo tudi na alkoholne, kislinske in alkalne.
Alkoholne pijace, kjer je etanol glavni kon¢ni produkt razgradnje sladkorja, spadajo pod
alkoholno fermentacijo, ki jo povzrocajo kvasovke. Mle¢na fermentacija, ki vkljucuje
mle¢nokislinske bakterije, spada v kategorijo kislinskih fermentacij (znizanje pH). Glavni
kon¢ni produkt pri razgradnji sladkorja je mlecna kislina. Alkalna fermentacija vecinoma
vkljucuje nastanek amonijaka zaradi deaminacije aminokislin (zvisanje pH). To se dogaja
pri fermentaciji soje. Fermentacije zivil lahko potecejo v tekoCem, trdnem ali meSanem
stanju. V tekoCem stanju poteka fermentacija alkoholnih pijac¢ (vino, pivo), fermentacija
mleka in jogurta. Primeri fermentacije v trdnem stanju so fermentacija kruha, kakava in
kavnih zrn ter neke fermentacija soje. Nekatere fermentacije pa med procesom spreminjajo
stanje iz tekocega v trdnega (mleko v sir) ali iz trdnega v tekoce (soja v sojino omako)
(Liu, 2012).

2.3 STARTER KULTURE KVASOVK

2.3.1 Izbor kvasovk

V modernih vinskih kleteh z velikimi kapacitetami vecinoma uporabljajo selekcionirane
seve S. cerevisiae, ki so jamstvo za hitro, ucinkovito in predvidljivo alkoholno
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fermentacijo in dajejo skladnost okusa in vonja vina po zakljueni fermentaciji. Cisto
kulturo S. cerevisiae dodajo v most po opravljenem zveplanju, katerega namen je zavrtje
rasti naravne mikrobne zdruzbe mosta (Pretorius, 2002). Samo na nacin, da mostu dodamo
suhe aktivne kvasovke, lahko zagotovimo nadaljnje razmnoZzevanje kvasovk oziroma
njihovo nadvlado nad avtohtono mikrobiote, kar je pogoj za boljSe vodenje fermentacije in
za izboljSanje ter standardizacijo kakovosti vina. Avtohtonih kvasovk je obicajno v mostu
premalo, da bi bile sposobne zagotoviti dober potek fermentacije tudi zaradi tega, ker se
kletni higieni danes povsem upraviceno posveca vecjo pozornost kot neko¢. Dodatek
selekcioniranih kvasovk je torej tudi s tega vidika nujno potreben. Koli¢ina kvasovk S.
cerevisiae v mostu je obicajno glede na koli¢ino ostalih mikroorganizmov premajhna. In
ravno zaradi tega dejstva so bile vinarjem v zadnjih tridesetih letih ponujene razli¢ne
tehnologije vinifikacije, ki temeljijo na visoki stopnji higiene v kleti in na ucinkovitem
razsluzevanju mostov (belih in rose) z uporabo pektoliticnih encimov, kieselsola in
zelatine. S tak$nim uc¢inkovitim (toda ne prehudim) bistrenjem iz mosta odstranimo poleg
»divjih« mikroorganizmov tudi nekatere nezazelene polifenole. Razsluzenemu mostu je
torej potrebno ¢im prej dodati suhe aktivne kvasovke rodu S. cerevisiae v odmerku, ki
zagotavlja vsaj 1.000.000 zivih celic na mililiter mosta (Klenar, 2002).

2.3.2 Osnovne lastnosti starterskih kultur vinskih kvasovk

Velika ve€ina vinarjev uporablja za fermentacijo belih in rde¢ih mosStov komercialne
starterske kulture, ki so selekcionirane glede na S$tiri osnovne kriterije: fermentacijske
lastnosti,
zdravstvenega stali§Ca (Kosmerl, 2013).

senzori¢ne znacilnosti, tehnoloSke lastnosti in metabolne lastnosti z

Preglednica 1: Zelene znagilnosti starterskih kultur vinskih kvasovk (Pretorius, 2000)

Fermentacijske lastnosti | Aromati¢ne znacilnosti Tehnoloske Metabolne lastnosti

lastnosti

(zdravstveno stalisce)

- hiter zacetek
fermentacije

- visoka uéinkovitost
- visoka toleranca na
etanol

- visoka
osmotolerantnost

- nizek temperaturni
optimum

- zmerna produkcija
biomase

- majhna tvorba
sulfidov/DMS/tiolov

- majhna tvorba hlapnih
kislin

- majhna tvorba visjih
alkoholov

- sprostitev prekurzorjev
aromatskih snovi

- velika tvorba glicerolov
- hidrolitska aktivnost

- povecana avtoliza

- prilagojena esterazna
aktivnost

- visoka genetska
stabilnost

- visoka toleranca na
sulfit (SO,)

- nizka sposobnost
vezave sulfita

- majhna tvorba pene

- flokulacijske lastnosti
- kompaktnost usedline
- odpornost na susenje
- zimocidna (killer)
aktivnost

- genetska oznacitev

- proteoliticna aktivnost
- majhna potreba po
dusiku

- majhna tvorba sulfita

- majhna tvorba biogenih
aminov

- nizek potencial tvorbe
etilkarbamata
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2.3.3 Zahteve za industrijsko produkcijo starterskih kultur

Za izboljSanje kemijske in senzori¢ne kakovosti vina in obenem zmanjSanje koncentracije
nezelenih spojin, ki jih obi¢ajno tvorijo ne-Saccharomyces kvasovk, je bila na podlagi
rezultatov ~ Stevilnih raziskav predlagana uporaba meSanih starterskih  kultur
Saccharomyces/ne-Saccharomyces. Inokulacija obojih lahko poteka na razliéne nacine,
najpogosteje hkratno ali zaporedno (najprej ne-Saccharomyces, ¢ez nekaj dni Se
Saccharomyces). V ve€ini primerov se je kot boljSa izkazala hkratna inokulacija
(koinokulacija), saj je zaporedna (sekven¢na) inokulacija vodila v upocasnitev ali
zaustavljeno alkoholno fermentacijo, kar je posledica pomanjkanja hranil za kvasovke
vrste S. cerevisiae. Na tvorbo aromati¢nih spojin med alkoholno fermentacijo z meSano
startersko kulturo v veliki meri vpliva tudi razmerje med Saccharomyces in ne-
Saccharomyces kvasovkami v inokulumu (Jenko in sod., 2012). Alkoholna fermentacija z
inokulacijo mesanih starterskih kultur z ne-Saccharomyces kvasovka je dokaj nezanesljiva
in tvegana, v smislu zaustavljenih alkoholnih fermentacij in tvorbe negativnih aromati¢nih
spojin, ter zahteva za uspesno izvedbo precej znanja o mikrobioloskih procesih med
alkoholno fermentacijo (Jenko in sod., 2011).

2.3.3.1 Osnovne zahteve

Osnovne zahteve, ki bi jih naj izpolnjevale starterske kulture so: dokon¢ana fermentacija
(toleranca na alkohol), toleranca na visoke sladkorne stopnje mosta, na SO, na visoke in
nizke temperature, na visok tlak (pri penecih vinih), tvorba majhnih koli¢in ocetne kisline,
acetaldehida, H,S, merkaptanov, diacetila, SO, in omejena tvorba visjih alkoholov, majhno
penjenje, flokulativnost po koncani alkoholni fermentaciji (izboljSanje bistrenja) in
sposobnost susenja (Kosmerl, 2013).

2.3.3.2 Dodatne zahteve

Dodatne zahteve, ki jih prav tako morajo izpolnjevati industrijske starterske kulture so:
tvorba Zelenih sortnih arom, razgradnja jabol¢ne kisline, tvorba glicerola, -glukozidazna
aktivnost, zimocidna ali killer aktivnost, majhno izlocanje uree, aglomeracija, tvorba
estrov, proteazna aktivnost in tvorba inhibitornih snovi za druge kvarljive mikroorganizme
(Kosmerl, 2013).

2.3.3.3 Priprava vitalne starterske kulture

Za pripravo vitalne starterske kulture moramo slediti navodilom proizvajalca za rehidracijo
kvasovk. V inokulumu mora biti vsaj 2-5 milijonov aktivnih kvasnih celic v 1 mL, to
odgovarja 1-3 vol.% inokuluma. Odvisno od mosta je potrebno dodati 15-40 g/hL suhih
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kvasovk. V primeru slabSega zdravstvenega stanja grozdja (gniloba) potrebujemo vecji
inokulum, med 20-40 g/hL. V belih mostih iz zdravega grozdja in opravljenem bistrenju je
obic¢ajni dodatek inokuluma med 15-25 g/hL (KoSmerl, 2013).

2.3.3.4 Faza rehidracije

Za rehidracijo suhih starterskih kultur uporabimo neklorirano vodo, ki ima temperaturo 35-
40 °C. V prvi fazi rehidracije ne dodamo v vodo niti sladkorja niti mosta, saj bi osmotski
stres povzrocil zmanj$ano zivost kvasne populacije, nato previdno preme$amo in pustimo
nabrekati 20-30 minut. Med »stresne« parametre, ki zahtevajo specifi¢no adaptacijo za
zagotovitev celicne rasti in prezivetja, priStevamo: temperaturo (visoka ali nizka),
razpolozljivost esencialnih hranilnih snovi, osmotski tlak (hipo- ali hiperosmotski stres),
pH in prisotnost inhibitorjev rasti ali drugih toksi¢nih komponent (alkohol, kovine, soli)
(Kosmerl, 2013).

2.4 MIKROOGANIZMI V VINU IN MOSTU

Kvasovke, bakterije in nitaste glive prispevajo k mikrobni ekologiji pri pridelavi vina in h
kemijski sestavi vina, ¢eprav imajo kvasovke najvecji vpliv zaradi njihove vloge med
alkoholno fermentacijo (Fleet in Heard, 1993). Mnogo dejavnikov vpliva na mikrobno
ekologijo pri pridelavi vina, najpomembnejSa pa sta kemijska sestava moSta in
fermentacijski proces. V kompleksnih mikrobnih ekosistemih, ki vsebujejo meSanice
razli¢nih vrst in rodov, lahko pride do interakcij med mikroorganizmi, kar pa tudi doloca
kon¢no ekologijo (Guillamén in Mas, 2009). Splosno znano je, da most predstavlja
ekstremne razmere za rast mikroorganizmov, kot sta nizek pH in visoka vsebnost
sladkorja. Med alkoholno fermentacijo kvasovke ta delez sladkorja spremenijo v etanol,
kar predstavlja Se dodatno prepreko za rast mikroorganizmov. Taks$ne okoljske spremembe
so vzrok za spreminjanje mikrobne ekologije skozi celoten proces. Dejavnika, ki torej
najbolj vplivata na vrsto mikroorganizmov, ki se pojavljajo v ekosistemu vina, sta
toleranca na visoko koncentracijo etanola in toleranca na nizek pH (Fleet in Heard, 1993).
Pristnost razlicnih mikroorganizmov v mediju pa Se dodatno ustvari tekmovalnost za
hranila. Zgodnja rast kvasovk v mostu zmanjsa delez hranil in tako postane vino manj
ugodno za rast ostalih mikroorganizmov. Poleg tega se pri rasti mikroorganizmov v medij
sproscajo metaboliti, ki so lahko tudi toksi¢ni za druge mikroorganizme. Drugi dejavnik,
od katerega je odvisna rast nekaterih mikroorganizmov, je nastajanje ogljikovega dioksida,
ki zmanjSuje prisotnost kisika in tako torej tudi zmanjSa prisotnost aerobnih
mikroorganizmov, kot so ocetno-kislinske bakterije. Ce pa se rast kvasovk zamakne, se
lahko bolj razmnozujejo mlec¢no- ali ocetno-kislinske bakterije, ter s tem popolno zavrejo
rast kvasov in s tem povzro€ijo upocasnitev ali celo prekinitev fermentacije (Guillamoén in
Mas, 2009).
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Parameter, ki lahko vpliva na rast mikroorganizmov med alkoholno fermentacijo, je
temperatura. Zadnje case je vedno bolj priljubljena fermentacija belih vin pri kontrolirani
temperaturi (med 13 in 18 °C), saj naj bi se tako povecala tvorba in ohranitev hlapnih
aromati¢nih snovi. Pri rdecih vinih temperatura ni tako kontrolirana in lahko doseze med
25 do 30 °C. Znano je, da temperatura fermentacije vpliva na stopnjo rasti kvasovk in
posledi¢no na trajanje fermentacije. Zakasnjena rast kvasovk, ki se pojavi pri nizki
temperaturi fermentacije, privede do poviSane rasti avtohtone kvasovke in tako se
fermentacija upocasni. Vendar pa so bakterije vina bolj obcutljive na nizjo temperaturo.
Dodajanje zveplovega dioksida mosStu in vinu je stalna praksa, ki jo izvajajo vinarji, da
kontrolirajo oksidacijske reakcije in preprecijo rast avtohtone mikroflore, kot so kvasovke,
ki niso rodu Saccharomyces ali ocetno- in mlec¢nokislinske bakterije. Protimikrobna
ucinkovitost SO, je zelo odvisna od vrednosti pH in od prisotnosti reaktivnih molekul, ki
se lahko vezejo na SO,. Pri nizkem pH mosta ali vina je ve¢ prostega SO,, ki je takSna
aktivna oblika s protimikrobnim u¢inkom (Guillamén in Mas, 2009).

2.4.1 Kvasovke

2.4.1.1 Splosne znacilnosti vinskih kvasovk

Vrsta Saccharomyces cerevisiae je znana kot »vinska kvasovka«. Znano je tudi, da z
razli¢nimi sevi kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae pridelamo po kakovosti zelo
razli¢na vina. Ceprav je ta vrsta prevladujo¢a na koncu sleherne alkoholne fermentacije, pa
je na povrsini grozdne jagode in v mostu prisotna le v zelo majhnem Stevilu. Prevladujejo
namre¢ avtohtoni ali endogeni rodovi ne-Saccharomyces nesporogenih kvasovk, zlasti
vrste Hanseniaspora uvarum, Candida zemplinina, Torulospora delbrueckii,
Metschnikowia pulcherrima in Saccharomycodes ludwigii, ki so prisotne v zacetnih fazah
fermentacije in doseZejo konéno koncentracijo celo 10°-10° CFU/mL (prve tri vrste),
preden odmrejo. Delez kvasovk rodov Hanseniaspora in Candida zemplinina je lahko
relativno velik v primerjavi s kvasovkami vrste Saccharomyces cerevisiae tudi v mladem
vinu po koncani fermentaciji (Kosmerl, 2013). Po taksonomiji znanost definira kvasovke
kot enoceli¢ne glive, ki se razmnoZzujejo s cepitvijo in celi¢no delitvijo. Kvasovke tvorijo
kompleksno in heterogeno skupino, ki se pojavlja v treh razredih gliv, razli¢nih glede na
nacin razmnozevanja: Ascomycetes, Basidiomycetes in Deuteromycetes (Ribéreau-Gayon
in sod., 2006a).
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Konc¢no kakovost vina doloc¢ajo (Kosmerl, 2007b):

e kakovost grozdja (sorta, okolje, vinogradniska tehnologija, zrelost, zdravstveno
stanje)

e ckstrakcija grozdnega soka (mehanska ali rocna trgatev, zgosSCevanje soka ali
koncentriranje, stiskanje celega grozdja ali razpecljanega in zdrozganega, vrsta
stiskalnic, maceracija, temperatura, ¢as)

e fermentacija (rodovi, vrste in sevi kvasovk ter mlecnokislinskih bakterij,
temperatura, pH, SO,, vrsta fermentacijske posode, podaljSan ¢as kontakta z
jagodno kozZico, stiskanje, dodatek/dodatki enoloskih sredstev, idr.)

e stekleniCenje in zorenje (steklenice ali lesena posoda, vrsta zamaskov ali
pokrovckov, bag-in-box, mikrobioloske spremembe)

Dolgo se je smatralo, da z dodatkom dolo¢enih sevov kvasovk vrste Saccharomyces
cerevisiae v most dosezemo njihovo prevlado nekje v sredini in/ali proti koncu
fermentacije. Z raziskavami zadnjih nekaj let je dokazano, da ni nujno, da je dodan sev
kvasovke tudi prevladujoci sev na koncu. Tudi dodatek visokega inokuluma kvasovk vrste
Saccharomyces cerevisiae ne zatre popolnoma rasti avtohtonih kvasovk rodov ne-
Saccharomyces s specificno biokemijsko aktivnostjo, ki s svojim razmnozevanjem vplivajo
ne samo na kemijsko sestavo vina, verjetno tudi poznejso rast in metabolizem kvasov vrste
Saccharomyces cerevisiae. Njihov prispevek h kon¢ni kakovosti vina vsekakor ni
zanemarljiv s senzori¢nega staliS€a, saj njihov metabolizem v prvih dneh fermentacije
znacilno prispeva k tvorbi hlapnih kislin. Tako npr. ¢ista kultura kvasovk vrste Candida
zemplinina tvori veéje koncentracije glicerola, kvasovke vrste Torulaspora delbrueckii pa
majhne koncentracije ocetne kisline, etil acetata in acetaldehida (KoSmerl, 2013).

Kvasovke so kemoheterotrofni organizmi, to pomeni, da ¢rpajo za Zivljenje pomembno
energijo iz organskih spojin, kjer je ta energija vezana. V katabolizmu vseh
kemoheterorofnih organizmov je osnovnega pomena dihanje. To so procesi oksidativno-
reduktivne disimilacije energetske hrane, tj. organskih sestavin hrane, iz katerih organizmi
¢rpajo energijo. Glavna energetska hrana kvasovk so sladkorji, ki imajo isto vlogo v
katabolizmu mnogih drugih kemoheterotrofnih organizmov (Konjajev, 1974).

Pri kvasovkah poznamo dva glavna tipa dihanja:

- oksidativno dihanje, pri ¢em so organske spojine oksidirane ve¢inoma maksimalno,
tj. do CO;in vode
- neoksidativno dihanje: alkoholno vrenje sladkorjev

Za vecino kvasovk znacilen nacin dihanja je alkoholno (etanolovo) vrenje heksoz
(Konjajev, 1974):

CsH120¢ —>) C,Hs0H + 2 CO,
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2.4.1.2 Citologija kvasovk

Kvasovke so bile prvi mikrorganizmi, ki so jih obSirno preucevali v znanstvene namene,
predvsem zaradi njihove velikosti in velikega gospodarskega pomena. Kvasovke so med
mikroskopsko majhnimi glivami tudi najbolj enostavne (Hornsey, 2007). Kvasovke
uvrSamo med evkarionte, torej med celiCarje z oblikovanim jedrom (Konjajev, 1974).
Celice Saccharomyces cerevisiae so v splosnem elipsoidne oblike in po daljSem premeru
merijo od 5 do 10 um, po krajSem pa od 1 do 7 pm. Celica s ¢asom raste (Hornsey, 2007).

2.4.1.3 Rast kvasovk

Splosno znan nacin rasti pri kvasovkah je brstenje, vendar se razmnozujejo kvasovke Se na
razlicne druge nacine, in sicer vegetativno (nespolno) ter generativno (spolno, povezano s
kopulacijo). Razli¢ni nacini razmnozevanja so znacilni za posamezne taksone kvasovk
(Konjajev, 1974).

2.4.1.3.1 Vegetativna rast

Kvasovke se vegetativno oziroma nespolno razmnozujejo z brstenjem, z delitvijo ali z
nastankom konidijev (Boekhout in Phaff, 2003).

Brstenje je nacin nespolnega razmnozevanja, pri katerem se hcéerinska celica razvije kot
izrastek starSevske celice. Med brstenjem se starSevska celica mitoti¢no deli in héerinska
celica dobi eno od jeder (Likar, 1987). Brst se lahko pojavi tako na kvasnih celicah, kot na
celicah hif. Brstenje je lahko holoblasticno ali enteroblasticno. Pri nastanku
holoblasti¢nega brsta so vkljucene vse plasti celicne stene starSevske celice. Pri tem nacinu
se brst ponavadi odcepi na ozjem delu celice. Za enteroblasti¢no brstenje je znacilno, da
notranja plast celi¢ne stene pretrga celicno steno na mestu, kjer se tvori brst. Na mestu, kjer
poteka brstenje, nastane znacilna brazgotina in na tem mestu ne more veC nastati brst.
Brstenje lahko locimo tudi glede na lokacijo nastajanja brsta. Brstenje, ki poteka izkljucno
na enem polu celice, se imenuje monopolarno brstenje. Taksno, ki poteka na dveh polih, pa
je dipolarno brstenje. Brstenje lahko poteka na razlicnih delih celice; tak nacin se imenuje
multipolarno ali multilaterarno brstenje in je znacilno za kvasovke vrste Saccharomyces
cerevisiae (Boekhout in Phaff, 2003). Pri dobri prehrani in v ugodnih razmerah, traja
vegetativni ciklus od zacCetka brstenja celice matere do zacetka brstenja nastale hcerinske
celice priblizno dve uri (Konjajev, 1974).

Delitev je podvajanje vegetativnih celic, kjer se jedro razdeli, novi jedri se oddaljita drugo
od drugega in med jedri se v sredini celice oblikuje precna dvojna stena. Nastaneta dve
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enaki celici, ki rasteta in ko dozorita, se proces ponovi (Boekhout in Phaff, 2003). Tak
nacin je znacilen za kvasovke vrste Schizosaccharomyces pombe.

2.4.1.3.2 Spolna rast

Pri samooploditvenih askomicetah z diploidno vegetativno fazo, lahko ena diploidna
vegetativna celica izvede mejozo in tako postane nekonjugiran askus. Lahko se povrne v
diploidno stanje s konjugacijo askospor v askusu ali z delitvijo hcerinskega jedra.
Konjugacija poteCe na enega od naslednjih nacinov, konjugacija starSevske celice preko
brsta, konjugacija gametangijev, konjugacija med dvema celicama in konjugacija med
hifami (Boekhout in Phaff, 2003). Naras¢anje Stevila kvasovk kot posledica sporuliranja, je
mnogokrat pocasnejSa kot pri brstenju. Za sporulacijo so potrebne aerobne razmere
(Konjajev, 1974).

4 1 L7 g Wl : : i
1883 15KU ar 888  1em WD23 |
Slika 1: Celice kvasovk Saccharomyces cerevisiae pod vrsti¢nim elektronskim mikroskopom. Na sliki se
vidijo tudi brazgotine od brstenja (Vir: Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

2.4.2 Mlecnokislinske bakterije

Tipi¢na mle¢nokislinska bakterija raste v standardnih pogojih (neomejena koncentracija
glukoze, rastnih faktorjev in omejen kisik), je gram pozitivna, nesporogena, katalaza-
negativna v odsotnosti porfirinoidov, aerotolerantna, tolerantna na kislino, organotrofna in
je striktno fermentativen bacil ali kok, ki proizvaja mlecno kislino kot glavni produkt.
Nima citokromov in ne more sintetizirati porfirinov. Za mlecnokislinske bakterije je torej
znacilno, da iz katabolizma glukoze nastaja mlecna kislina kot primarni kon¢ni produkt.



18
Car P. Vpliv bakrovih ionov na fermentacijsko kinetiko razli¢nih sevov kvasovk in kakovost pridelanih mladih vin sorte laski rizling.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2015

Homofermentativna vrsta proizvaja mle¢no kislino (<85 %) kot edini kon¢ni produkt,
medtem ko heterofermentativna vrsta proizvaja mlec¢no kislino, CO, in etanol/acetat
(Konig in Frohlich, 2009). Glede na to, da so mlecnokislinske bakterije tolerantne na
etanol in kisle pogoje, lahko rastejo tudi v mostu. Na splosno se rast zavre pri koncentraciji
etanola nad 8 vol.%, Ceprav lahko nekatere bakterije najdemo tudi pri 20 vol.%
koncentraciji etanola. Mlec¢nokislinske bakterije, izolirane iz vina, rastejo v temperaturnem
obmocju med 15 °C do 45 °C, optimalno obmocje pa je od 20 °C do 37 °C. V prvih dneh
fermentacije se CFU poveéa iz 10° na 10*-10° na mL. Po alkoholni fermentaciji in med
jaboléno-mle¢nokislinsko fermentacijo lahko §tevilo celic doseze 107-10° na mL
(Ribéreau-Gayon in sod. 2006a). Mlecnokislinske bakterije dobivajo energijo predvsem iz
fermentacije sladkorja. Uporabijo lahko obe glavni heksozi v vinu, glukozo in fruktozo kot
energijo in kot vir ogljika. V tem tekmujejo s kvasovko, ki proizvaja etanol,
Saccharomyces cerevisiae. Te bakterije prav tako sodelujejo pri presnavljanju treh glavnih
kislin v mostu: tartrat, malat in citrat. Mle¢nokislinske bakterije, ki so povezane z vinom,
pripadajo rodovom Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus in Weissella
(Ko6nig in Frohlich, 2009).

Mlecnokislinske bakterije so prisotne v vsakem vinu in mostu. Glede na stopnjo procesa
predelave vina, okoljski dejavniki dolo¢ajo sposobnost razmnozevanja. Mlecnokislinske
bakterije tako igrajo pomembno vlogo pri pretvorbi mosta v vino. Njihov vpliv na
kakovost vina ni odvisen samo od okoljskih dejavnikov, ki delujejo na celi¢ni ravni, ampak
tudi od izbora najbolj prilagojenih vrst in sevov bakterij. Vsi sevi imajo podobno celi¢no
organiziranost, ampak njihove fizioloske razlike so zasluzne za njihove specifi¢ne lastnosti
in razli¢nim vplivom na kakovost vina. Bakterije so prokariontske celice z zelo preprosto
organiziranostjo. Od evkariontov (kamor spadajo kvasovke) jih lahko lo¢imo, ker so
manjse in nimajo jedrne membrane oziroma posledi¢no nimajo jedra. Bakterije v glavnem
razgradijo dve organski kislini v vinu: jabol¢no in citronsko kislino. Seveda se lahko
razgradijo tudi druge kisline, vendar so manj zanimive za enologijo — z izjemo vinske
kisline, ki pa je niso pogosto preucevali. Razgradnja teh dveh kislin je o€itno vir mnogih
organolepti¢nih sprememb, zaznanih po njihovem nastanku. Enologi menijo, da je
transformacija jaboléne kisline najbolj pomemben fenomen v fazi jabol¢no-
mleCnokislinske fermentacije, prav tako pa je dobro biti pozoren na transformacijo
citronske kisline (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

jabol¢na kislina —> mlec¢na kislina + CO,

Tako kot vsi mikroorganizmi, se tudi celice mle¢nokislinskih bakterij razmnozujejo
oziroma delijo, e so primerni pogoji: prisotnost hranilnih faktorjev, odsotnost toksi¢nih
faktorjev in ustrezna temperatura. Vse glavne reakcije metabolizma so usmerjene v
biosintezo celi¢nih komponent: nukleinskih kislin za prenos dednega zapisa, ogljikovih
hidratov, lipidov, strukturnih proteinov in seveda biolosko aktivnih proteinov. Za
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zagotovitev teh sintez mora celica prvo najti primerne kemijske elemente v mediju: ogljik,
dusik in minerale — v obliki, ki jo lahko uporabijo. Vecina energije pride iz asimilacije
Stevilnih organskih substratov, sladkorjev, aminokislin in organskih kislin. Rast
mlecnokislinskih bakterij v vinu izrazito dolocajo Stirje parametri: pH, temperatura,
vsebnost alkohola in koncentracija SO,. Vplivajo Se drugi dejavniki, vendar le do doloCene
meje. Nobenega od teh Stirih dejavnikov ne moremo obravnavati posamicno: skupaj se
obnasajo kot eno. Ugodna raven enega izravna neugodno vrednost drugega ali ve¢ drugih.
Prav tako je precej tezko dolociti tocen limit pri katerem koli faktorju. Tako na primer
bakterije tolerirajo vecjo vsebnost alkohola in vecjo koncentracijo SO, pri vinih, kjer je
vrednost pH bolj ugodna (vi§ja), kot pri vinih z nizjim pH (Ribéreau-Gayon in sod.,
2006a).

2.4.3 Ocetnokislinske bakterije

Ocetnokislinske  bakterije so skupina mikroorganizmov, ki sodi v druzino
Acetobacteraceae, ki ima zelo edinstvene znacilnosti pri oksidaciji alkohola v ocetno
kislino. V prehranski industriji so ocetno kislinske bakterije zelo pomembne pri
proizvodnji nekaterih Zivil in pijac, kot so kis, kakav, kombuca in podobne fermentirane
pijace, vendar pa lahko njihova prisotnost kaj hitro pripelje tudi do kvara zivil ali pija¢ kot
so vino, pivo, sladke pijace ali sadje (Guillamoén in Mas, 2009). Ocetnokislinske bakterije
se zelo pogosto pojavljajo v naravi in so dobro prilagojene, da se razmnozujejo v sladkorno
in alkoholno bogatem okolju. Vino, pivo in jabol¢no vino lahko postanejo naraven habitat
za te bakterije, Ce pogoji pri proizvodnji in skladiS¢enju niso pravilno kontrolirani. S tem se
seveda zmanjSa kvaliteta proizvoda, razen pri nekaterih izbranih pivih. Tako kot
mlecnokislinske bakterije, so tudi te nesporogene. Njihov metabolizem je striktno aeroben.
Celi¢na oksidacija sladkorja, etanola in drugih substratov, je povezana z mehanizmom
transporta elektronov v dihalni verigi. Kisik je kon¢ni akceptor elektronov in protonov (ki
prihajajo iz oksidacijskih reakcij). Ocetno kislinske bakterije so Gram negativne, medtem
ko so mlecnokislinske bakterije Gram pozitivne. Bakterije te druzine delimo na dva
rodova: Acetobacter in Gluconobacter (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a). Njihov optimalni
pH je 5,5-6,3, vendar pa lahko prezivijo in se razmnoZzujejo tudi pri pH vina, ki je lahko
tudi nizek, kot 3,0-4,0. Optimalna temperatura za rast je 25-30 °C, nekateri sevi pa lahko
zelo pocasi rastejo tudi pri 10 °C. Ocetnokislinske bakterije so prisotne na zrelem grozdju.
Njihovo Stevilo zelo variira glede na zdravje grozdja. Na zdravem grozdju je njihovo
Stevilo nizko — okoli 10> CFU/mL in skoraj v celoti je to rod Gluconobacter. Gnilo grozdje
je pa zelo kontaminirano: $tevilo bakterij lahko doseZe vrednost 10°-10° CFU/mL in je
mesanica obeh rodov, tako Gluconobacter kot Acetobacter (Guillamon in Mas, 2009).
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2.5 KEMIJSKA IN BIOLOSKA SESTAVA GROZDJA, MOSTA IN VINA
2.5.1 Sestava grozdja

Grozdje je sestavljeno iz peclja, peck, kozice in jagodnega mesa.

2.5.1.1 Sestava peclja

Kemijska sestava peclja je podobna sestavi listov in vitic, ¢eprav je steblo bolj bogato s
polifenoli. Vsebuje malo sladkorja in neko srednjo koncentracijo kislinskih soli, zaradi
obilice mineralov in celicna vsebina pa ima visok pH (>4). Pepel peclja vsebuje 5-6 %
suhe mase in obsega priblizno 50 % kalijevih soli. Po kaliju, sta najbolj zastopana kationa
kalcij in magnezij, sledijo natrij, Zelezo, baker, mangan in cink v veliko manjsi
koncentraciji. Peclji so bogati s fenolnimi spojinami (Se posebej sorte rdecega grozdja) in
koncentracija teh snovi v vinu posledi¢no naraste, ¢e so pri pridelavi vina prisotni ostanki
peclja. Polifenolne spojine prisotne v peclju imajo grenak okus, torej zmanjsujejo kakovost
vina. Pecelj predstavlja komaj 4,5 % mase grozdja, pa vendarle izhaja iz njega 20 %
skupnih fenolnih spojin, 15 % taninov, 26 % levkoantocianov, 15 % katehinov, 16 % galne
kisline in 9 % skupne kavne kisline (Moreno in Peinado, 2012).

2.5.1.2 Sestava peck

Zunanji sloj (oleseneli del) peck je bogat s tanini in glede na letino vsebuje 22-56 %
skupnih polifenolov grozdja. Oleseneli del je obdan s tankim filmom, ki je tudi bogat s
tanini. Endosperm vsebuje lipidno frakcijo, ki ima, povprecno, 50 % linolne kisline, 30 %
oleinske kisline in 10 % nasi¢enih mascobnih kislin. To olje lahko dobimo pri stiskanju
semen grozdja z uporabo ustreznega topila. Kar pol litra olja lahko ekstrahiramo iz
hektolitra vina. Ceprav so snovi, ki so prisotne v plaiéu pecke, lahko koristne (fenolne
spojine, nitrogenirane snovi in fosfati, ki se delno raztopijo med proizvodnjo rdecih vin), bi
tiste znotraj nje imele negativen vpliv na kakovost vina, Ce bi se raztopile, zato se je bolje
izogniti poSkodbi peck med stiskanjem. Minerali, prisotni v pecki, predstavljajo 4-5 %
celotne mase. Za razliko od ostalih delov grozda, je najbolj zastopan kation kalcij, sledijo
mu kalij, magnezij in natrij, v veliko manjsi koli¢ini pa se pojavljajo Se Zelezo, mangan,
cink in baker (Moreno in Peinado, 2012).

2.5.1.3 Sestava kozice

V vinarstvu igra pomembno vlogo kozica grozda, saj tip vina (rdece ali belo) dolocajo
razli¢ni deli grozdja, ki se uporabljajo pri pridelavi vina. Kozica vsebuje skoraj vse snovi,
ki so odgovorne za barvo in vonj grozdja in so tako klju¢nega pomena za barvo, vonj in
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okus mosta ter vina. Grozdna koZica vsebuje obcutno koli¢ino jabol¢ne kisline, ampak
koncentracija kisline pada med zorenjem. Kozica zrelega grozda tako vsebuje vecinoma
vinsko, jabol¢no in citronsko kislino, v takSnem vrstnem redu. Najbolj znacilni snovi zrele
grozdne kozice sta rumeni in rdeci pigment ter aromaticne spojine. Vsebnost fenolnih
spojin je zelo razli¢na in je odvisna predvsem od vrste grozdja. Grozdna kozica vsebuje
12-61 % skupnih polifenolnih spojin sadja, 14-50 % taninov, 17-47 % procianidinov in, pri
rdeCem grozdju, skoraj vse antociane. Bogata je s celulozo, netopnimi pektini in proteini.
Pri zelenem grozdu so v znatni koli€ini prisotni klorofil, ksantofil in karotenoidi, vendar je
pri zrelem grozdu njihova koncentracija majhna. Vsebnost mineralov v kozici je skoraj
enaka tisti v peclju. Kalij predstavlja ve¢ kot 30 % vseh mineralov, sledita kalcij in
mangan, v veliko manjsi koli¢ini pa so na koncu $e natrij, Zelezo, baker, magnezij in cink
(Moreno in Peinado, 2012).

2.5.1.4 Sestava jagodnega mesa

Komponente v jagodnem mesu prevladujejo v grozdnem soku in mostu. Trdni del
jagodnega mesa vsebuje celicne stene ter splete zil in predstavlja 0,5 % mase. Glukoza in
fruktoza sta glavna sladkorja v grozdnem mesu. Na zacetku je glukoze dvakrat vec kot
fruktoze, pri zrelem grozdu pa sta oba sladkorja zastopana v priblizno enaki koli¢ini. V
sledeh je prisotna tudi saharoza, ki se sintetizira v listih kot glavni sladkor, vendar se
hidrolizira, ko grozdje odtrgamo. Poleg glukoze, fruktoze in saharoze se v grozdju
pojavljajo tudi arabinoza, ksiloza, ramnoza, maltoza in rafinoza. Ostale komponente, ki so
Se prisotne v vecCjem Stevilu so organske kisline, najve¢ je vinske in jabol¢ne kisline.
Prisotna je tudi citronska kislina, vendar v veliko manjsi koncentraciji (Moreno in Peinado,
2012).

2.5.2 Sestava moSta

Most je tekocina, ki jo dobimo z neznim stiskanjem grozdja. Sestava mosta se, kljub istim
vinorodnim obmocjem, razlikuje glede na (Moreno in Peinado, 2012):
- sorto in klon grozdja
- zrelost in zdravstveno stanje grozdja (zrelost je odvisna od klimatskih razmer, tipa
zemlje in uporabljenih gnojil)
- uporabljenega tlaka pri stiskanju grozdja

V mostu so prisotne naslednje snovi oziroma skupine (sledijo si od najbolj zastopane do
najmanj) (Moreno in Peinado, 2012):

- voda,

- sladkorji,

- organske kisline,
- dusikove spojine,
- minerali,
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- polifenoli,
- vitamini,
- aromatske spojine

Preglednica 2: Okvirne vrednosti spojin, ki sestavljajo most (Moreno in Peinado, 2012)

Komponente: Vrednosti:
Voda 700-850 g/L
Sladkorji 140-250 g/L
Organske kisline 4-17 g/L
Dusikove spojine 4-7 g/L
Polisaharidi 3-5g/L
Minerali 0,8-2,8 g/L
Polifenoli 0,5 g/L
Vitamini 0,25-0,8 g/L
Aromatske spojine <0,5 g/L
pH 3-4,5

2.5.2.1 Sladkorji

Sladkorji, prisotni v mostu so polialkoholi s karbonilno skupino. To so organske spojine, ki
vsebujejo ve¢ —OH skupin skupaj z aldehidno ali ketonalno skupino. Najbolj pogosta
sladkorja v mostu sta monosaharida s Sestimi ogljikovimi atomi (Moreno in Peinado,
2012):

- glukoza

- fruktoza

Ko se zdruzita dva monosaharida z a- ali B-glikozidno vezjo, dobimo disaharid. V mostu
sta, kot disaharida, prisotna saharoza in maltoza (Moreno in Peinado, 2012).

2.4.2.2 Organske kisline

Organske kisline imajo —COOH funkcionalno skupino. Organske skupine v mostu imajo
tudi druge skupine, kot so —OH skupine ali alkoholi. Najbolj so zastopane vinska, jabol¢na
in citronska kislina. Ostale prisotne kisline so Se galakturonska, ki je glavna komponenta
pektina v grozdju ter glukonska kislina, ki je v veliki meri prisotna v gnilem grozdju
(Moreno in Peinado, 2012).

2.5.2.3 Dusikove spojine

Glavne dusikove spojine v mosStu so aminokisline, v prosti obliki ali kot polipeptidi ali
proteini. Dusik v obliki amonijevih ionov je najbolj primeren za kvasovke in njegovo
pomanjkanje lahko povzroci, da se fermentacija prekine (Moreno in Peinado, 2012).
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2.5.2.4 Minerali

Koncentracija in razmerje med minerali v moStu sta odvisni predvsem od privzema s
koreninskim sistemom vinske trte, akumulacije v grozdni jagodi ter klimatskih razmer.
Lahko so tudi posledica slucajnih kontaminacij. Taksni primeri so vecje koncentracije
bakra in Zeleza zaradi stika s korodirano enoloSko opremo, ve¢ Zvepla zaradi uporabe
fungicidov v vinogradu, ve¢ svinca zaradi blizine avtoceste in ve¢ aluminija zaradi uporabe
neustreznega bentonita (Bavcar, 2008).

Most vsebuje dosti mineralnih snovi, ki jih lahko razvrstimo v skupine glede na njihov
elektri¢ni naboj in glede na njihovo Stevil¢nost (Moreno in Peinado, 2012):
- kationi:
Zelo §teviléni: K, Ca®’, Mg2+, Na’, Si*" (makrohranila rastlini)
Manj Stevil¢ni: Fe*', Mn®", Zn**, A", Cu®’, Ni*", Li", Mo*", Co*", V** (mikrohranila)
V sledovih: Pb**, As**, Cd*", Se*', Hg*", P*" (mg/L)
- anioni:
Zelo $teviléni: PO, SO4~, CI
Manj stevil¢ni: Br, I'

2.5.2.5 Polifenoli

Grozdje dobi barvo iz razli¢nih spojin, ki so prisotne v grozdni jagodi. Najbolj omembe
vredne so (Moreno in Peinado, 2012):
- klorofil,
- karotenoidi,
- Dbetalanini,
- polifenoli,
Antociani —> rdeca barva
Rumeni flavonoidi —> rumena barva
Tanini —> rjava barva

Tako v vinu kot v grozdju igrajo polifenoli bistveno vlogo pri senzoric¢nih lastnostih, saj so
odgovorni za videz (barva), okus (trpkost, grenkoba) in vonj (hlapni fenoli). Lahko jih
klasificiramo tako (Moreno in Peinado, 2012):

- enostavni (ne-flavonoidni) polifenoli
- flavonoidi

- tanini

- ostali
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2.5.2.6 Vitamini

Grozdje vsebuje priblizno 90 mg vitamina C (askorbinske kisline) na kilogram, pa tudi
manjs$e koli¢ine vitaminov skupine B. Vitamini so zelo pomembni pri pridelavi vina, saj so
koristni za kvasovke, torej so bistveni za uspesno alkoholno fermentacijo (Moreno in
Peinado, 2012).

2.5.2.7 Aromatske spojine

Mostu dajeta aromo dve skupini spojin: spojine, ki izhajajo iz grozdja (terpeni, karotenoidi
in pirazini) in spojine, ki se pojavijo med ekstrakcijo okusov in obdelavo pred fermentacijo
(alkoholi in Ce-aldehidi) (Moreno in Peinado, 2012).

2.5.3 Sestava vina
Kemijsko gledano vino vsebuje vodo (86,8 %), etanol (11,2 %), sestavne dele (1 %) -

sladkor, vitamini, duSikove spojine, anione in katione, hlapne spojine (0,5 %) in kisline
(0,5 %) (Jackson, 2014).

2.5.3.1 Voda

Voda je najbolj zastopana spojina v vinu. Zaradi vode se vino obnaSa kot tekoc¢ina. Deluje
kot topilo in kot reagent v kemijskih reakcijah v celotnem procesu pridelave, od zorenja
grozdja do zorenja vina (Bav¢ar, 2008).

2.5.3.2 Sladkorji

Sladkorji so znani tudi kot ogljikovi hidrati. Iz spodnje kemijske formule je razvidno, da,
na primer, v heksozi kot sta glukoza in fruktoza, vsak ogljikov atom lahko reagira z
molekulo vode (Ribéreau-Gayon in sod., 2006b):

CsH1206 = C6(H20)6
Ime »ogljikovi hidrati« lahko tudi upravi¢imo zaradi nacina kako so ti sladkorji
proizvedeni s fotosintezo v listih trte, kar kaZze, kako pomembna je voda pri zorenju

grozdja. Enacba je naslednja (Ribéreau-Gayon in sod., 2006b):

6CO; + 6H,O = C¢H 2,04 + 60,
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V vinu se nahajajo monosaharidi, disaharidi in polisaharidi. Koncentracija sladkorjev v
vinu je pomembna za mikrobiolosko stabilnost vin, za delitev vina v kategorije in
predvsem za senzoriko vina. Heksoze so monosaharidi ter so najpomembnejsi in tudi
koli¢insko najbolj zastopani ogljikovi hidrati v vinu. So produkti fotosinteze vinske trte in
so glavni substrat za kvasovke pri alkoholni fermentaciji kot vir energije za tvorbo etanola,
vi§jih alkoholov, estrov mascobnih kislin in aldehidov. Pomembni heksozi v vinu sta
glukoza in fruktoza. Kvasovke so sposobne fermentirati oba monosaharida, vendar
enostavneje izkoriscajo glukozo in jo tako tudi najprej porabijo, nato pa fermentirajo Se
fruktozo. V preostanku sladkorja v vinu tako prevladuje fruktoza, ki je tudi dvakrat slajsa
od glukoze. Oba monosaharida reducirata Fehlingovo raztopino in ju zato imenujemo tudi
reducirajoca sladkorja. Njun ostanek skupaj s pentozami v vinu po alkoholni fermentaciji
imenujemo reducirajoci sladkorji. Koncentracija reducirajocih sladkorjev je odlocilna za
senzoric¢ne lastnosti vina, za zaznavo sladkega okusa pa so pomembne tudi ostale spojine,
kot so etanol, kisline in fenoli. Med disaharide spada saharoza. Saharoze kvasovke same po
sebi ne uporabljajo direktno, prevzemajo pa produkte njene hidrolize, glukozo in fruktozo,
ki jih kvasovke pridobijo s pomoc¢jo encima invertaze. Ta sposobnost kvasovk omogoca,
da se za povecanje sladkorne stopnje v mosStu uporablja kar saharozo (Bavcar, 2008).
Koncentracija reducirajoCih sladkorjev pade iz 150-250 g/L, koliko ga je v mostu, na
<5 g/LL (povpre¢no 1,2-3 g/L) v suhih vinih in na 60-90 g/ v polsuhih in sladkih vinih
(Moreno in Peinado, 2012).

2.5.3.3 Organske kisline

Organske kisline imajo ogromen vpliv na sestavo, stabilnost in organolepti¢ne lastnosti
vina, posebej belega vina. Njihova sposobnost konzerviranja prav tako poveca
mikrobiolosko in fizikalno-kemijsko stabilnost (Ribéreau-Gayon in sod., 2006b). Organske
kisline v vinu so razlicnega izvora. Vinska in jabol¢na kislina sta rezultat nepopolne
oksidacije sladkorjev in iz grozdne jagode prehajajo v most. Njuna koncentracija je
odvisna od sorte, klime, vzgoje in nege trte ter dozorelosti grozdja. Kot posledica
delovanja plesni Botrytis cinerea se lahko izrazito poveca koncentracija citronske in
glukonske kisline. Med alkoholno fermentacijo nastajajo Se druge organske kisline. To so
mleCna, ocetna, jantarna kislina ter v zelo majhnih koli¢inah Se ostale kisline iz cikla
trikarboksilnih kislin. Bakterije tvorijo znatne koli¢ine mle¢ne in ocetne kisline. V vinu so
koli¢insko najbolj zastopane vinska, jabol¢na, mle¢na in citronska kislina (Bavcar, 2008).

Vinska kislina je obicajno najbolj zastopana kislina v vinu. Mikroorganizmi v vinu je ne
uporabljajo kot substrat, zato jo uporabljamo za dokisovanje. Ker je slabo topna, se izloc¢a
kot sol tartrat, ki jo pogovorno imenujemo vinski kamen. Jabol¢na kislina je mikrobioloSko
nestabilna, mle¢nokislinske bakterije jo spreminjajo v mle¢no kislino v procesu bioloskega
razkisa. Delno se izlo¢a tudi kot kalcijeva sol oziroma malat. Mle¢na kislina nastane
predvsem z dekarboksilacijo jabol¢ne kisline pod vplivom mle¢nokislinskih bakterij. Njene
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soli laktati so dobro topne in stabilne. Citronska kislina prehaja iz grozdne jagode v most,
lahko pa se tvori tudi pod vplivom plesni vrste Botrytis cinerea. V vinu je stabilna,
neobstojna je le v primeru aktivnosti mlec¢nokislinskih bakterij. Ocetna kislina je
najpomembnejsa hlapna kislina. V normalnih koncentracijah ima v vinu pomembno vlogo
kot aromati¢na spojina in pri tvorbi estrov (Bavcar, 2008).

2.5.3.4 Fenolne spojine

Fenolne spojine so velika in zelo kompleksna skupina, ki so Se posebej pomembne za
kvaliteto rdeCega vina. So pomembne tudi pri belih vinih, vendar se tukaj pojavljajo v dosti
manjsi koncentraciji. Fenolne spojine so odgovorne za videz, okus, obc¢utek v ustih, vonj in
mikrobiolosko stabilnost vina. Kemijska zgradba fenolov je benzenski obroc, ki vsebuje
eno ali ve¢ hidroksilnih skupin, ki so vezana direktno na ogljik v obrocu. Fenolne spojine
delimo na dve vecji skupini (Jackson, 2014):
- flavonoidi
e antociani
e flavonoli

e flavanoli
- neflavonoidi

Imajo bakteriocidne, antioksidativne in vitaminom podobne lastnosti, ki varujejo
potrosnika pred kardiovaskularnimi boleznimi (Ribéreau-Gayon in sod., 2006b).

2.5.3.5 Mineralne snovi

Uspesna fermentacija je, med drugim, odvisna tudi od vsebnosti kalija, magnezija, bakra,
zeleza, kalcija, kobalta in cinka. Po navadi so ti minerali, v zadostni koliini, prisotni v
mostu (Moreno in Peinado, 2012). Minerali imajo naslednje vloge (Bavcar, 2008):

- so sestavni deli vitaminov in encimov,
- sodelujejo pri izmenjavi hranil med kvasovkami in okoljem ter
- reagirajo z drugimi sestavinami, npr. tvorba soli.

Izjemoma lahko nekatere tezke kovine kot so svinec, Zivo srebro, kadmij in selen, delujejo
tudi toksicno. Vecina tezkih kovin se izlo¢i na dno posod pri alkoholni fermentaciji, zato
so prisotne v vinih le v sledovih. V nekaterih izrednih razmerah pa lahko predvsem baker
in zelezo povzroCata napake vin, ki se odrazajo v t.i. lomih vina, spremembi okusa,
oksidacijskih reakcijah in porjavitvah (Bavcar, 2008).
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2.5.3.6 Dusikove spojine

V vinu in grozdju je dosti dusikovih spojin. Pojavljajo se v anorganskih oblikah, kot sta
amonijak in nitrati, ter v razli¢nih organskih oblikah, kot so amini, amidi, aminokisline,
piridini, dusikove baze, pirimidini, proteini in nukleinske kisline. Kompleksne dusikove
spojine (pirimidini, proteini in nukleinske kisline) so bistvene za rast in metabolizem
grozdja ter kvasnih celic, ampak so redko neposredno pomembne za senzori¢ne lastnosti
vina. Nekateri proteini sicer lahko sestavljajo koloide (Jackson, 2014). Najbolj primeren
vir dusika za kvasovke je dusik v obliki amonija in v mostu ga more biti vsaj 50 mg/L, da
lahko fermentacija poteka gladko (Moreno in Peinado, 2012). Aminokisline so izjemno
pomembne, saj sodelujejo pri biosintezi encimov in drugih proteinov. Lahko so tudi vir
energije za kvasovke in bakterije. Najpogosteje uporabljena aminokislina, s strani kvasovk,
je arginin. Najbolj zastopana aminokislina v mostu in vinu je prolin, saj ga kvasovke, v
anaerobnih pogojih, ne uporabijo (Jackson, 2014).

2.5.3.7 Vitamini

Vitamini so v soku, grozdju in vinu prisotni le v majhnih koli¢inah, njihova koncentracija
pa naceloma s fermentacijo in staranjem Se pada. Askorbinska kislina (vitamin C) se zelo
hitro oksidira med stiskanjem, ¢e je tiamin (vitamin B;) izpostavljen visoki temperaturi ali
pri absorpciji bentonita, se razgradi v reakciji s SO,. Riboflavin (vitamin B,) se oksidira, ¢e
je izpostavljen svetlobi. V¢asih se vitamini dodajo grozdnemu soku, da se poveca
intenzivnost fermentacije, tako da ne pride do predcasne prekinitve fermentacije, ter da se
zmanjSa uporaba zveplovega dioksida. Vendarle pa se vitamini dodajajo samo, ¢e je to res
nujno potrebno, saj povecujejo moznost nastanka vecjih koli¢in ocetne kisline med
fermentacijo (Jackson, 2014).

2.5.3.8 Aromati¢ne spojine

Vino je kompleksna mesSanica s 600-800 spojinami, ki dolocajo organolepticne
lastnosti vina (Blanco in sod., 2013a). Na naSe receptorje delujejo hkrati. Tako je za
dolocen vonj vina odgovornih vec spojin in ne ena sama. Kemijsko so spojine
odgovorne za vonj, predvsem alkoholi, kisline, aldehidi, ketoni, terpeni,
norizoprenoidi, pirazini in merkaptani (Bavcar, 2008). Aromati¢ne spojine lahko glede
na njihov izvor razdelimo v $§tiri skupine (Blanco in sod., 2013a):

- Sortne spojine: Spojine, ki so tipicne za doloCeno sorto grozdja in so torej
posredno odvisne od prsti, klime, vinogradniSkih navad, higienskih pogojev in
stopnje zrelosti

- Pred-fermentacijske spojine: Nastanejo med obdelavo grozdja in med vinarskimi
operacijami

- Fermentacijske spojine: Med fermentacijo jih tvorijo kvasovke in bakterije
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- Post-fermentacijske spojine: So posledica kemijskih reakcij, ki se zgodijo med
skladi$¢enjem in staranjem vina

2.5.3.9 Alkoholi

Etanol je nedvomno najpomembnejsi alkohol v vinu. Nastane kot posledica delovanja
kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae v ¢asu alkoholne fermentacije in je z ogljikovim
dioksidom glavni produkt fermentacije. Deluje inhibitorno, kar pomeni, da na koncu
fermentacije omeji rast in razmnozevanje kvasovk ter drugih mikroorganizmov. Vinu daje
stabilnost, saj deluje kot topilo in zagotavlja posebne senzoricne lastnosti. Vinu tako
senzori¢no doda svoj specificen vonj in okus, stopnjuje zasnovo sladkosti in grenkobe, v
vecjih koli¢inah pa deluje pekoce (Bavcar, 2008).

Metanol ni proizvod alkoholne fermentacije. Je posledica hidrolize pektinskih snovi pod
vplivom encima. V pektinu so karboksilne skupine esterificirane z metanolom. Ta se po
hidrolizi odcepi. Vina iz grozdja, okuZenega s plesnijo vrste Botrytis cinerea, imajo na
splosno vec¢jo koncentracijo metanola. Metanol ne vpliva na senzori¢ne lastnosti vina in
minimalno reagira z ostalimi spojinami v vinu. V prevelikih koncentracijah je toksicen.
Alkohole z ve¢ hidroksilnimi skupinami lahko opiSemo kot sladke alkohole, zaradi
sladkega okusa. Vinu dajejo uravnoteZenost in poudarjajo telo. Najpomembne;jsi
predstavnik je glicerol. Je stranski produkt alkoholne fermentacije, kjer ga nastane tudi
najvec, saj je lahko v majhnih koli¢inah prisoten Ze v samem grozdju. V suhih vinih ga je
poleg vode in etanola najve¢ (Bavcar, 2008).
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3 METODE DELA IN MATERIALI

3.1 MATERIALI
3.1.1 MoSst

Za poskus smo uporabili 12 L mosta Laski rizling, letnik 2010, s Ptuja. Priblizno 1 L mosta
smo uporabili za analizo mosta pred vsako fermentacijo. Za vsako izmed treh fermentacij
smo uporabili 3 L tega mosta. Pri vsakem poskusu smo v 15 fermentacijskih buckah nalili
200 mL mosta. Pred poskusom je bil shranjen na hladnem, za analize in poskus smo ga
ogreli na sobno temperaturo.

3.1.2 Kvasovke — starterska kultura

Uporabili smo tri razli¢ne seve vinskih kvasovk, ki so selekcionirane iz narave. To so
UVAFERM SLO, LALVIN ICV D 47 in LALVIN QA 23. Za rehidracijo kvasovk in
koli¢ino kvasovk dodano mos$tu, smo upoStevali navodila in priporo¢ila na embalazi.
Priporocilo pravi, da dodamo 30 g kvasovk/100 L mosta. NaSim vzorcem smo tako dodali
60 mg kvasovk/200 mL mosta.

3.1.2.1 UVAFERM SLO

Ta sev kvasovke je bil selekcioniran na Biotehniski fakulteti v Ljubljani. Gre za izrazito
mocno kvasovko, ki je hitra in zanesljiva, saj z lahkoto eliminira divjo mikrofloro. Je zelo
dobra za posebne trgatve, najbolj se uporablja za Laski rizling, Kerner, itd. Najboljsa je za
bela vina, saj poudarja sortne arome. Temperaturno obmocje je od 15-32 °C, hitrost vrenja
je hitra, ima malo potrebo po duSiku in je tolerantna na do 16 vol.% alkohola. (Jurana
d.o.o., 2011).

3.1.2.2 LALVIN ICV D 47

Ta sev kvasovke je bil selekcioniran na institutu ICV Montpellier v Franciji. Velja za
najbolj popularen sev za Chardonnay po vsem svetu. Zelo poudarja sortne arome, torej
sadnost in kompleksnost. Ustvarja odli¢no strukturo vina zaradi polisaharidov, ki prihajajo
iz tega seva. Je priporoCena kvasovka za vina zorjena na droZzeh. Najboljsa je za bela in
rose vina. Temperaturno obmocje je od 15-20 °C, hitrost vrenja je srednja, ima malo
potrebo po dusiku in je tolerantna na do 14 vol.% alkohola (Jurana d.o.o., 2011).
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3.1.2.3 LALVIN QA 23

Ta sev kvasovke je bil selekcioniran na institutu UTAD na Portugalskem. Je ena najbolj
popularnih kvasovk za bela vina. Daje izrazito sadna, odprta in sveza vina. Je tudi zelo
zanesljiva, ni zahtevna glede vira hranila in lahko vre tudi pri nizkih temperaturah. Najbolj
primerna za vsa bela vina. Temperaturno obmocje je od 15-32 °C, hitrost vrenja je hitra,
ima malo potrebo po dusiku in je tolerantna na do 16 vol.% alkohola (Jurana d.o.o., 2011).

3.1.3 Hranila

Pri vsaki fermentaciji trem vzorcem mosta, razen dolo¢enega seva kvasovk, dodali tudi
hranilo. Te vzorce smo oznacili s Stevilkami 4, 5 in 6. Dodali smo 200 mg hrane/1 L
vzorca oziroma pri nas konkretno 40 mg hrane/200 mL vzorca. Uporabili smo hranilo
Fermaid E (Lallemand).

3.1.4 Bakrovi ioni

Pri vsaki izmed treh fermentacij smo nekaterim fermentacijskim buckam dodali razlicno
koncentracijo raztopine CuSO4. Tako smo pri vsaki fermentaciji trem buckam dodali 1
mg/L te raztopine in drugim trem 2 mg/L. Po izraunih to pomeni, da smo pri koncentraciji
1 mg/L raztopine CuSO4 v 200 mL mosta dodali 0,051 mg Cu®" ter pri koncentraciji 2
mg/L 0,102 mg Cu*".

3.1.5 Kemikalije in reagenti

Za analize mosSta in vina smo uporabili naslednje kemikalije in reagente:
- komercialna pufrna raztopina s pH 4,00
- komercialna pufrna raztopina s pH 7,02
- standardna raztopina (nasi¢ena raztopina kalijevega hidrogentartrata)
- 0,1 M raztopina natrijevega hidroksida
- 0,1 M raztopina klorovodikove kisline
- izhodna raztopina joda
- 0,01 M raztopina joda
- raztopina natrijevega tiosulfata (za standardizacijo 0,01 M raztopine joda)
- 1 M raztopina natrijevega hidroksida
- raztopina zveplove (VI) kisline
- 1 % raztopina skrobovice
- glukoza
- S1 =raztopina bakrovega sulfata (CuSQOy)
- S2 =raztopina kalijevega-natrijevega tartrata (C4;H4KNaOg)
- S3 =raztopina kalijevega jodida (KI)
-S4 =16 % raztopina zZveplove (V) kisline (H,SO4)
- S5 =raztopina Skrobovice
- S6 = raztopina natrijevega tiosulfata
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- 0,5 M raztopina zZveplove (VI) kisline (H,SO.)
- 1 % alkoholna raztopina fenolftaleina

- 50 % raztopina vinske kisline

- 20 % raztopina protipenilca

- osnovna raztopina L(-)-treonina

- acetatni pufer

- barvni reagent

- raztopina za razredCevanje

- 12 % raztopina kalcijevega oksida (CaO)

3.1.6 Pribor in oprema

Pri analizah mosta in vina smo uporabili naslednji laboratorijski pribor in opremo:

- pH meter s kombinirano stekleno elektrodo (Mettler Toledo DL50 Graphix)
- magnetno mesalo

- polnilna pipeta

- CaSe

- birete (razlicen volumen)

- puhalka z deionizirano vodo

- pipete (razli¢en volumen)

- erlenmajerica (s Sirokim vratom)

- merilna bucka

- vir svetlobe

- laboratorijska ura

- stojalo

- elektricéni vrelec

- generator pare (VADE, Gibertini)

- destilacijska naprava (D.E.E. Gibertini)

- kapalka

- UV-VIS spektrofotometer

- kivete

- epruvete

- denzimeter Mettler Toledo DE45 Density Meter

3.2 METODE DELA

3.2.1 Postavitev poskusa

V poskusu smo izvedli tri fermentacije z istim moStom, vendar vsaki¢ z drugimi
kvasovkami. V vsaki fermentaciji smo imeli 15 vrelnih steklenic. Tri steklenice so bile
kontrolne steklenice, kamor nismo dodajali ni¢esar. V druge tri smo dodali samo kvasovke,
v naslednje tri pa smo dodali kvasovke in hranila. V tri steklenice smo dodali kvasovke in
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1 mg/L CuSOy, v zadnje tri pa kvasovke in 2 mg/L CuSO4 V vsaki steklenicki je bilo 200
mL mosta.

Spontano
(3 paralelke, oznake: 0/1, 0/2, 0/3)

Kvasovke
(3 paralelke, oznake: 1, 2, 3)

ICV D 47

Kvasovke + hranilo
(3 paralelke, oznake: 4, 5, 6)

(fermantacija A)

Kvasovke + 1 mg/L Cu?*
(3 paralelke, oznake: 7, 8, 9)

Kvasovke + 2 mg/L Cu?*
(3 paralelke, oznake: 10, 11, 12)

Spontano
(3 paralelke, oznake: 0/1, 0/2, 0/3)

Kvasovke
UVAFERM SLO (3 paralelke, oznake: 1, 2, 3)

Kvasovke + hranilo
(fermentacija B) (3 paralelke, oznake: 4, 5, 6)

MOST
|

Kvasovke + 1 mg/L Cu?*
(3 paralelke, oznake: 7, 8, 9)

Kvasovke + 2 mg/L Cu?*
(3 paralelke, oznake: 10, 11, 12)

Spontano
(3 paralelke, oznake: 0/1, 0/2, 0/3)

Kvasovke
(3 paralelke, oznake: 1, 2, 3)

QA 23

Kvasovke + hranilo

(fermentacija C) (3 paralelke, oznake: 4, 5, 6)

Kvasovke + 1 mg/L Cu?*
(3 paralelke, oznake: 7, 8, 9)

Kvasovke + 2 mg/L Cu?*
(3 paralelke, oznake: 10, 11, 12)

Slika 2: Shematski prikaz postavitve poskusa
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3.2.2 Mikroskopiranje

Pod mikroskopom smo pogledali vzorec mosta, preden smo zaceli z vsako od fermentacij.
Mikroskopirali smo na 100- in 400-kratni povecavi. Vzorce za mikroskopiranje smo vzeli s
povrsine mosta, sredine in dna.

Prav tako smo mikroskopirali vino. Pri vsaki fermentaciji smo mikroskopirali kontrolo,
vino brez hrane, vino z dodatkom hranila, vino z dodanim 1 mg/L CuSQO4 in vino z
dodanim 2 mg/LL. CuSO4. Vzorce smo mikroskopirali na 100- in 400-kratni povecavi.
Vzorce smo vzeli s povrSine vina in sredine.

3.2.3 Kemijske analize vina in moSta

3.2.3.1 Dolocanje skupnih (titrabilnih) kislin

Pri kislinsko-bazni potenciometri¢ni titraciji merimo razliko v potencialu med
elektrodama, ki sta potopljeni direktno v vzorec mosta ali vina. Ena elektroda (referencna)
ima stalen (znan) potencial, druga, steklena elektroda (merilna), pa ima potencial, ki je
funkcija aktivnosti H;O" ionov v raztopini. Titracija z 0,1 M raztopino NaOH poteka na
avtomatskem titratorju do kon¢ne tocke titracije pH = 7,0 oziroma pH = 8,2 (KoS$merl in
Kac, 2007).

Z dodajanjem baze poteka naslednja reakcija: H;O" + OH" —>2H,0

Najprej smo umerili pH meter, nato smo v termostatiran vzorec mosta in vina potopili
elektrodo in odc¢itali zacetno vrednost pH. Na pH metru smo izbrali »Dvotockovno titracijo
pH 7 in pH 8,2«. Titriramo z 0,1 M raztopino NaOH do pH = 7 in od¢itamo porabo baze.
Nadaljujemo titracijo do pH = 8,2 in ponovno od¢itamo porabo baze. Za izraCun masne
koncentracije skupnih (titrabilnih) kislin (g vinske kisline/L) uporabimo naslednji formuli:

a;(mL) -c- M(L)

9N _ mol’ ~ .
TK Q) =V om - =a(ml)-03 (1)
asz(mL) -c-M(%) -
TKy(}) = W = az(mL)-0,3 .(2)

a;...volumen porabljene baze pri titraciji do pH 7,00 (mL)

a3...volumen porabljene baze pri titraciji do pH 8,20 (mL)
c...koncentracija baze (0,1 M)

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

v...volumen vzorca (25 mL)

n...molsko razmerje kemijske reakcije med NaOH in vinsko kislino (n=2)
TK,...koncentracija (g vinske kisline/L); »titrabilne kisline«
TK,...koncentracija (g vinske kisline/L); »skupne kisline«
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3.2.3.2 Dolocanje zveplovega dioksida v vinu in mostu

Dolocanje prostega in skupnega zveplovega dioksida (SO,) po Ripperjevi metodi temelji
na oksidacijsko-redukcijski reakciji z raztopino joda (I»). Za dolocitev koncentracije
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 standardno raztopino joda. Jod oksidira
zveplovo(IV) kislino v zveplovo(VI) kislino in v koné¢ni tocki titraciji (tj. tik po
ekvivalentni tocCki) prebitna koli¢ina joda obarva raztopino modro. Za dolocitev
koncentracije skupnega SO,, pa vzorcu vina najprej dodamo 1 M raztopino NaOH, da
dosezemo hidrolizo vezanega SO,. Nato sledi dodatek ostalih reagentov in jodometricna
titracija, kot pri dolo¢anju prostega SO, (KoSmerl in Kac, 2007).

Oksidacija zveplove(VI) kisline v zveplovo(IV) kislino potece tako:
SO, + 157+ H,0 —> SO; + 31 +2H"

Za dolocanje prostega SO, smo odpipetirali vzorec vina oz. mosta, kateremu smo dodali
Skrobovico. Nato smo dodali raztopino Zzveplove(VI) kisline in takoj titrirali s
standardizirano raztopino joda do modre barve, ki je morala biti obstojna priblizno 20
sekund. Koncentracijo prostega SO, v mg/L izraCunamo po naslednji formuli:

mg\ _ @ (mLyc;,-M (%)-1000
Cso, (T) - nz-v (m1) l --(3)

csox...koncentracija prostega SO, (mg/L)

a...volumen standardne raztopine joda (mL)

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

M...molska masa SO, (64,06 g/mol)

n...molsko razmerje kemijske reakcije med jodom in Zveplovim dioksidom (n=1)
v...volumen vzorca vina (25 mL)

Za dolocanje skupnega SO, smo odpipetirali vzorec vina oz. mosta, kateremu smo dodali 1
M raztopino NaOH. Erlenmajerico smo pokrili in poc€akali to¢no 10 minut (da potece
reakcija hidrolize vezanega zveplovega dioksida). Potem smo dodali Skrobovico ter
raztopino zveplove(VI) kisline in takoj titrirali s standardizirano raztopino joda do modre
barve, ki mora biti obstojna vsaj 20 sekund. Koncentracijo skupnega SO, izraCunamo po
naslednji formuli (enaka formula kot za izra¢un prostega SO»):

mg\ _ @ (mLyc;,-M (-Z;)-1000
Cs0, (T) - nz-v (ml) l (4
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Koncentracija vezanega SO, je razlika med skupnim in vezanim SO,:

Cso, (Vezani) = cso, (skupni) — cso,(prosti) ...(5)

3.2.3.3 Dolocanje pH vina in mosta

Merimo razliko v potencialu med dvema elektrodama, ki sta potopljeni direktno v vzorec
mosta ali vina. Ena elektroda (referencna) ima stalen (znan) potencial, druga, steklena
elektroda (merilna), pa ima potencial, ki je funkcija aktivnosti H;O" ionov v raztopini
(Kosmerl in Kac, 2007). Navadno sta obe elektrodi v enem kosu.

Najprej smo pH meter umerili pri delovni temperaturi s pufrnima raztopinama s pH 4,00 in
7,02 (dvotockovna kalibracija). Za tem smo preverili pH standardne raztopine. Vzorec smo
segreli na 20 °C. Prefiltriran vzorec vina ali moSta smo nalili v ¢aSo in vanj potopili
elektrodi, vrednost pH smo odcitali z aparata. Uporabili smo pH meter oznake DL50
Graphix s kombinirano stekleno elektrodo oznake DG 114-SC proizvajalca Mettler
Toledo. To¢nost meritve aparata je bila najmanj + 0,02 pH enot. Meritve z istim vzorcem
smo ponovili dva ali trikrat.

3.2.3.4 Dolocanje reducirajocih sladkorjev v vinu

Stevilni reagenti kvantitativno oksidirajo reducirajoe sladkorje v karboksilne kisline.
Oksidacija je odvisna od uporabljenega reagenta in od pogojev (razmer) oksidacije. S
segrevanjem do vrenja sprozimo potek reakcij, kjer poteCe oksidacija reducirajocih
sladkorjev v kisline, dvovalentni bakrovi ioni pa se reducirajo do bakrovega(l) oksida.
Oborina netopnega bakrovega(I) oksida se izlo¢i, preostali Cu”" ioni v raztopini pa se v
raztopini kalijevega jodida v kislem reducirajo in nastali jod titrimetricno dolo¢imo
(Kosmerl in Kac, 2007).

V erlenmajerico odpipetiramo raztopino S1, S2 in vzorec vina. Erlenmajerico postavimo
na grelnik in segrevamo do vrenja raztopine. Erlenmajerico takoj za tem ohladimo pod
teko¢o vodo in k ohlajeni raztopini dodamo raztopine S3, S4 in S5 ter premeSamo.
Erlenmajerico postavimo na osvetljeno magnetno mesalo in titriramo z raztopino S6, do
prehoda iz temno modre barve v slamnato rumeno barvo. Koncentracijo reducirajo¢ih
sladkorjev od¢itamo direktno z birete.
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3.2.3.5 Dolocanje hlapnih kislin v vinu

Za doloc¢anje hlapnih kislin v vinu najprej izvedemo destilacijo vzorca z vodno paro, nato
pa sledi titracija vzorca s standardno vodno raztopino natrijevega hidroksida.

Za destilacijo vina z vodno paro, v destilacijsko bucko odpipetiramo vzorec vina, dodamo
50 % vinsko kislino in nekaj kapljic protipenilca. Z deionizirano vodo speremo stene bucke
ter zacnemo z destilacijo. Tako dobljenemu destilatu dodamo par kapljic raztopine
fenolftaleina in takoj titriramo s standardizirano 0,1 M raztopino natrijevega hidroksida do
spremembe barve. Iz odCitane porabe titranta lahko po naslednji formuli izra¢unamo
koncentracijo hlapnih kislin:

HK; (%) =a,(mL)-¢c-M (L) . (%) ...(6)

mol

HK,...koncentracija hlapnih kislin, izrazenih kot ocetna kislina (g/L)
a;...poraba titranta (mL)

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

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

Zgornja meja vsebnosti hlapnih kislin je zakonsko doloCena, vendar pa lahko v destilat
preide tudi SO, (kar ni upoStevano). V primeru, ko je zakonsko doloc¢ena vrednost
presezena, je tako potrebno obvezno narediti tudi korekcijo rezultata za prispevek SOs.
Korekcijo na prosti SO, naredimo tako, da po koncani prvi titraciji hlapnih kislin dodamo
v erlenmajerico zveplovo(VI) kislino ter Skrobovico in titriramo z raztopino joda do
prehoda barve. Korekcijo izracunamo po naslednji formuli:

HK, (%) = a;-0,06 A7)

HK,.. .korekcija koncentracije hlapnih kislin zaradi prostega SO, v destilatu, izraZzena kot ocetna kislina (g/L)
a,...poraba titranta (mL)

Korekcijo na vezani SO, naredimo tako, da po koncani drugi titraciji dodamo v raztopino
NaOH, segrevamo do vrenja, ohladimo na sobno temperaturo ter dodamo raztopino
zveplove(VI) kisline, raztopino Skrobovice in titriramo z raztopino joda do preskoka barve.
Korekcijo izraCunamo po naslednji formuli:

HK3(3) = as - 0,03 ..(8)

HKj.. korekcija koncentracije hlapnih kislin zaradi preostalega (vezanega) SO, v destilatu, izrazena kot
ocetna kislina (g/L)
a;...poraba titranta (mL)
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Ob upostevanju obeh korekeij, tako na prosti kot na vezani SO,, dejansko koncentracijo
hlapnih kislin dobimo:

HK = HK, — (HK, + HK3) ...(9)

HK...dejanska koncentracija hlapnih kislin (g/L)

3.2.3.6 Dolocanje prostega aminokislinskega dusika v vinu

Razred¢enemu vzorcu vina in mosta dodamo razvijalec barve (ninhidrin, fruktoza in
acetatni pufer), segrevamo, po ohladitvi dodamo raztopino za razred¢evanje, dobro
premesSamo, posnamemo absorpcijski spekter v obmoc¢ju valovne dolzine od 450 nm do
700 nm. Koncentracijo prostega aminokislinskega duSika (oz. FAN) odc¢itamo iz
umeritvene krivulje, ki jo po enakem postopku kot analiziramo vzorec, pripravimo z
raztopinami L(-)-treonina znane koncentracije ali pa koncentracijo izracunamo primerjalno
iz maksimalne absorbance analiziranega vzorca in maksimalne absorbance standardnega
vzorca, ki ju analiziramo na enak nacin (KoSmerl in Kac¢, 2007)..

Umeritveno krivuljo pripravimo tako, da pripravimo standardne raztopine z ustreznim
razredCevanjem osnovne raztopine z deionizirano vodo. PremeSamo in iz vsake bucke
odpipetiramo dolocen volumen standardne raztopine v epruveto. Dodamo razvijalec barve,
epruveto zapremo z zamaskom in segrevamo v vodni kopeli tocno 20 minut. Ohladimo in
dodamo raztopino za razredCevanje. Po 10 minutam vzorec prelijemo v kiveto in na
spektrofotometru izberemo absorpcijski spekter v obmocju valovne dolzine med 450 nm in
700 nm (Kosmerl in Kac¢, 2007). Absorbanco merimo glede na slepi vzorec, ki ga
pripravimo enako kot standardno raztopino, le da namesto treonina uporabimo
deionizirano vodo. Absorbanco izraunamo po naslednji formuli ter nariSemo umeritveno
krivuljo:

A=Z%.g ...(10)

x
y

A...absorbanca

X...delovno obmocje

y...viSina grafa (cm)

z...navpicna razdalja (cm) med absorpcijskim maksimumom in narisano bazno linijo

Dolocitev prostega aminokislinskega dusika v vinu ali mostu glede na umeritveno krivuljo:
Vzorec vina ali mosta ustrezno razred¢imo z deioniziramo vodo ter ga filtriramo. Nato
naredimo enako kot za umeritveno krivuljo, vendar namesto raztopine treonina uporabimo
vzorec vina ali mosta. Ce je vrednost absorbance na absorpcijskem spektru pri valovni
dolzini 700 nm vecja kot 0,03, pomeni, da smo vzorec premalo razredcili. Povecamo
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razredCitev in postopek ponovimo. Absorbanco merimo glede na slepi vzorec. Kon¢no
koncentracijo prostega aminokislinskega dusika v vzorcu izraCunamo iz enacbe umeritveni
krivulje (ob upostevanju razredcitve).

Dolocitev prostega aminokislinskega dusika v vzorcu vina ali mosta glede na standardno
raztopino:

Postopek je enak kot pri doloCanju prostega aminokislinskega duSika v vinu ali mostu
glede na umeritveno krivuljo. Za umeritveno krivuljo smo uporabili tudi standardno
raztopino treonina s koncentracijo 1,0 mg N/L in glede na to koncentracijo izraCunamo
iskano koncentracijo v vzorcih. Ratunamo po naslednji formuli:

AUZOTBC

Cyzorec = " Cstandard " R (1)
Astandard

c...koncentracija vzorca oziroma standarda (mg N/L)
A...absorbanca vzorca oziroma standarda
R...razredcitev vzorca

3.2.3.7 Doloc¢anje motnosti vina in mosta

Motnost vina in mosta smo merili s pomocjo turbidimetra (nefelometra) znamke HACH
2100AN TURBIDIMETER), ki opravlja meritve pri sipanju svetlobe pod kotom 90°, tore;j
motnje potovanja svetlobe skozi tekoc¢ino, ki jih povzrocijo delci v tekocini. V kiveto smo
direktno dali vzorec ter odcitali vrednost NTU (nefelometri¢ne enote, angl. Nephelometric
Turbidity Units).

3.2.3.8 Dolocanje sladkorja v vinu in mostu

Sladkor v mostu in vinu smo izmerili s pomocjo digitalnega refraktometra znamke
REF 520, 4 skale (0-35 % Brix, AP 0-22, *Oe 0-150, * KMW 0-25), proizvajalca Silverado
Trading Company, China. To¢nost meritve aparata je bila najmanj £ 1 °Oe. Na merilni del
refraktometra smo kapnili nekaj kapljic vzorca in od¢itali vsebnost sladkorja °Brix.

3.2.3.9 Dolocanje relativne gostote, ekstrakta in alkohola v vinu

Termostatiranemu vzorcu (20 °C) izmerimo relativno gostoto z denzimetrom. Nato to¢no
dolo¢en vzorec (100 mL) ponovno termostatiranega vzorca predestiliramo z destilacijsko
napravo v 100 mL merilno bucko. Po destilaciji vzorca dobljeni alkoholni destilat
termostatiramo in izmerimo njegovo relativno gostoto z denzimetrom. Poleg relativne
gostote odc¢itamo tudi koncentracijo (volumski delez) alkohola (Ko$merl in Kac, 2007).
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Merjenje relativne gostote vzorca vina:

Pred zacetkom merjenja je najprej potrebno umeriti denzimeter z deionizirano vodo ali s
komercialno dostopnim standardom. Vzorec vina prefiltriramo ter z njim nekajkrat
speremo resonan¢no U-cevko v denzimetru. Cevko nato napolnimo zelo previdno in pocasi
ter brez zraénih mehurékov. S pritiskom na gumb zaéne denzimeter z meritvijo. Cas
merjenja je odvisen od temperature vzorca v celici in od nase nastavljene temperature za
meritev, tako se mora vzorec prvo segreti ali ohladiti na Zeleno temperaturo. Relativna
gostota je podana kot povprecje desetih meritev. Rezultat od¢itamo na zaslonu denzimetra.
Meritve lahko pospesimo tako, da sami po filtraciji segrejemo ali ohladimo vzorec do
zelene temperature za merjenje.

Priprava umeritvene krivulje:

Za umeritveno krivuljo pripravimo standardne raztopine etanola z ustreznim
razredCevanjem absolutnega etanola z deionizirano vodo. Tako pripravimo pet standardnih
raztopin, ter jim izmerimo relativno gostoto, kot je opisano zgoraj. Odc¢itamo tudi
koncentracijo alkohola ter nariSemo umeritveno krivuljo odvisnosti dolo¢ene ali izmerjene
koncentracije alkohola od to¢ne koncentracije alkohola v standardni raztopini in
izracunamo enacbo premice.

Destilacija vina in merjenja relativne gostote alkoholnega destilata:

Dolocen volumen vzorca vina segrejemo na 20 °C v vodni kopeli. Nato to¢no doloc¢en
volumen vzorca vina kvantitativno prenesemo v destilacijsko posodo in bucko speremo z
deionizirano vodo. V destilacijsko posodo dodamo 12 % raztopino kalijevega oksida
(boljsa elektricna prevodnost) in nekaj kapljic protipenilca. Stene destilacijske posode
speremo z deionizirano vodo. Izvedemo destilacijo tako, da dobimo nekje 75-80 mL
destilata. Dodamo nekaj deionizirane vode ter destilat ponovno termostatiramo v vodni
kopeli do 20 °C. Vzorcu dodamo Se toliko deionizirane vode, da dosezemo tocno dolocen
volumen. Z denzimetrom izmerimo relativno gostoto alkoholnega destilata ter
koncentracijo alkohola. Iz izmerjene koncentracije alkohola in enac¢be premice umeritvene
krivulje izracunamo to¢no ali dejansko koncentracijo alkohola v vzorcu vina.

IzraCun relativne gostote in vsebnosti skupnega ekstrakta:

Relativno gostoto skupnega ekstrakta vina izracunamo s pomocjo Tabari¢jevega obrazca:

dsg...relativna gostota skupnega ekstrakta vina
dy...relativna gostota vzorca vina
d,...relativna gostota alkoholnega destilata
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Izvedli smo tri sklope fermentacij z istim moStom v katere smo dodali razlicne seve
kvasovk. Pri prvi in tretji fermentaciji smo imeli 15 vzorcev, pri drugi pa 13, saj je pri dveh
spontanih fermentacijah prislo do zaustavitve fermentacije. V teh dveh paralelkah je bilo
prisotno veliko drugih mikroorganizmov, predvsem plesni, zato ti dve paralelki nismo
analizirali.

Zaradi lazjega razumevanja smo fermentacijam in vzorcem nadeli oznake, katere smo
potem uporabljali pri razpravah in rezultatih.

Preglednica 3: Oznake vzorcev in uporabljene kvasovke pri fermentacijah

Oznaka Zaporedje fermentacij Uporabljena kvasovka Stevilo vzorcev po
fermentacije fermentaciji
A 1. ICV D 47 15
B 2. UVAFERM SLO 13
C 3. QA 23 15

Preglednica 4: Oznake vzorcev in dodatki, ki smo jih dodali dolo¢enemu vzorcu

Oznaka vzorca: Dodatki fermentaciji:
0/1, 0/2, 0/3 spontana fermentacija
1,2,3 fermentacija brez dodatkov (most + kvasovke)
4,5,6 fermentacija z dodatkom hranila (most + kvasovke + hranilo)
7,8,9 fermentacija z dodatkom CuSQO,, koncentracija 1 mg/L (most + kvasovke + CuSOy)
10, 11,12 fermentacija z dodatkom CuSO,, koncentracija 2 mg/L, (most + kvasovke +
CuSO,)

4.1 REZULTATI ANALIZE MOSTA

Preden smo izvedli vsako od treh fermentacij, smo analizirali most. Most smo hranili v
tehnoloSkem hladilniku. Prvo analizo mosta smo izvedli 25.1.2011, druga analiza je bila
izvedena 1.2.2011 in tretja 15.2.2011. Najprej smo izmerili motnost, nato smo most
prefiltrirali skozi filter papir ter nadaljevali z analizami.

4.1.1 Mikroskopiranje mosta

Mikroskopirali smo vse tri vzorce mosta. Vzorce smo odvzeli na $tirih razlicnih mestih.
Dva vzorca smo vzeli na sredini in dnu bistremu mostu po filtriranju. Druga dva smo
odvzeli iz sredine in dna gosce. Vzorci, odvzeti na enakih mestih razlicnih mostov, so pod
mikroskopom bili skoraj enaki, zato so slike zdruzene.

Po filtriranju v mostu ne ostane ravno dosti delcev, vidnih pod mikroskopom. V vzorcih,
odvzetih na sredini, smo tu in tam nasli kakSno kvasno celico. Na dnu mosta je videti vec¢
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celic, kot smo jih opazili v vzorcih odvzetih iz sredine. To nekako dokazuje, da se celice

vecinoma posedajo na dno.

Slika 3: Kristal vinskega kamna vzorca odvzetega iz sredine go$¢e mosta pod mikroskopom pri 100x (a.) in
400x (b.) povecavi.

Na sredini gosce ni bilo dosti delcev, ki bi bili zanimivi za videti. Tu in tam se je pojavil
kak kristal vinskega kamna. Na sliki 3 lahko tako vidimo kristal vinskega kamna pri 100x
(a.) in 400x (b.) povecavi. Pri 400x (b.) povecavi, lahko vidimo tudi nekaj kvasnih celic,
Ceprav je bilo videti ve¢ kristalov.

Slika 4: Kristali vinskega k-amna vzorca odvzetega iz dna gosc¢e mosta pod mikroskopom pri 100x (a.) in
400x (b.) povecavi

S slike 4 lahko Ze takoj vidimo, da je na dnu goSce ogromno kristalov vinskega kamna. Pri
100x (a.) povecavi lahko vidimo njihovo razseznost in pogostost, saj prekrivajo skoraj
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celotno dno. Pri 400x (b.) povecavi pa vidimo enake kristale, kako so pravzaprav videti, saj
jih je pri manjsi povecavi bilo enostavno prevec.

4.1.2 Motnost moSta

S ¢iS€enjem oziroma bistrenjem mosta odstranimo del avtohtone mikroflore in s tem njihov
vpliv in prispevek k alkoholni fermentaciji. Ci¢enje mosta povzroéi nadalje veliko
zmanjSanje (40-100 %) mascobnih kislin (Cj,-C;g) in makromolekul (15-50 %), kar je
pogosto povezano tudi s prekinitvijo fermentacije kristalno bistrega mosta. Pomanjkanje
mascobnih kislin in sterolov se kaze v zmanjSanju sposobnosti sinteze membrane kvasovk.
Znano je, da lahko netopni delci adsorbirajo mascobne kisline in hkrati celo stimulirajo rast
kvasovk preko boljSega odvajanja ogljikovega dioksida. Trajanje alkoholne fermentacije je
v obratnem razmerju s trajanjem jaboléno-mle¢nokislinske fermentacije (Kosmerl, 2007a).
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Slika 5: Vrednost motnosti v NTU v mostu pred zacetkom fermentacije.

Meritve smo izvedli v treh paralelkah ter izracunali povprecno vrednost pri vseh treh
vzorcih mosta. S slike 5 lahko vidimo, da je motnost mosta najnizja pri drugem vzorcu
(1,92 NTU) ter najvi§ja pri tretjem (2,16 NTU). Razlogi za to razliko so lahko v slabo
premeSanem vzorcu mosta ali slabo ocisceni kiveti. Morda se motnost spreminja tudi s
casom, saj so bile meritve izvedene v nekaj tedenskem razmiku, vendar je bil most hranjen
pri nizki temperaturi, tako da je to malo verjetno. Sicer so razlike zelo majhne. Pravilniki
drugace ne navajajo, kolikSna je minimalna oz. maksimalna vrednost motnosti mosta,
vendar pa so priporocila, da naj bi bila motnost belega mosta manj kot 50 NTU, definitivno
pa manj kot 200 NTU, preden zacnemo z alkoholno fermentacijo.
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4.1.3 pH mosSta

V bioloskih sistemih je pH pogosto pomembnejsi kot vrednost skupnih kislin. Zelo je
pomemben vpliv pH na mikroorganizme, barvo, okus, oksidacijsko-redukcijskem potencial
in na razmerje med prostim in vezanim zveplovim dioksidom (Ough in Amerine, 1988).
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Slika 6: Vrednost pH mosta pred zac¢etkom fermentacije

Meritve vrednosti pH smo izvedli v treh ponovitvah za vsak vzorec mosta. Izracunali smo
povprecno vrednost ter jo vnesli v graf. S slike 6 je vidno, da se vrednost pH mosta zelo
malo razlikuje med razlicnimi vzorci. Najvecja razlika je 0,04 pH enot, to¢nost naprave pa
je najmanj + 0,05 pH enot.

pH vrednost mosta za namizna vina se giba med 3,1 in 3,6, za desertna vina pa se lahko
razteza med 3,4 in 3,8 pH enot (Ough in Amerine, 1988).

Kot je videti s slike 6 imajo vsi trije vzorci mosta pH vrednost pod 3,1. Vzorec Stevilka 2
(3,07) se najbolj pribliza tej vrednosti, medtem ko je vzorec Stevilka 1 (3,03) najbolj
oddaljen od tega.

4.1.4 Skupne (titrabilne) kisline

Grozdni sok in vino sta razred¢eni kislinski raztopini. Brez kislin bi imeli sokovi pust okus
in bi se z lahkoto pokvarili, fermentacija bi proizvedla nezadovoljiv pridelek, posledi¢no bi
se vino hitro pokvarilo, imelo bi bledo barvo in pust neprijeten okus. Pridelovalec vina
mora poznati vrednost titrabilnih kislin mosta, da lahko dolo¢i ustrezno vrednost
zveplovega dioksida, ki ga mora dodati, ter da se odloci, ¢e je potrebna kaksna korekcija
kislosti (Ough in Amerine, 1988).
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Slika 7: Skupne (titrabilne) kisline v mostu pred zacetkom fermentacije

Skupna vsebnost karboksilnih kislin v grozdnem soku, moStu in vinu, ¢e jo izrazimo kot g
vinske kisline/L vzorca, je med 6 in 9 g/L, pri sladkih in desertnih vinih med 4 in 6,5 g/L,
za botriticidna vina (vina, pridelana iz grozdja, okuzena s plesnijo vrste Botrytis cinerea)
pa okrog 10 g/L (KoSmerl in Kag¢, 2007).

Na sliki 7 vidimo, da imata vzorca Stevilka 1 in 3 vrednost titrabilnih kislin v predvideni
vrednosti (6-9g/L), vzorec stevilka 2 (10,62 in 10,75 g/L) pa od tega odstopa. Vsi vzorci
pa zados¢ajo pogoju, da razlika med titrabilnimi in skupnimi kislinami znasa med 0,3-1,0
g/L. Zakaj vzorec Stevilka 2 tako izstopa, ni mogoce pojasniti, saj izstopa tudi pri vecini
drugih meritev. Na podlagi tega, lahko torej re¢emo, da je moznost napake ¢loveka ali
naprave pri meritvah zelo majhna.

4.1.5 Zveplov dioksid

Zveplo kot 5-6 % vodna raztopina SO, ali kot kalijev metabisulfit uporabljamo v vinarstvu
zaradi antioksidativnega (preprec¢evanje oksidacije) in protimikrobnega delovanja (prepre-
¢evanje rasti in nezelenih kvasovk in bakterij) (Kosmerl in Kac, 2007).
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Slika 8: Vsebnost zveplovega dioksida v mostu pred zacetkom fermentacije

Na podlagi grafov na sliki 8 lahko recemo, da sta si vzorca 1 in 3 relativno blizu glede na
prosti in vezani SO,, vzorec 2 pa od te vrednosti o¢itno odstopa. Sicer noben od vzorcev ne
presega meje 40 mg SO,/L vzorca, kar je zgornja vrednost prostega SO, v vinu (Pravilnik
0 pogojih,.. 2004). Ponovno ne moremo razloziti zakaj je vzorec 2 tako drugacen, saj
vendarle gre za isti most.

4.1.6 Prosti aminokislinski dusik (FAN)

V mostu in vinu se najde veliko Stevilo spojin, ki vsebujejo dusik, kot so amonijak,
aminokisline, proteini, vitamini, amini in nitrati. DuSikove spojine so zelo pomembne pri
rasti kvasovk in v nekaterih primerih lahko predstavljajo omejitveni faktor (Ough in
Amerine, 1988). Vsebnost FAN-a v grozdju in groznem soku je odvisna od Stevilnih
naravnih dejavnikov, pa tudi od sorte in tehnologije pridelave, njegovo vsebnost pa je
tezko izmeriti. Potrebna koli¢ina duSika za vrenje je odvisna od seva kvasovk, temperature
vrenja, vsebnosti sladkorja — minimalno 150 mg N/L, zazeleno 200-250 mg N/L, ob vecji
vsebnosti sladkorja in tezjih razmerah vrenja pa Se veC. Premalo dusika lahko vodi do
prekinitve vrenja in nastanka H,S preve¢ dusSika povzro€i vec¢jo tvorbo hlapnih kislin, etil
karbamata, biogenih aminov in mikrobiolosko nestabilnost (Jug in sod., 2014).
Fermentacija je najintenzivnejSa pri skupni koncentraciji FAN 800-900 mg N/L, delez
metabolnega dusika v tej vrednosti je 400-500 mg N/L (Kosmerl in Kac, 2007).
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Slika 9: Vsebnost prostega aminokislinskega dusika v mostu pred zacetkom fermentacije

Na sliki 9 vidimo, da sta si vzorca 1 in 3 zelo blizu glede na vsebnost prostega
aminokislinskega dusika. Tudi tukaj vzorec Stevilka 2 odstopa od njiju in to za skoraj
dvakrat. Zakaj je temu tako, ni jasno. Sicer pa so vrednosti pri posameznem vzorcu, glede
na razli¢en datum analize, ne razlikujejo prevec.

4.2 REZULTATI ANALIZE VINA

Izvedli smo tri fermentacije s tremi razli¢nimi sevi kvasovk. Fermentacijo A smo zaceli
24.1.2011 in jo zakljucili 9.2.2011. B smo zaceli 31.1.2011, koncala pa se je 15.2.2011.
Zadnjo fermentacijo, C, smo zaceli 14.2.2011 ter jo zakljucili 28.2.2011. Vse meritve smo
opravili v dveh ali ve¢ ponovitvah.

4.2.1 Fermentacijska Kinetika

V zaprtem bioprocesu se mikroorganizmi razmnozujejo do trenutka, ko se pogoji za rast
omejijo in pri¢ne koncentracija hranil padati. Spremljanje koncentracije oz. Stevila celic ali
biomase v gojis¢u daje znacilno krivuljo, ki jo imenujemo rastna krivulja. Sestavljena je iz
ve¢ zaporednih faz. Prva je lag faza ali faza prilagajanja, sledi faza pospeSene rasti, ki se
zvezno prevesi v logaritemsko ali eksponentno, ta se nadaljuje v fazo pojemajoce rasti, ki
pri maksimalni koncentraciji biomase preide v stacionarno in se po dolo¢enem ¢asu obrne
v fazo odmiranja kulture (Raspor in Smole-Mozina, 1993). Mi smo v naSem poskusu
merili maso oddanega ogljikovega dioksida, saj kvasovke s fermentacijo izlocajo ogljikov
dioksid.
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Slika 10: Kinetika fermentacije pri fermentaciji A.

Kvasovke pri fermentaciji proizvajajo CO,, vec¢ja kot je vrednost CO,, bolj so kvasovke
metabolno aktivne. Na podlagi metabolne aktivnosti kvasovk pa lahko sklepamo tudi na
kinetiko fermentacije. Krivulja je podobna tudi rastni krivulji mikroorganizmov v zaprtem
bioprocesu, kot je bil nas.

Na sliki 10 lahko vidimo nekoliko daljSo lag fazo, oziroma fazo prilagajanja. Kvasovke so
se postale bolj metabolno aktivne komaj po kakSnem dnevu in pol. Sledi faza eksponentne
rasti, ki je precej linearna in zelo podobna rastni krivulji. Krivulje pa so se malo pred
zaustavitvijo fermentacije zacele obracati v stacionarno fazo.

Paralelke 1, 2 in 3 se skoraj prekrivajo 60 ur, potem pa paralelka 1 proizvaja manj CO,.
Tem paralelkam smo dodali kvasovke. Glede na metabolno aktivnost kvasovk zasedajo
drugo mesto in so tako za paralelkami 4, 5 in 6.

Opazimo lahko, da se je v paralelkah 4, 5 in 6 proizvedlo najve¢ CO,, kar torej pomeni. da
je so bile v teh paralelkah kvasovke najbolj metabolno aktivne. V te tri paralelke smo
dodali kvasovke in hranilo za kvasovke.
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Paralelke 7, 8 in 9 so skozi celotno fermentacijo precej enaki, glede na maso oddanega
CO;. Pri teh paralelkah so bile kvasovke najmanj metabolno aktivne, saj so proizvedle
najmanj CO,. Tem paralelkam smo dodali kvasovke in 1 mg/L Cu*".

Vrednosti proizvedenega CO, pri paralelke 10, 11 in 12 so malenkost manjSe kot
vrednostim pri paralelkah 1, 2 in 3, vendar so si med seboj vseeno zelo podobne. Tem
paralelkam smo dodali kvasovke in 2 mg/L Cu*".

——1-3: kvasovke ——4-6: kvasovke+ hranilo

7-9: kvasovke+ 1 mg/L Cu2+ —%—10-12: kvasovke+ 2 mg/L Cu2+
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Slika 11: Kinetika fermentacije pri fermentaciji B.

S slike 11 lahko posredno sklepamo, da je tukaj lag faza trajala priblizno en dan in je
nekoliko krajsa kot v prvem poizkusu (slika 10). Faza eksponentne rasti ni tako linearna
kot na prvem grafu. Tudi prehodi med fazami so tukaj manj jasni in pravzaprav pri
nekaterih Se raste masa oddanega CO, po tem ko smo prekinili fermentacijo. Pri tem
drugem poizkusu so si vzorci med seboj na koncu blizje, glede na oddan CO,. Celoten graf
je sicer nekoliko manj poloZen kot prvi.
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Pri paralelke 1, 2 in 3 je standardni odklon nekoliko vecji, saj je paralelka 3 precej
odstopala. Imela je veC proizvedenega CO, kot paralelki 1 in 2. Tem paralelkam smo
dodali samo kvasovke.

Vedji del fermentacije proizvajajo najve¢ CO, paralelke 4, 5 in 6. Tukaj je bila metabolna
aktivnost vecji del najbolj intenzivna. Tem paralelkam smo dodali kvasovke in hranilo.

Od zakljucku fermentacije so bile najbolj metabolno aktivne paralelke 7, 8 in 9. Tem
paralelkam smo dodali kvasovke in 1 mg/L Cu®’, zato takSen rezultat kar nekoliko
preseneca in je nepricakovan. Predvidevali smo namre¢, da bakrovi ioni negativno vplivajo
na metabolno aktivnost in rast kvasovk.

Parelelke 10, 11 in 12 skozi celotno fermentacijo oddal najmanj CO,, tukaj so kvasovke
torej najmanj metabolno aktivne. Tem paralelkam smo dodali kvasovke in 2 mg/L Cu*".

—o—1-3: kvasovke —m—4-6: kvasovk e+ hranilo
7-9: kvasovke + 1 mg/L Cu2+ —<—10-12: kvasovke + 2 mg/L Cu2+
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Slika 12: Kinetika fermentacije pri fermentaciji C.

S slike 12 lahko posredno sklepamo, da je faza prilagajanja dolga priblizno en dan,
priblizno tako kot pri drugem preizkusu in krajse kot pri prvem. Graf ni tako polozen kot
prva dva (sliki 10 in 11), kar pomeni, da so se bile kvasovke bolj metabolno aktivne in
hitreje dosegle vrednost oddanega CO, kot pri prvih dveh poizkusih. Cisto vsi vzorci na



50
Car P. Vpliv bakrovih ionov na fermentacijsko kinetiko razli¢nih sevov kvasovk in kakovost pridelanih mladih vin sorte laski rizling.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2015

koncu dosezejo skoraj enako vrednost mase oddanega CO,, vendar njihova kinetika skozi
fermentacijo ni enaka.

Pri paralelkah 1, 2 in 3 so kvasovke skozi celotno fermentacije nekako najmanj metabolno
aktivne. Tem paralelkam smo dodali kvasovke.

Metabolne aktivnost kvasovk je bila najvedja pri paralelkah 4, 5 in 6. Ze po kaksnih dveh
dneh se vidi odstopanje od ostalih paralelk glede koli¢ine oddanega CO,. Po kakSnem
tednu in pol, pa jih druge paralelke dohitijo.

Paralelke 7, 8 in 9 zasedajo drugo mesto glede na maso oddanega CO,. Tem paralelkam
smo dodali kvasovke in 1 mg/L Cu®". Sicer so si glede vrednosti proizvedenega CO, zelo
blizu s paralelkami 10, 11 in 12.

Pri sklopu paralelk 10, 11 in 12 so vrednosti proizvedenega CO, zelo podobne tako
vrednosti paralelkam 1, 2 in 3, kot tudi vrednostni paralelkam 7, 8 in 9. Temu sklopu smo
dodali kvasovke in 2 mg/L Cu”".

Glede na podlagi slik 10, 11 in 12 lahko re¢emo, da na metabolno aktivnost kvasovk
najbolj ugodno vpliva dodatek hranila za kvasovke. Krivulje paralelk, katerim smo dodali
hranilo, so skoraj vedno dosegale najviSje vrednosti. Najmanj ugodno na metabolno
aktivnost kvasovk vpliva dodatek 2 mg/L Cu®". Tako kot smo predvideli, lahko sedaj tudi
potrdimo, da vecje koncentracije bakrovih ionov neugodno vplivajo na kvasovke.

Dodane kvasovke pri fermentaciji A so bile najmanj metabolno aktivne, sklopi paralelk
med sabo se zelo razlikujejo glede na maso oddanega CO,. Pri fermentaciji C so bile
kvasovke najbolj metabolno aktivne, masa kon¢nega oddanega CO, je tukaj najvisja.
Vzorci na koncu fermentacije dosezejo skoraj enake vrednosti. Fermentacija B je glede na
metabolno aktivnost kvasovk in kon¢ni oddan CO, med fermentacijama A in C.

4.2.2 Kvasna biomasa

Alkoholna fermentacija je pretvorba mosta v vino oziroma pretvorba grozdnega sladkorja
v alkohol z delovanjem kvasovk. V okviru ciljev alkoholne fermentacije je pomembno, da
je pretvorba sladkorjev celotna, fermentacija enakomerna in relativno hitra (ne preburna).
IstoCasno pa mora prepreciti nastanek vecjih koli¢in vzporedno nastalih produktov, t.j.
hlapnih kislin v prvi tretjini fermentacije, nadalje neprijetno disecih zveplovih spojin med
celotno fermentacijo in optimizirano tvorbo visjih alkoholov, s kon¢no Zeljo doseci in
ohraniti zelene vonje in okuse z izbiro selekcioniranih kvasovk (Kosmerl, 2007).
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Za normalno rast potrebujejo vinske kvasovke ogljikove hidrate (to so sladkorji mosta),
molekularni kisik, ki je potreben za sintezo prezivelostnih faktorjev (nenasi¢enih
mascobnih kislin in sterolov) ter duSikove spojine. V primeru pomanjkanja hranilnih snovi,
ki sluzijo za optimalno rast in razmnozevanje kvasovk, govorimo o stresnih razmerah za
kvasovke, ki se odrazajo v njihovi zmanjSani metabolni aktivnosti in poskodbah celi¢ne
membrane, kar vodi v upocasnjen in nazadnje prekinjen aktivni transport sladkorjev, ki ga
prepoznamo po upocasnjeni ali prekinjeni alkoholni fermentaciji. Ce je dusikovih spojin v
mostu dovolj, potem lahko pri¢akujemo zadostno koli¢ino kvasne biomase, ki nemoteno
med tem procesom tvori tudi pozitivne aromati¢ne spojine (visji alkoholi, vi§je mascobne
kisline in njihovi estri), v primeru njihovega pomanjkanja pa se sreCamo s tvorbo
negativnih aromati¢nih snovi, od katerih je najbolj poznan bekser ali H,S (Kosmerl, 2007).

Na koncu fermentacije smo merili oziroma tehtali smo tako mokro kot suho kvasno
biomaso. Suho smo dobili s susenjem v suSilniku, kamor smo poloZili petrijevke z mokro
kvasno biomaso. Najprej smo tehtali prazne petrijevke, v katere smo nato dali mokro
biomaso, ponovno tehtali, dali susiti in nato Se enkrat tehtali.
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Slika 13: Masa proizvedene mokre kvasne biomase pri fermentacijah z razlicnimi sevi kvasovk (A, B, C).

Iz slike 13 lahko vidimo odstopanja med maso mokre kvasne biomase pri razlicnih
fermentacijah, vendar enakih vzorcih.

Pri paralelkah 0, je v vseh treh poskusih nastala priblizno enaka koli¢ina mokre kvasne
biomase, najveCja razlika znasa manj kot 5 g. Kakorkoli, najve¢ jo je nastalo pri
fermentaciji A, najmanj pa pri C. V primerjavi z drugimi sklopi paralelk lahko opazimo, da
je nastalo precej ve¢ biomase, ¢e bi gledali povprecje, celo najve¢. Ti grafi oziroma masa
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kvasne biomase predstavlja vso mikrobioto vina in ne samo »dobrih« mikroorganizmov za
fermentacijo vina.

Naslednji so bile paralelke 1-3. Na sliki 14 vidimo, da je vrednost stolpa A precej vi§ji.
Razlika znasa nekaj ve¢ kot 10 g v primerjavi z nastalo maso pri C in okoli 15 g v
primerjavi s B. Opazimo lahko, da je tukaj, na splosno, nastalo manj biomase v primerjavi
tako s spontano fermentacijo, kot tudi z drugimi sklopi paralelk. Izstopa torej edino
fermentacija A.

eyee

celotnem grafu. Razlika s stolpom fermentacije B je nekaj manj kot 20 g in s C nekaj manj
kot 15 g. Razen pri sklopu paralelk 0, ima v tem sklopu paralelk fermentacija C najvi§jo
vrednost v primerjavi z drugimi sklopi paralelk iste fermentacije.

Pri naslednjih paralelkah, 7-9, je najvi§ja vrednost pri fermentacije C, vendar ni tako
velikih razlik kot pri prejsnjima dvema sklopoma paralelk. Razlika med fermentacijami C
in A znaSa okoli 3 g, v primerjavi z B pa okoli 11 g. Omenimo lahko tudi padec v masi
kvasne biomase pri fermentaciji A, saj je v primerjavi s paralelkami 4-6, le-te manj za
okoli 11g.

Zadnje paralelke so paralelke 10-12. Se vedno ima tukaj najvigjo vrednost fermentacija C,
vendar je nekoliko nizji kot pri paralelkah 7-9. Ponovno lahko vidimo padec v masi pri
obeh drugih fermentacijah, kjer je ponovno najbolj drasti¢en padec pri fermentaciji A. Ce
primerjamo vrednost pri paralelkah 4-6 in tole pri 10-12, je razlika kar dobrih 20 g.
Fermentaciji B in C imata pri tem sklopu skoraj enako vrednost.

Kvasovke vsebujejo od 68 do 83 % vode. Preostalih 17 do 32 % suSine sestavljajo
dusikove organske snovi, ogljikovi hidrati, lipidi, vitamini in nekatere druge snovi. Dusika
je v suhi snovi kvasovk najpogosteje 7-9 %, variira pa med 2,5-14 %. Vecji del skupnega
dusika (64 do 76 %) je v beljakovinah, le teh je torej povpre¢no 30 do 40 % v suhi snovi
(Konjajev, 1974).
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Slika 14: Masa proizvedene suhe kvasne biomase pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

Iz slike 14 lahko opazimo, da so si vrednosti precej podobne, kar je nekako tudi
pri¢akovano. Moc¢no pa izstopa vrednost fermentacije B pri paralelkah 0, kjer je potekla
spontana fermentacija. Zakaj je takSna razlika, ne moremo pojasniti. Ne gre za neko
napako v merjenju ali sami izvedbi, saj se je vse delalo v ve¢ ponovitvah. Morda so tukaj
prisotni kak$ni mikroorganizmi, ki vsebujejo ve¢ beljakovin in se to pozna na sami masi
suhe snovi. Najmanj suhe snovi je pri paralelkah 7-9, pri vseh treh fermentacijah.

4.2.3 Mikroskopiranje

Mikroskopirali smo vsa tri mlada vina. Vzorce za mikroskopiranje smo vzeli na S$tirih
razliénih mestih, in sicer bistro vino na sredini in proti dnu ter gos¢o na sredini in na dnu.
Vzorci odvzeti na enakih mestih razli¢nih vin so pod mikroskopom bili skoraj enaki, zato
so slike zdruzene.

Pri vzorcih odvzetih iz bistrega vina, ni videti posebnega dogajanja, samo tu in tam kakSen
skupek celic. Pri vseh vzorcih je skoraj enako, zato so slike samo pri enem vzorcu.
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Slika 15: Kvasne celice z dna fermentacijske posode, pri spontani fermentaciji pod mikroskopom pri 400x
povecavi

Na dnu posode je bila kvasna biomasa. Na sliki 15 vidimo ogromno $tevilo kvasnih celic,
ki so se namnozile med fermentacijo. Celic je toliko, da skoraj ni praznega prostora.
Taksno sliko smo tudi pri¢akovali.

Slika 16: Skupki celic v bistrem mladem vinu iz fermentacijskih posod, kjer smo mostu dodali kvasovke, pod
mikroskopom pri 100x (a.) in 400x (b.) povecavi

Kot vidimo na sliki 16, v bistrem mladem vinu ni kaj dosti delcev. Tu in tam lahko vidimo
kaksne skupke celic (a.), ampak Sele pri vecji povecavi vidimo, da gre za kvasne celice

(®.).
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a.)

Slika 17: Kvasne celice v mlade vinu z dna fermentacijske posode kjer smo mostu dodali kvasovke, pod
mikroskopom pri 100x (a.) in 400x (b.) povecavi

Na dnu posode, kjer se je kopicila kvasna biomasa, je seveda tudi ogromno kvasnih celic,
kar lahko vidimo s slike 17. Ze na majhni povedavi (a.) lahko opazimo »zrnato« podobo.
Seveda Se ne moremo videti samih celic, vendar jih zato vidimo pri vec¢ji povecavi (b.).
Spet lahko opazimo veliko Stevilo kvasnih celic, ki so nastale rastjo med fermentacijo.

a) b)

Slika 18: Kvasne celice v mladem vinu z dna fermentacijske posode, kjer smo mostu dodali kvasovke in
hrano, pod mikroskopom pri 100x (a.) in 400x (b.) povecavi

Zrnasta slika 18 ponovno kaze na mnozi¢no prisotnost kvasnih celic (a.), kar lahko z
gotovostjo potrdimo pri vecji povecavi (b.). Vidno polje je popolnoma prekrito s celicami,
ki so tudi v vec slojih.
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a.)

el ShL ey o Sl
Slika 19: Kvasne celice v mladem vinu z dna fermentacijske posode, kjer smo mostu dodali kvasovke in 1
mg/L bakrovih ionov, pod mikroskopom pri 100x (a.) in 400x (b.) povecavi

Kot lahko vidimo na sliki 19, na dnu ponovno najdemo veliko Stevilo kvasnih celic. Vse
oziroma velika vecina celic se namre¢ poseda na dno, zato jih je tam ogromno, v samem
bistrem vinu pa jih ni skoraj nic.

a.) b.)

Slika 20: Kvasne cehc v mlad vinu z dna fermentacijske posode, kjer smo mostu dodali kvasovke in 2
mg/L bakrovih ionov, pod mikroskopom pri 100x (a.) in 400x (b.) povecavi

Pri vseh vzorcih kvasne biomase smo dobili zelo podobne slike, tudi tukaj pri zadnji. Na
sliki 19 tako vidimo veliko kvasnih celic pri manjsi (a.) in vecji (b.) povecavi.

4.2.4 Motnost vina

Poznamo vec stopenj bistrosti vina, ki v osnovi pri danasnji tehnologiji vina ne
predstavljajo vecje tezave, vsekakor pa Ze manjSa motnost prispeva k neobjektivni
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senzori¢ni oceni barve vina. Tako sta npr. bistrenje in ¢iS€enje tehnoloska postopka,
namenjena preprecevanju in/ali odpravi motnosti ter usedanju motnih delcev, medtem ko je
stabilizacija vina namenjena steklenic¢enju vina. DanaSnja tehnologija pridelave belih vin
omogoca ustrezno bistrost, ki pa ni vedno in samo v povezavi z njihovo kakovostjo.
Motnost vina povzroca vec dejavnikov, ki jih uvrs¢amo med kemijske pomanjkljivosti ali
napake vina. Najpogosteje so vzroki termolabilne beljakovine v belih vinih. Po pogostosti
sledijo koloidi, kovinski ioni in kristali vinskega kamna, ne glede na barvo vina (Kosmerl
in Wondra, 2007).
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Slika 21: Motnost mladega vina (NTU) v vzorcih pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

Nobene paralelke nismo prefiltrirali, zato so bili precej motni, saj so vsebovali §e veliko
mikroorganizmov, ki precej vplivajo na motnost. S slike 21 lahko razberemo, da so
najmanj motne bile paralelke pri fermentaciji B. Najbolj motne pa so bile paralelke pri C.
Na splosno bi lahko rekli, da so bili nekoliko manj motne paralelke, kjer smo pred
fermentacijo dodali bakrove ione (paralelke 7-12).

Z naSim najnovejSim veljavnim pravilnikom imamo predpisano kar nekaj dodatnih
obveznih testov, katerim mora vino v prometu ustrezati oziroma zadostiti. Nimamo pa zal
predpisanih metod, metodologije oziroma pogojev za izvajanje teh testov, ki nam lahko
dajo razlicne rezultate o ustrezni stabilnosti vina. Na primer, v Kanadi imajo predpisano
najvecjo dovoljeno motnost belih in rde¢ih vin do 5 oziroma 10 NTU (KoSmerl in Wondra,
2007).

4.2.5 pH vina

Dolocit pH vina je za vinarje veliko bolj pomembno, kot je splo§no znano. pH je povezan z
odpornostjo proti boleznim, barvnim odtenkom, okusom, odstotkom skupnega zveplovega
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dioksida, predstavljenega kot prosti Zveplov dioksid, obcutljivostjo na Zelezov fosfat,
motnostjo itd. Od tega je najbolj pomembna prav dovzetnost za bolezni. Namizna vina ne
smejo imeti pH vedji kot 3,6, desertna vina pa ne vec kot 3,8 (Ough in Amerine, 1988).
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Slika 22: Vrednost pH v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

Na sliki 22 vidimo, da imajo Stiri sklopi paralelk najvecjo vrednost pH pri fermentaciji C.
Razlike v pH sicer niso zelo velike, saj se naceloma spreminja druga decimalka. V Stirih
sklopih ima najmanjsi pH vino pri fermentaciji A. Nobena vrednost pa ne presega pH 3,6.

Pri paralelkah 0, ima najvi§jo vrednost pH tretja fermentacija. NajmanjSo vrednost pH ima
fermentacija B, vendar ima le malo vecjo vrednost pH fermentacija A. Vse tri vrednosti pH
so pod 2,98 in visji od 2,95.

Med paralelkami 1-3 je najvi§ja vrednost pri fermentaciji C, ki je tudi najvec¢ja vrednost
drugem mestu, je tukaj najvecja. Vse vrednosti so vecje kot pri paralelkah 0. Najmanjsa
vrednost pH ima fermentacija A.

Vrednosti pri paralelkah 4-6, ¢e seveda ne upostevamo vrednosti pri paralelkah 0, imajo
Pri paralelkah 7-9 je pH na splosno nekoliko vi§ji kot pri paralelkah 4-6, vendar nizji kot
pri paralelkah 1-3. Vrednosti so sicer precej podobne vrednostim pri paralelkah 1-3.

Zadnji sklop paralelk, 10-12, je skoraj enak kot pri paralelkah 7-9, razlika je res minimalna
pri fermentaciji C.

4.2.6 Skupne (titrabilne) kisline vina

Titrabilna kislost se uporablja med procesom in zaklju¢nimi operacijami za standardizacijo
vina ter sledenje nezelenih sprememb zaradi bakterij, plesni itd. Kisline v vinu in mostu,
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kot so vinska, jabol¢na, mleCna in ocetna,... kislina, so relativno Sibke organske kisline.
Zaradi tega je pri titriranju vina ali mosta z mocno bazo, dejanska koncna tocka vecja kot
pH 7,0, (po navadi med 7,8 in 8,3 pH vrednosti) (Ough in Amerine, 1988). Skupna
vsebnost karboksilnih kislin je v grozdnem soku, mostu in vinu, ¢e jo izrazimo kot g
vinske kisline/L vzorca, med 6 in 9 g/L, pri sladkih in desertnih vinih med 4 in 6,5 g/L, za
botriticidna vina pa okrog 10 g/L (Kos$merl in Kac, 2007).
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Slika 23: Skupne (titrabilne) kisline (g/L) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk
(A, B, C).

Kot vidimo s slike 23, so imele vse paralelke vrednost vinske kisline na liter mladega vina
v predpisanih vrednostih, torej med 6 in 9 g/L. Pri nekaterih paralelkah je vrednost vi§ja in
pri drugih spet nizja. Nekako splo$no imajo najvisjo vrednost skupne kisline paralelke 4-6.
Najnizjo vrednost imajo paralelke 0. Najvisja vrednost skupnih kislin je bila pri
fermentaciji B. Sledi ji fermentacija C in najmanjSe vrednosti ima A fermentacija. Razlike
med skupnimi in titrabilnimi kislinami so najmanjse pri paralelkah fermentacije A, sledi C,
najvecje razlike pa so pri B.

Po pricakovanjih, imajo paralelke O pri vseh treh fermentacijah, najnizjo vrednost tako
skupnih kot titrabilnih kislin. Sicer vsi dosezejo vrednost med 6 in 9 g/L. Najnizjo vrednost
skupnih kislin ima paralelka 0 pri A, najvisjo vrednost pa ima pri B fermentaciji.

Paralelke 1-3 dosezejo najvi§jo vrednost skupne kisline pri fermentaciji B, malo pod to
vrednostjo je C in najnizjo vrednost ima pri A. Medtem, ko je med prvima dvema zelo
majhna razlika (0,2 g/L), pa je razlika med najvi§jo in najnizjo vrednosti skoraj 1 g/L. Pri
fermentaciji B je za te paralelke to tudi najvi§ja vrednost v primerjavi z vsemi ostalimi
paralelkami.
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Paralelke 4-6 imajo pri vseh, razen pri fermentaciji B, najvisjo vrednost. Najvisjo vrednost
dosezejo vzorci stolpa C, takoj za njo (0,01 g/L) je vrednost pri B in ponovno je malo vecja
razlika (0,8 g/L) s paralelko pri A.

Pri paralelkah 7-9 ponovno dosezZe najvisjo vrednost pri fermentaciji C, vendar je takoj za
njo (0,2 g/L) B. Vrednost pri fermentaciji A je ponovno najnizja, vendar razlika vec ni tako
velika (0,7 g/L) kot je bila pri prejsnjih paralelkah.

Paralelke 10-12 ima na splo$no najnizje vrednosti skupne kisline na liter mladega vina.
Paralelki pri B in C imata skoraj isto vrednost, ki se razlikuje komaj na tretji decimalki.
Prav tako je razlika s paralelko pri A najmanj$a in znasa 0,5 g/L.

4.2.7 Zveplov dioksid v vinu

Zveplov dioksid se v vinu pojavlja v dveh oblikah, kot vezani in kot prosti SO, Sestevek
vrednosti obeh nam daje skupni SO,. Izraz »vezani SO,« se nanaSa na oblike, kjer se med
seboj veze bisulfitni ion z drugimi spojinami kot so aldehidi, antocianini, proteini in aldo-
sladkorji. Koli¢ina in hitrost vezanja SO, je odvisna od vrednosti pH. Nizji kot je pH,
pocasneje se bo vezal SO, Najbolj pomembno protimikrobno sredstvo je ne-disociiarana
molekulska oblika prostega SO,. Vrednost prostega SO, v molekularni obliki znatno
variira, glede na vrednost pH mosta ali vina (Zoecklein in sod., 1995).
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Slika 24: Prosti, vezani in skupni zveplov dioksid (mg/L) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z
razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

Koncentracija prostega zveplovega dioksida med 20-30 mg/L za stekleniCena vina po
navadi zadostuje in ¢e je mogoce, je lahko tudi niZzja (Ough in Amerine, 1988).
Koncentracija 35 mg prostega SO,/ vina popolnoma onemogoci delovanje
polifenoloksidaz. Vina obicajno vsebujejo 5-40 mg prostega SO,/L vina (KoSmerl in Kac,
2007).
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Glede na Pravilnik o pogojih..., 2004 imajo bela vina, ki imajo reducirajoce sladkorje do 5
g/L, najvecjo dovoljeno koncentracijo skupnega SO, 210 mg/L in bela vina, ki imajo
reducirajoce sladkorje nad 5 g/L, 260 mg/L.

S slike 24 vidimo, da je najve¢ vezanega (in tudi skupnega) SO, se pojavlja pri
fermentaciji A, na drugem mestu je fermentacija C in najmanj vezanega (ter skupnega)
SO, je pri fermentaciji B. Najve¢ prostega SO, je nastalo pri fermentaciji C, na drugem
mestu je fermentacija B, najmanj prostega SO, pa je nastalo pri fermentaciji A. Vrednosti
prostega SO, se gibljejo med 3 in 4 mg/L. Vrednosti skupnega SO, pa ne presegajo
dovoljene vrednosti, saj ne presegajo niti vrednosti 35 mg/L.

Paralelke 0 imajo pri vseh treh fermentacijah najnizjo vrednost prostega SO, (2,90 mg/L).
Najnizja je sicer pri B, vendar so si vrednosti res tesno skupaj. Pri A je vrednost skupnega
SO,, pri paralelka 0, najvi§ja. Zanimivo je, da je sicer pri A med vsemi drugimi
paralelkami, paralelka 0 najnizja, pri drugih fermentacijah pa ni tako, vsaj ena od drugih
paralelk ima niZjo vrednost.

Paralelke 1-3 imajo precej visoke vrednosti skupnega SO, v primerjavi z drugimi
paralelkami. Pri prostem SO,, so si vrednosti precej blizu, nekoliko vi§ja je pri C.

Pri paralelkah 4-6 je zanimivo to, da imajo tukaj vse fermentacije najvisjo vrednost
prostega SO, (A: 4,44 mg/L, B: 4,40 mg/L in C: 4,66 mg/L). Prav tako pa imajo vse
fermentacije pri tej paralelki najnizjo vrednost skupnega SO,. To torej pomeni, da je v teh
vzorcih tudi najmanj vezanega SO,. Skupni SO, je pri B in C fermentaciji precej nizji kot
je pri drugih vzorcih, pri A fermentaciji ta razlika ni tako izrazita.

vrednosti pri A in C precej podobni. Pri prostem SO; so te vrednosti nekoliko nizje kot pri
drugih paralelkah, vendar ponovno, vrednosti so si precej blizu skupaj.

Skupni SO; za paralelke 10-12 je najvisji tako pri A kot tudi C fermentaciji. Tukaj so sicer
tudi vrednosti prostega SO, nekoliko visje kot pri paralelki 7-9.

4.2.8 Reducirajoci sladkorji v vinu

Na podlagi vsebnosti ne povretih reducirajocih sladkorjev v vinu, se mirna vina delijo na
naslednje kategorije (Jug in sod., 2014):

- Suho vino: najvecja dovoljena vsebnost reducirajocih sladkorjev je 9 g/L, najvecja
dovoljena razlika med vsebnostjo reducirajo¢ih sladkorjev in skupnih Kkislin,
izrazenih v gramih vinske kisline na liter, ni ve¢ kot 2 g/L

- Polsuha vina: najve¢ja dovoljena vsebnost reducirajoCih sladkorjev je 18 g/L,
najvecja dovoljena razlika med vsebnostjo reducirajo¢ih sladkorjev in skupnih
kislin, izrazenih v gramih vinske kisline na liter, ni vec¢ kot 10 g/L

- Polsladko vino: najvec¢ja dovoljena vsebnost reducirajocih sladkorjev je 45 g/L

- Sladko vino: vina z vsebnostjo reducirajocih sladkorjev nad 45 g/L
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Slika 25: Koncentracija reducirajocih sladkorjev (g/L) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razliénimi
sevi kvasovk (A, B, C).

Pri vseh sklopih lahko vidimo na sliki 25, da imajo najmanjSo vrednosti paralelke pri
fermentaciji C. Na splosno je najman;j sladkorja povrelo pri A fermentaciji.

Najvi§jo vrednost pri paralelkah 1-3 doseze vzorec pri B (4,3 g/L), najnizjo pa pri A
(2,5 g/L). Glede na predpise gre torej za suho vino v vseh treh primerih.

Pri paralelkah 4-6 dosezejo reducirajoci sladkorji najnizje vrednosti. Najnizjo vrednost
ponovno doseze vzorec pri A in najvi§jo pri fermentaciji C. S temi vrednostmi je tudi to
vino, suho vino.

Vrednosti reducirajoCih sladkorjev pri paralelkah 7-9 so podobni vrednostim paralelkam
10-12, vendar je tukaj ena velika razlika, da je pri fermentaciji C povrelo ve¢ sladkorja kot
pri A. Najnizjo vrednost doseZe fermentacija C, vsa tri vina pa spadajo pod suha vina.

Pri paralelkah 10-12 je ponovno najmanjSo vrednosti dosegla fermentacija C (3,6 g/L),
najvisjo pa A (6,4 g/L). Vsa tri vina, tudi tukaj, spadajo pod suha vina.

4.2.9 Relativna gostota vzorca vina

Suha vina imajo relativno gostoto blizu 1; izjema so le suha in hkrati alkoholno zelo bogata
vina, ki imajo relativno gostoto obcutno manjSo od 1. Most in vina s preostankom
sladkorja imajo praviloma relativno gostot vec¢jo od 1. Na gostoto vzorca mosta in vina
vplivajo vse raztopljene snovi. Te so bodisi specificno tezje (sladkorji, kisline, glicerol) ali
specificno lazje od vode (alkohol) (Kosmerl in Kac, 2007).
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Slika 26: Relativna gostota v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

Na sliki 26 vidimo, da imajo pri vseh paralelkah najvi§jo relativno gostoto vzorci
fermentacije A (1,00784). Pri nekaterih paralelkah je vrednost nad 1, kar pomeni, da
fermentacija ni potekla v celoti, ostalo je Se kar nekaj ne povretega sladkorja.

Pri paralelkah 1-3 sta si vrednosti B in C fermentacije zelo podobni in nobena ne presega
vrednosti 1. Najvi§ja vrednost je pri fermentacije A, ki sicer presega vrednost 1.

Pri paralelkah 4-6 imajo vse tri fermentacije najnizjo vrednost relativne gostote (najnizja
0,99518). Sicer so vrednosti fermentacij B in C podobne vrednostim istih fermentacij pri
drugih paralelkah, je pa nekolika vecja razlika pri fermentaciji A. Edino pri tej paralelkah
ne preseze vrednosti 1, ampak je pod njo. Pri vseh treh fermentacijah je torej tukaj ostalo
najmanj sladkorja.

Vrednosti pri paralelkah 7-9 so spet nekoliko visje. Vrednosti fermentacij B in C se
spreminjata zelo malo, spet pa je malo vecja sprememba pri fermentaciji A, kjer vrednost
ponovno preseze 1.

Pri zadnjih paralelkah 10-12 so vrednosti zelo podobne vrednostim paralelk 7-9, razlike so
izjemno majhne in se dogajajo komaj na tretji ali Cetrti decimalki.

4.2.10 Skupni suhi ekstrakt vina

Skupni suhi ekstrakt vina (oz. krajSe skupni ekstrakt) sestavljajo po definiciji O.I.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 (Kosmerl in Kac, 2007).
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Slika 27: Skupni ekstrakt (g/L) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

S slike 27 ugotovimo, da so najvecje vrednosti med paralelkah, kjer smo dodali kvasovke,
pri fermentaciji A. Pri reducirajocih sladkorjih je sicer malo drugace, te velike razlike med
fermentacijama A in C tam ni. Je pa res, da je tudi reducirajocih sladkorjev najmanj pri
vzorcih B fermentacije, tako kot je tudi skupnega prostega ekstrakta najmanj pri teh
vzorcih.

Najvi§jo vrednosti pri paralelkah 0 dosega fermentacija C (113,17 g/L), sledi A in
najmanjSa vrednost pripada fermentaciji B. Razmerje vrednosti pri teh treh fermentacijah
je skoraj enako kot pri reducirajocih sladkorjih.

Pri paralelkah 1-3 ima najvi§jo vrednost fermentacija A. Vrednosti drugih dveh fermentacij
sta si precej blizu, malenkost manjsa je vrednosti pri B.

Pri paralelkah 4-6 vse tri fermentacije doseZejo najnizje vrednosti(najnizja 16,46 g/L).
Tako je tudi pri reducirajocih sladkorjih. Vrednosti pri fermentacijah B in C sta si ponovno
precej blizu, nekoliko vecjo vrednost doseze A.

Pri paralelkah 7-9 doseZeta fermentaciji A in B najve¢jo vrednost.

Med paralelkami C fermentacije je najve¢ skupnega suhega ekstrakta ravno pri paralelkah
10-12. Tudi tukaj je precej visja vrednost pri fermentaciji A, kot pri drugih dveh.

4.2.11 Sladkorja prosti ekstrakt

Po definiciji je to razlika med (skupnim) ekstraktom in reducirajo¢imi sladkorji. Rdeca
vina imajo ve¢ sladkorja prostega ekstrakta (oz. ekstrakta brez sladkorja), v primerjavi z
rdeckastimi, rosé in belimi vini. Vsebnost ekstrakta je odvisna od sorte, zrelosti, nacina
trgatve in razmer ali pogojev vinifikacije. Vpliv razli¢nih sevov Ciste kulture kvasovk v
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primerjavi s spontano fermentacijo po literaturnih podatkih ni statisticno znacilen.
Vsebnost sladkorja prostega ekstrakta je 7-30 g/L (KoSmerl in Kac, 2007).
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Slika 28: Vrednost sladkorja prostega ekstrakta (g/L) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razli¢nimi
sevi kvasovk (A, B, C).

Vse vrednosti so nekako sorazmerne z vrednostmi skupnega ekstrakta in reducirajocimi
sladkorji (slika 27 in slika 25). Ce ne upostevamo spontane fermentacije (paralelke 0),
imajo najvisjo vrednost vse paralelke fermentacije A (najvisja 39,59 g/L), drugi dve
fermentaciji sta si po vrednostih zelo blizu. Vrednosti so tudi precej manjSe kot pri
fermentaciji A.

Najvi§jo vrednosti pri paralelkah 0 dosega fermentacija C (100,02 g/L), najmanjSo pa
fermentaciji B (86,03 g/L).

Pri vseh ostalih paralelkah, torej 1-3, 4-6, 7-9 in 10-12, ima precej viSje vrednost
fermentacija A. Vrednosti pri fermentacijah B in C so si precej blizu, malenkost nizje
vrednosti imajo paralelke pri B.

4.2.12 Alkohol v vinu

Alkoholna fermentacija je anaerobna bioloSka razgradnja glukoze in fruktoze do etanola in
ogljikovega dioksida (CO,), s Stevilnimi stranskimi produkti. Proces ni bistveno drugacen
od glikolize, procesa, kjer Zive celice razbijajo glikogen v mlecno kislino ter zagotavlja
glavni vir energije za celice. Razlika je v zaCetnem substratu in v koncnih produktih.
Glavna izguba alkohola, razen izhlapevanja, se zgodijo pri aerobnem procesu
mle¢nokislinskih bakterij. Vendar to danes ve¢ ni problem zaradi tehnologije, ki je prisotna
pri pridelavi vina (Ough in Amerine, 1988).
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Slika 29: Koncentracija alkohola (vol.%) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z razli¢nimi sevi kvasovk
(A, B, O).

S slike 29 ugotovimo, da je najve¢ alkohola nastalo pri fermentaciji C (8,45 vol.%),
najmanj ga je nastalo pri fermentaciji A (6,99 vol.%). To vse skupaj tudi sovpada z
reducirajo¢imi sladkorji (slika 25), kjer je so vrednosti ravno obratno.

Pri paralelkah 1-3 nastane najvec¢ alkohola pri fermentaciji C (8,33 vol.%), tudi pri B ga je
nastalo malenkost ve¢ kot 8 vol.% (8,03 vol.%), pri A pa nekaj ve¢ kot 7 vol.% (7,23
vol.%).

Pri paralelkah 4-6 je nastalo najveC alkohola. Tukaj fermentaciji A in B dosezeta svoj
maksimum, fermentacija A ne preseze vrednosti 8 vol.% alkohola.

Pri paralelkah 7-9 doseze svoj maksimum fermentacija C s 8,45 vol.%. To je hkrati tudi
najvisja vrednost nastalega alkohola v celotnem poizkusu.

Vrednosti zadnjih paralelk 10-12 so, po razmerju podobni vsem ostalim paralelkam in ni
nobenih posebnosti.

4.2.13 Hlapne Kkisline v vinu

Hlapne kisline sestavljajo mascobne kisline, ki jih najdemo v vinu, kot so mravljin¢na,
ocetna, maslena kislina, itd. Ne vsebuje pa s paro destiliranih kislin, torej mle¢ne, jantarne
in sorbinske kisline, kot tudi ne ogljikovega dioksida in zveplovih kislin. To¢no dolo¢anje
hlapnih kislin v vinu je pomemben podatek, ki ga po navadi pridobi vinar. Dovoljene meje
hlapnih kislin v vinu so bile postavljene zato, ker vina z visoko vsebnostjo hlapnih kislin
kazejo na prisotnosti slabih oz. kvarljivih organizmov, Se posebej ocetnokislinskih bakterij
rodu Acetobacter. Tak$no vino se lahko pretvori tudi v kis. Majhna, ampak vseeno
merljiva koli¢ina ocetne kisline nastane med normalno, brez prisotnosti bakterij alkoholno
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fermentacijo in navadno ne presega vrednosti 0,030 g/100 mL. Bakterije, ki so prisotne pri
mlecnokislinski fermentaciji, lahko proizvedejo majhno koli¢ino ocetne kisline,
predvidimo z razgradnjo citronske kisline. V resnici lahko kvar postane viden ze pred to
mejo, ki jo doloca pravilnik, po navadi ze pri 0,070 g/100 mL. Pravzaprav ni samo ocetna
kislina ta, ki je v prvi vrsti odgovorna za pokvarjene vonjave, ampak precej visoka
vrednost etil acetata in ocetne kisline ter majhna vrednost drugih kvarljivih produktov
(Ough in Amerine, 1988).
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Slika 30: Koncentracija hlapnih kislin (g ocetne kisline/L) v vzorcih mladega vina pri fermentacijah z
razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

Na sliki 30 vidimo, da v treh razli¢nih paralelkah dosezejo najmanjso vsebnost hlapnih
kislin pri fermentaciji C. Noben vzorec ne presega oziroma niti ne dosega vrednosti 1 g
hlapnih kislin/L, izraZenih kot ocetnih kislin, kolikor je dovoljeno po pravilniku za bela
vina (Pravilnik o pogojih..., 2004).

Pri paralelkah 1-3 doseze najvisjo vrednost fermentacija C, najmanjSo vrednosti pa B.

V paralelkah 4-6 doseze fermentacija B najnizjo vrednost med vsemi paralelkami in znasa
0,31 g ocetne kisline/L.

Pri paralelki 7-9 doseze fermentacije A najvi§jo vrednost med vsemi vzorci in znasa 0,53 g
ocetne kisline/L.

Pri zadnjih paralelkah 10-12 ima najvisjo vrednot fermentacija B, ki pri drugih paralelkah
dosega najnizje vrednosti.
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4.2.14 Prosti aminokislinski duSik (FAN) v vinu

Kratica FAN izhaja iz angleSkega poimenovanja kvasovkam dostopen prosti
aminokislinski dusik (free amino nitrogen), ki je poleg sladkorjev in mikrohranil klju¢no
hranilo kvasovk. Kvasovke namre¢ potrebujejo dusik za izgradnjo beljakovin, potrebnih za
povecanje kvasne biomase, in tvorbo encimov, potrebnih za uspesno pretvorbo sladkorjev
v alkohol (dokonc¢anje fermentacije). DusSik ima pomembno vlogo tudi pri tvorbi
aromati¢nih snovi, tako Zelenih (fermentacijske arome) kot nezelenih (zZveplove spojine)
(Jug in sod., 2014).
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Slika 31: Koncentracija prostega aminokislinskega dusika (mg N/L) v vzorcih mladega vina pri fermenta-
cijah z razli¢nimi sevi kvasovk (A, B, C).

S slike 31 je razvidno, da je najmanj FAN-a je ostalo pri fermentaciji C, najveC pa ga je
ostalo pri fermentaciji A. Ce primerjamo te vrednosti z izmerjenim FAN pri mostu (slika
9), pravzaprav ugotovimo, da se je dalec najvec dusika porabilo pri fermentaciji B, kjer ga
je ze v zacetku bilo skoraj dvakrat ve¢ kot pri drugih dveh fermentacijah.

Pri paralelkah 0, je najve¢ FAN-a ostalo pri fermentaciji C (29,84 mg N/L), najmanj pa pri
prvi (7,41 mg N/L).

Pri paralelkah 1-3 je najve¢ FAN ostalo pri fermentaciji A in najmanj pri C.

Pri paralelkah 4-6 dosezeta svoj minimum fermentacija A (5,64 mg N/L) in C
(3,74 mg N/L). Najve¢ FAN je tukaj ostalo pri fermentaciji B.

Pri paralelkah 7-9 je dosezena najvisja vrednost FAN med vsemi paralelkami, ki smo jim
dodali vsaj kvasovke in to je pri fermentaciji A (10,50 mg N/L). Med vsemi paralelkami
doseze tukaj B svojo najmanjso vrednost (5,55 mg N/L).

Pri paralelkah 10-12 imata ponovno najvisjo vrednost fermentacija A in najnizjo C.
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5 SKLEPI

Na osnovi raziskave, ki smo jo opravili za to diplomsko nalogo, smo Zeleli ugotovili, ali
razli¢ni sevi kvasovk Saccharomyces cerevisiae in razli¢ni dodatki kvasovkam vplivajo na
fermentacijo. Ugotovili smo naslednje:

>

Nobeno izmed pridelanih mladih vin ni bilo primerno za promet. Ze zaletna
stopnja sladkorja v mostu je bila prenizka (63 °Oe), da bi lahko iz takSnega mosta
pridelali kvalitetno vino. Zaradi takSne nizke stopnje sladkorja, je posledicno
nastala tudi prenizka stopnja alkohola (< 8,5 vol. %).

Pri fermentacijah, katerim smo dodali hranilo ali bakrove ione smo ugotovili naslednje:

>

Pri vseh treh fermentacijah se je najvec¢ CO, (60-65 g/L) sprostilo v vzorcih,
katerim smo dodali kvasovke in hranilo, to torej pomeni, da so bile tukaj kvasovke
najbolj metabolno aktivne. Vse tri fermentacije dosezejo najvi§jo motnost pri
vzorcih, kjer smo dodali kvasovke in hranilo.

tako je tukaj tudi najmanj skupnega SO, (22-32 mg/L). V teh vzorcih je povrelo
najvec sladkorja, vsebnost reducirajocih sladkorjev je manjse kot 2 g/L.

V vzorcih, kjer smo dodali kvasovke in hranilo je tudi najnizja relativna gostota.
To tudi sovpada s tem, da je tam tudi najmanj reducirajoCih sladkorjev. V teh
vzorcih so tudi najnizje vrednosti skupnega suhega ekstrakta ter najmanjse
vrednosti sladkorja prostega ekstrakta.

NajmanjSe vrednosti FAN dosegajo vzorci, katerim smo dodali kvasovke in
hranilo. Vse vrednosti so pod 6 mg N/L. Nastalo je tudi najmanj hlapnih kislin, vse
vrednosti so pod 0,5 g ocetne kisline/L, najnizja je celo 0,31.

Najmanj CO, (50-60 g/L) se je sprostilo pri tistih vzorcih, kjer smo dodali
kvasovke in 2 mg/L Cu®", torej so bile tukaj kvasovke najmanj metabolno aktivne.
Najmanj$o motnost imajo vzorci, katerim smo dodali Cu*" in to nekako potrjuje,
da vecja koli¢ina bakrovih ionov negativno vpliva na rast kvasovk.

Vec kot smo dodali bakrovih ionov, manjsa je bila vrednost skupnih kislin. Najve¢
skupnega SO, smo izmerili v vzorcih, kjer smo dodali kvasovke in 2 mg/L Cu*". V
teh vzorcih je tudi povrelo najmanj sladkorja in tako nekako potrjuje, da bakrovi
ioni zavirajo fermentacijo. Ostalo ga je 3,5-6,5 g/L, odvisno od fermentacije.

Tam kjer je ostalo najve¢ reducirajoCih sladkorjev, je tudi nastalo najmanj
alkohola. To je pri fermentaciji A, v obeh sklopih vzorcev, kjer smo dodali Cu®".
Vrednosti pri bolj uspe$nih fermentacijah komaj dosezejo vrednost 8 vol. %
alkohola, najmanj uspes$na fermentacija A, pa ne doseze niti 7 vol. % alkohola.
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>

Velika razlika je med spontanimi fermentacijami in bolj nadzorovanimi
fermentacijami. Vecje razlike lahko opazimo pri skupnih (titrabilnih) kislinah. Pri
spontani fermentaciji je lahko tudi do 1 g/L manj skupnih (titrabilnih) kislin kot pri
inokulirani fermentaciji. Razlike so tudi pri reducirajocih sladkorjih (lahko tudi
vec kot 100 g/L), sladkorju prostem ekstraktu (ve¢ kot 50 g/L) in alkoholu (okoli 5
vol.%). Vse to kaze na to, da je fermentacija komaj zacela potekati in je to Se
pravzaprav bolj most kot mlado vino.

Kontrolni vzorci se med seboj zelo razlikujejo, kar je posledica tega, da v mostu
brez dodanih selekcioniranih kvasovk prevlada nakljuéna mikrobiota tistega
vzorca.

Pri fermentacijah, katerim smo dodali razli¢ne seve kvasovk smo ugotovili naslednje:

>

>

Skupno gledano se je najve¢ CO, sprostilo med fermentacijo C. Pri vseh vzorci
najmanj$o motnost dosega fermentacija B.
Vrednost pH nobenega vzorca ni presegla vrednosti 3,6, ki je predpisana najvisja

v

v

obmocju, med 6-9 g/L, najvisje pa so pri fermentaciji B. Prosti SO, pri nobenem
vzorcu ne preseze 5 mg/L, spodnja meja tukaj ni dolo¢ena. Skupni SO, ne presega
40 mg/L in je tako v nekem priporocljivem razponu (Pravilnik o pogojih...2004).
Reducirajoci sladkorji so pri vseh vzorci pod vrednostjo 9 g/L, kar pomeni, da smo
v vseh treh fermentacijah pridelali suha vina.

Relativna gostota pri fermentaciji A v skoraj vseh primerih, presega vrednost 1.
Vrednosti fermentacij B in C nikjer ne presezeta vrednosti 1. Vrednosti
sorazmerno sovpadajo z relativno gostot vzorcev. Reducirajoci sladkorji sicer pri
fermentaciji A niso sorazmerni suhemu ekstraktu, tako da verjetno ne gre za
sladkor, ampak za ve¢ kislin, organskih soli,... . Predpisano vrednost sladkorja
prostega ekstrakta, ki znaSa 7-30 g/L, presegajo skoraj vsi vzorci fermentacije A.
Vsi ostali vzorci fermentacij B in C so med to vrednostjo.

Dezelno vino mora imeti vsebnost alkohola med 8,5-15 vol.% (Pravilnik o
pogojih...2004). Pri vseh nasih fermentacijah je vrednost alkohola pod 8,5 vol.%.
Sladkorna stopnja mosta je bila 63 °Oe. S tako nizko zacetno sladkorno stopnjo,
pravzaprav ni moglo nastati ve¢ alkohola, kot ga je nastalo. Pri isti fermentaciji in
razli¢nih vzorcih se vrednosti zelo malo razlikujejo. Lahko re¢emo, da so vse tri
fermentacije potekle do konca, vendar pri nobeni ni nastalo toliko alkohola, kot ga
zahteva pravilnik.

Noben vzorec ne preseze vrednosti 1 g hlapnih kislin/L. Najvecje vrednosti FAN
so pri fermentaciji A (5,64-10,05 mg N/L), najmanjse pa pri fermentaciji C (3,74-
4,57 mg N/L). Manjsa kot je vrednost, ve¢ prostega dusika so porabile kvasovke in
nekako pomeni, da je bila fermentacija bolj intenzivna. Vrednosti so sorazmerne
skupnemu suhemu ekstraktu, relativni gostoti in sladkorja prostemu ekstrakt.
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kako razlicni sevi kvasovk vplivajo na
fermentacijo ter kako na fermentacijo vplivajo razli¢ni dodatki h kvasovkam.

Za poskus smo izbrali most laski rizlinga s Ptuja, letnik 2010. Letnik 2010 sicer ni bil
optimalen za doseganje zelo kakovostnega vina. To leto so bile temperature nizje od
povprecja, prav tako pa je padla vecja kolicina padavin, oboje v ¢asu dozorevanja.

Trgatev in zacCetna predelava grozdja je bila izvedena v Ptujski kleti. Bister most je bil nato
prepeljan v prostore BiotehnisSke fakultete v Ljubljani. Most je bil skladis¢en v plasticni
posodi pri 17 °C. Most smo, zaradi lazjega rokovanja pri polnjenju vrelnih steklenic ter
analizah mosta, pretocili v plastenke. Pri vsaki od treh fermentacij smo z moStom napolnili
15 vrelnih steklenic. V vse vzorce, razen kontrole, smo inokulirali tri seve kvasovk, te
sklope fermentacij smo oznacili s ¢rkami A, B in C. Dolo€enim vzorcem smo dodali tudi
hranilo ali bakrove ione. Tako napolnjene vrelne steklenice smo pustili stati priblizno 24 ur
na sobni temperaturi, nato pa smo jih prestavili v prostor, kjer je bila temperatura med 13-
14 °C.

Na mostu in po zakljuCeni alkoholni fermentaciji tudi na mladem vinu, smo opravili
osnovne fizikalno-kemijske meritve. Most in vino smo pred analizami segreli na sobno
temperaturo.

Najhitreje in najbolj intenzivno je potekla fermentacija C, najpocasneje pa fermentacija A.
Razlike med fermentacijama B in C so zelo majhne, med seboj sta si zelo podobni. Tudi
fermentacijske krivulje kazejo na tak potek vrenja. Pri vseh treh fermentacijah so le-to
najbolje izvedli vzorci 4, 5 in 6 (dodatek hrana) najslabse pa 10, 11 in 12 (dodatek 2 mg/L
Cu™.

Pri vzorcih 0 (kontroli) se pojavljajo najvecja odstopanja in najvecje napake. Pri kontrolnih
vzorcih smo to tudi pricakovali. Tukaj je fermentacija komaj zaCela potekati, nastalo je
zelo malo alkohola (povpre¢no 2,5 vol.%), ostalo pa je veliko ne povretega sladkorja
(povprecno nad 100 g/L). pH je pri teh vzorcih tudi nekoliko nizji kot pri drugih. Razlika
znasa okoli 0,02.

Vzorcem 1, 2 in 3 smo dodali kvasovke. Vrednosti teh analiz so neko povprecje vseh
vrednosti. Vrednost pH je tukaj nekoliko visja (>0,01 razlike) kot pri drugih vzorcih,
katerim smo dodali kvasovke. Zanimivost tukaj je, da je samo pri tem vzorcu, pri
fermentaciji B, ostalo veC reducirajocih sladkorjev kot pri drugih dveh fermentacijah. Pri
teh vzorcih je tudi nastalo precej ve¢ skupnega SO,, v primerjavi z vzorci katerim smo
dodali kvasovke in hrano. Povprecno je nastalo 6 mg/L ve¢ skupne SO,. Glede ostalih
meritev so vrednosti sorazmerne med seboj in ni nekih posebnosti.
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V vzorce 4, 5 in 6 smo dodali kvasovke in hranilo. Pri teh vzorcih je alkoholna
fermentacija potekla najboljse. To se vidi tako iz fermentacijskih krivulj, kot tudi iz drugih
analiz. Tu je ostalo najmanj reducirajocih sladkorjev (okoli 1,75 g/L), najmanj je hlapnih
kislin (okoli 0,41 g ocetne kisline/L), pH (2,966), prostega aminokislinskega dusika (5,09
mg N/L), skupnega SO, (okoli 27 mg/L) ,... Kljub temu pa ni nastalo dovolj alkohola. Z
gotovostjo lahko trdimo, da dodatek hranil pozitivno vpliva na potek fermentacije in tudi
samo kakovost mladega vina.

Pri vzorcih 7, 8 in 9 smo mostu dodali kvasovke in 1 mg/L Cu*’. Predvidevali smo, da
bodo bakrovi ioni zavirali rast kvasovk, kar se je izkazalo za resni¢no. Kljub temu pa ta
koncentracija ionov ni tako velika in zato ni tako velikih razlik, ¢e primerjamo z vzorci 1-
3, kjer so bile samo kvasovke. Pri vzorcih z dodanim 1 mg/L Cu*" je ostalo ved
reducirajoCih sladkorjev (priblizno 1 g/L vec) v primerjavi z vzorci, kjer so bile samo
kvasovke, ostale vrednosti pa so si zelo podobne med seboj.

V zadnjem sklopu so bili vzorci 10, 11 in 12. Tukaj smo mostu dodali kvasovke in 2 mg/L
Cu”". Za te vzorce lahko re¢emo, da so imeli najpocasnejso fermentacijo. Tukaj je ostalo
najve¢ reducirajocih sladkorjev (4,5 g/L), nastalo je najmanj alkohola (povprecno
7,80 vol.%), najveC je skupnega SO, (povprecno 34 mg/L) in najmanj je skupnih kislin
(8,20 g/L). Taksna koncentracija bakrovih ionov sicer ni Skodljiva, saj je fermentacija
vseeno normalno potekla, vendar lahko predvidevamo, da ¢e bi bila koncentracija bakrovih
ionov vecja bi prislo do zaustavitve fermentacije.

Na fermentacijo vplivajo tako dodatki, kot izbira seva kvasovke. Pozorni moramo biti torej
na obeh podrocjih, ¢e Zelimo izvesti najbolj optimalno fermentacijo, da dobimo najbolj
kakovostno vino.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mosta pred vsako izmed treh fermentacij.

Parameter Oznaka vzorca
2

Motnost 1,921

pH 3,072

Titrabilne kisline 10,62

Skupne kisline 10,75

Prosti SO, 12,48

Vezani SO, 35,54

Skupni SO, 48,02

Sladkorna stopnja 114,5

FAN (4.3.2011) 199,10

FAN (8.3.2011) 198,71
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Priloga B: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina v kontrolnih vzorcih (0) pri
vseh treh fermentacijah (spontane fermentacije).

Parameter Oznaka fermentacije

B

Masa oddanega CO, 17,45

Masa mokre kvasne biomase 178,17

Masa suhe kvasne biomase

1,01

Motnost 1462,74

pH 2,951

Titrabilne kisline 7,72

Skupne kisline 8,06

Prosti SO,

2,90

Vezani SO, 27,00

Skupni SO, 29,90

Reducirajoci sladkorji

78,25

Relativna gostota 1,03622

Skupni ekstrakt

93,86

Sladkorja prosti ekstrakt 86,03

Alkohol 3,14

FAN
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Priloga C: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina v vzorcih (1-3), katerim smo
dodali kvasovke, pri vseh treh fermentacijah.

Parameter Oznaka fermentacije
B

Masa oddanega CO, 60,92

Masa mokre kvasne biomase 161,43

Masa suhe kvasne biomase 1,09

Motnost 63,35

pH 2,973

Titrabilne kisline 8,59

Skupne kisline 8,92

Prosti SO, 3,71

Vezani SO, 27,36

Skupni SO, 31,07

Reducirajoci sladkorji 4,30

Relativna gostota 0,99614

Skupni ekstrakt 18,84

Sladkorja prosti ekstrakt 14,54

Alkohol 8,04

Hlapne kisline 0,44

FAN 6,36
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Priloga D: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina v vzorcih (4-6), katerim smo
dodali kvasovke in hrano, pri vseh treh fermentacijah.

Parameter Oznaka fermentacije
B

Masa oddanega CO, 61,90

Masa mokre kvasne biomase 165,06

Masa suhe kvasne biomase 1,01

Motnost 108,17

pH 2,961

Titrabilne kisline 8,51

Skupne kisline 8,80

Prosti SO, 4,40

Vezani SO, 18,31

Skupni SO, 22,71

Reducirajoci sladkorji 1,73

Relativna gostota 0,99518 0,99529

Skupni ekstrakt 16,46 17,44

Sladkorja prosti ekstrakt 14,73 15,49

Alkohol 8,14 8,34

Hlapne kisline 0,42

FAN 3,74
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Priloga E: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina v vzorcih (7-9), katerim smo
dodali kvasovke in 1 mg/L Cu®", pri vseh treh fermentacijah.

Parameter Oznaka fermentacije
B

Masa oddanega CO, 64,08

Masa mokre kvasne biomase 164,75

Masa suhe kvasne biomase 0,98

Motnost 72,32

pH 2,976

Titrabilne kisline 8,20

Skupne kisline 8,53

Prosti SO, 3,94

Vezani SO, 25,38

Skupni SO, 29,32

Reducirajoci sladkorji 4,15

Relativna gostota 0,99619

Skupni ekstrakt 19,06

Sladkorja prosti ekstrakt 14,91

Alkohol 8,13

Hlapne kisline

FAN




Car P. Vpliv bakrovih ionov na ferm. kinetiko razli¢nih sevov kvasovk in kakovost prid. mladih vin sorte LR
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2015

Priloga F: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina v vzorcih (10-12), katerim
smo dodali kvasovke in 2 mg/L Cu", pri vseh treh fermentacijah.

Parameter Oznaka fermentacije

B

Masa oddanega CO, 59,63

Masa mokre kvasne biomase 161,47

Masa suhe kvasne biomase 1,06

Motnost 80,27

pH 2,976

Titrabilne kisline 8,04

Skupne kisline 8,36

Prosti SO, 4,29

Vezani SO, 25,96

Skupni SO, 30,25

Reducirajoci sladkorji 3,73

Relativna gostota 0,99614

Skupni ekstrakt 18,53

Sladkorja prosti ekstrakt 14,80

Alkohol 8,00

Hlapne kisline 0,51

FAN
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Priloga G: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina pri fermentaciji A, v vseh
paralelkah.

0: kontrola, 1-3: dodane kvasovke, 4-6: dodane kvasovke in hrana, 7-9: dodane kvasovke
in 1 mg/L Cu**, 10-12: dodane kvasovke in 2 mg/L Cu*"

Parameter Oznaka paralelke

1-3 7-9

Masa oddanega CO, 53,08 51,28

Masa mokre kvasne biomase 176,62 172,09

Masa suhe kvasne biomase 1,12 1,07 0,97

Motnost 1720,09 199,84 127,60

pH 2,954 2,962 2,962

Titrabilne kisline 6,97 7,68 7,65

Skupne kisline 7,25 7,97 7,95

Prosti SO, 2,96 3,49 3,28

Vezani SO, 29,94 32,67 31,53

Skupni SO, 32,90 36,16 34,81

Reducirajoci sladkorji 125,42 2,53 5,95

Relativna gostota 1,04398 1,00595 1,00000 1,00784 1,00676

Skupni ekstrakt 101,81 41,42 28,58 45,54

Sladkorja prosti ekstrakt 90,87 38,89 27,01 39,59

Alkohol 2,63 7,23 7,98 6,99

Hlapne kisline / 0,47 0,49 0,53

FAN 9,82 5,64 10,50
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Priloga H: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina pri fermentaciji B, v vseh

paralelkah.

0: kontrola, 1-3: dodane kvasovke, 4-6: dodane kvasovke in hrana, 7-9: dodane kvasovke
in 1 mg/L Cu**, 10-12: dodane kvasovke in 2 mg/L Cu*"

Parameter Oznaka paralelke

1-3 4-6

Masa oddanega CO, 17,45 60,92 61,90

Masa mokre kvasne biomase 178,17 161,43 165,06

Masa suhe kvasne biomase 1,01 1,09 1,01

Motnost 1462,74 63,35 108,17

pH 2,951 2,973 2,961

Titrabilne kisline 7,72 8,59 8,51

Skupne kisline 8,06 8,92 8,80

Prosti SO, 2,90 3,71 4,40

Vezani SO, 27,00 27,36 18,31

Skupni SO, 29,90 31,07 22,71

Reducirajoci sladkorji 78,25 4,30 1,73 4,15

Relativna gostota 1,03622 0,99614 0,99518 0,99619 0,99614

Skupni ekstrakt 93,86 18,84 16,46 19,06

Sladkorja prosti ekstrakt 86,03 14,54 14,73 14,91

Alkohol 3,14 8,04 8,14 8,13

Hlapne kisline / 0,44 0,31 0,43

FAN 6,36 5,89 5,55
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Priloga I: Rezultati fizikalno-kemijskih analiz mladega vina pri fermentaciji C, v vseh
paralelkah.

0: kontrola, 1-3: dodane kvasovke, 4-6: dodane kvasovke in hrana, 7-9: dodane kvasovke
in 1 mg/L Cu**, 10-12: dodane kvasovke in 2 mg/L Cu*"

Parameter Oznaka paralelke

1-3 7-9

Masa oddanega CO, 63,75 64,52

Masa mokre kvasne biomase 165,08 175,35

Masa suhe kvasne biomase 1,09 0,93

Motnost 175,34 159,10

pH 2,998 2,993

Titrabilne kisline 8,40 8,39

Skupne kisline 8,71 8,69

Prosti SO, 3,17 4,55 4,34

Vezani SO, 24,54 28,99 29,83

Skupni SO, 27,71 33,54 34,17

Reducirajoci sladkorji 123,67 3,30 2,68

Relativna gostota 1,05215 0,99582 0,99529 0,99568

Skupni ekstrakt 113,17 18,80 17,44 18,80

Sladkorja prosti ekstrakt 100,02 15,50 15,49 16,12

Alkohol 1,99 8,33 8,34 8,45

Hlapne kisline / 0,50 0,42 0,43

FAN 4,57 3,74 3,99
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Priloga J: Umeritvena krivulja za doloCanje prostega aminokislinskega dusika (FAN) za

datum 4.3.2011.

Absorbanca

0,4
0,35
03
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

-0,05

Umeritvena krivulja za FAN 4.3.

_°

y =0,1879x - 0,0027

R*=10,9973

0,5 1 1,5 2 2,5

Koncentracija FAN (mg N/L)

Priloga K: Umeritvena krivulja za dolocanje prostega aminokislinskega dusika (FAN) za

datum 8.3.2011.

Abrobanca

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

-0,05

Umeritvena krivulja za FAN 8.3.

g

/ y =0,1939x - 0,0053
R?=0,9944

0,5 1 1,5 2 2,5

Koncentracija FAN (mg N/L)




