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Namen poskusa je bil ugotoviti vpliv jaboléno-mlecnokislinske fermentacije
(JMKF) na kakovost vina sorte laski rizling. Ugotavljali smo, kako razli¢ni
Casovni dodatek dveh razli¢nih sevov mle¢no-Kislinskih bakterij (MKB) vpliva
na fizikalno-kemijske in senzoritne lastnosti pridelanega vina. Za izvedbo
poskusa smo izbrali sorto lagki rizling iz vinorodnega okolisa Stajerska
Slovenija. Vinifikacije so potekale v 28 L fermentacijskih posodah in v 600 mL
fermentacijskih steklenicah. V vzorcih smo opravili fizikalno-kemijske analize
vrednosti pH in pufrne kapacitete, vsebnosti titrabilnih in skupnih Kislin,
skupnega ekstrakta, alkohola, hlapnih kislin, prostega in skupnega Zveplovega
dioksida, reducirajo¢ih sladkorjev, s HPLC smo analizirali vsebnosti
posameznih organskih kislin (jabol¢ne, mle¢ne, vinske, jantarne, ocetne in
citronske), spremljali nastanek CO: in senzori¢no ocenili vzorce vina. Vzorce
smo primerjalno obravnavali med sabo. Na kakovost vina in na popolnejse
dokoncanje JMKF izraziteje vpliva inokulacija MKB v vino po koncani
alkoholni fermentaciji v primerjavi z vrsto uporabljene startrske kulture MKB.
Na kinetiko kvasovk ¢as dodatka in uporabljena startrska kultura MKB ne
vplivata. Senzori¢na ocena po Bauxbaumovi metodi med posameznimi vzorci ni
pokazala znalilnih razlik, katere smo vendarle dokazali z opisno senzori¢no
analizo.
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The goal of our experiment was to find out how did the malolactic fermentation
(MLF) influence on the quality of wine Welschriesling. We found out how
different time addition of two different strains of lactic acid bacteria (LAB) have
an impact on the physico-chemical and sensory characteristics of produced wine.
For an experiment we have chosen Welschriesling from wine growing hills in
Styria Slovenia. Vinification took place in fermentation containers (28 L) and in
fermentation bottles (600 mL). On samples we have done chemical-physical
values of pH and buffer capacity, content of titratable and total acid, total
extract, alcohol, volatile acidity, free and total sulphur dioxide, reducing sugars,
with HPLC we analysed the contents of organic acids (malic, lactic, tartaric,
succinic, acetic and citric) and watched the formation of CO; and sensory
evaluate wine samples. Samples were comparatively discussed. On the quality of
wine and on fuller completion of MLF, the LAB inoculation in wine has a
pronounced impact after the completion of the alcoholic fermentation in
comparison with used LAB starter cultur. On the Kinetics of yeasts, time
addition and used LAB starter cultur, typically has no affect. Sensory evaluation
by Bauxbaum method showed insignificant differences between individual
samples. Despite small differences, they are mainly related to a descriptive
sensory analysis.
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1 UVvOD

Pridelava vina je posledica kompleksnega ekoloskega in biokemijskega procesa, za
katerega so odgovorni mnogi mikroorganizmi, najpomembnej$e med njimi so kvasovke

in mle¢nokislinske bakterije (MKB).

V vinarstvu poznamo primarno fermentacijo, to je alkoholna fermentacija (AF), ki jo
vodijo kvasovke. Za potek sekundarne, jabol¢no-mle¢nokislinske fermentacije (JMKF)
so odgovorne mlecnokislinske bakterije. JIMKF je bioloski nacin zmanjSanja koli¢ine
Kislin v vinu, poimenujemo ga tudi bioloski razkis vina. Moc¢nejSa, agresivnejsa
jabol¢na kislina se pretvori v milejSo mlecno kislino in COg, pri Cemer nastane vrsta
znacilnih aromatskih spojin. JMKF je torej zaZelena in koristna pri vinih z visoko
skupno Kislino in tam, kjer prevladuje jabol¢na kislina. JIMKF je pomembna v vinarstvu
zaradi zmanjSanja kislosti vina, izboljSanja senzoricnih lastnosti in za doseganje

mikrobioloske stabilnosti vina (Krieger, 2002).

Jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija se bistveno pogosteje izvaja V rdeCih vinih.
Zanjo se vse bolj odlocajo tudi pridelovalci belih vin iz hladnejSih vinorodnih obmo¢ij,
ki v slabsih letnikih vina opazajo neugodno razmerje kislin in pomanjkljivosti aromatike
vina (Krieger, 2002).

Po podatkih za leto 2006 se v Sloveniji najve¢ belega vina, to je 54 %, pridela v
vinorodni dezeli Podravje, kjer se v primerjavi z vinorodnima dezelama Posavje in
Primorska, pridela tudi najve¢ vina sorte laski rizling in sicer 77 % (Vodovnik Plevnik
in Vodovnik, 2007).

Za vina vinorodne deZele Podravje, vinorodni okoli§ Stajerska Slovenija, so glede na
naravne danosti znaCilne viSje skupne kisline. Koli¢ina jabol¢ne kisline pogosto
prevlada nad vinsko kislino, kar pove¢a neharmoni¢nost v vinu. Skupaj z nizjo
vsebnostjo aromati¢nih spojin se te lastnosti Se posebej moc¢no izrazajo pri belih vinih
(Vodovnik in Vodovnik, 1999). V slabih letih, ko grozdje slabo dozoreva in ko vsebnost
skupnih kislin ostaja visoka, se vinarji vinorodne deZele Podravje vse pogosteje

zatekajo k bioloskemu postopku za znizevanje kislin v vinu. V preteklosti SO Se vinarji
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izogibali JIMKF v belih vinih, saj je niso znali uspe$no uporabljati. Prav zaradi neznanja
pri vodenju razkisa in doseganja nezelenih rezultatov, se nekateri pridelovalci belih vin

spraSujejo, ali je smiselno uporabljati IMKF pri belih vinih (Bav¢ar, 2006).

Kljub slabi predispoziciji mosta (nizka sladkorna stopnja, vi§ja vsebnost skupnih kislin,
nizek pH), bi s poskusom radi dokazali, da lahko z uporabo JMKF izboljsamo kakovost
vina sorte laski rizling, uravnovesimo razmerje kislin in vino obogatimo na novih

aromati¢nih spojinah.

V diplomski nalogi smo se osredinili na vrsto uporabljenega seva startrske kulture in
asa dodatka kulture v medij. Zelimo ugotoviti, kako dejavniki med JMKF vplivajo na

kon¢no kakovost vina, na fizikalno-kemijske in tudi na senzori¢ne lastnosti vina.

1.1 NAMEN DELA

V poskusu nas je zanimalo, kako jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija vpliva na
fizikalno-kemijsko in senzoricno kakovost vina sorte laski rizling vinorodne dezele
Podravje. Izvedli smo pet locenih poskusov glede na razli¢en Casovni dodatek startrske
kulture dveh razlicnih sevov mle¢nokislinskih bakterij. Hkrati z merjenjem oddanega

CO2 smo spremljali kinetiko kvasovk med alkoholno fermentacijo.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Po postopku jabol¢no-mle¢nokislinske fermentacije pricakujemo pozitiven vpliv na
kakovost vina sorte laski rizling, kar naj bi se odrazilo v kompleksnejsi aromi, polnosti

okusa, kislinskem ravnotezju in mikrobioloski stabilnosti vina.

Glede na razlicen c¢asovni dodatek dveh razliénih sevov MKB v moS$t ali vino

pri¢akujemo:

e spremembe fizikalno-kemijskih lastnosti pridelanega vina med posameznimi

VZOreci,
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e razlicen potek JMKF od casa dodatka in uporabljenega seva startrske kulture
MKB,

e da dodatek startrske kulture MKB ne bo znacilno vplival na kinetiko kvasovk
med alkoholno fermentacijo,

e hitrejSi zaCetek in krajSe trajanje JMKF pri koinokulaciji v most v primerjavi z
inokulacijo v mlado vino,

e popolnejSe dokoncanje JIMKF pri koinokulaciji v most in zato vecjo kakovost
vina,

e spremembe senzori¢nih lastnosti pridelanega vina med posameznimi vzorci.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OPIS SORTE LASKI RIZLING

Po ekolosko — geografski razvrstitvi sort glede na poreklo spada sorta laski rizling v
zahodnoevropsko skupino — Proles occidentalis. Izvira iz Francije. V vinorodni dezeli
Podravje je laski rizling najbolj razsirjena sorta. Precej ga je tudi v posavski in nekaj

tudi v primorski vinorodni dezeli.

Grozd sorte laski rizling je valjaste oblike, majhen ali srednje velik in zelo zbit. Pogosto
ima poleg glavnega grozda Se znacilen prigrozd. Kot vidimo na sliki 1 so jagode
majhne in okrogle, navadno zelene do zeleno-rumene barve, pik¢aste z rjavimi lisami
tam, kjer so izpostavljene soncu. Masa grozda je v razponu od 60 do 150 gramov. Laski
rizling je srednje bujna sorta. Pridelek je velik, tako da mnogi $tejejo to sorto med
“masovnice”. Zahteva najodlicnejSe lege, rodovitna in srednje vlazna tla. Odporna je
proti vecini bolezni. Sodi med pozne sorte in v slabih letih ne more dobro dozoreti,
vendar kljub temu daje tudi ob slabsih letnikih vino dobre kakovosti (Hréek in KoroSec-

Koruza, 1996).

Sorta dosega povprecno 71—75 °Oe sladkorja v mostu. Vino ima dokaj visoko stopnjo
Kisline (7—7,6 g/L) in niZjo alkoholno stopnjo (9,5—10,5 vol.%), Ob pravem c¢asu
trgatve doseze primerno kislino, ki daje vinu svezino, zZivahnost in harmoni¢nost. V
dobrih legah in pri dobri dozorelosti grozdja daje laSki rizling kakovostna vina z
izrazitimi sortnimi lastnostmi, prijetno svezega okusa in prijetnega vonja (Hréek in

Korosec-Koruza, 1996).

Mnogi avtorji navajajo, da daje ta sorta srednje kakovostna, nevtralna vina, ki naj bi bila
primerna za rezanje z mo¢nej$imi vini. Slovenske izkusnje z vini sorte laski rizling so
dobre, zato vidimo v tej sorti ve¢ kot le prijetno nevtralno vino, Ki je sposobno izraziti

sortnost s tako razpoznavnimi in enkratnimi zna¢ilnostmi (Nemani¢, 1996a).

Laski rizling je primeren tudi za vina posebne kakovosti, kot so pozna trgatev, izbor,

jagodni izbor, ledeno vino ali suhi jagodni izbor. Ob izjemnih letnikih dosega zavidljivo
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kakovost. Pogosto ga dodajajo v meSana vina z geografskim poreklom (cvicek,

belokranjec) predvsem tam, kjer lege in zemlja niso najbolj primerne (Nemanic, 1996a).

Pri mladih kakovostnih vinih so barve od svetlo rumenozelene do zlatorumene in zlate

pri vinih posebne kakovosti, pridelanih iz prezrelega grozdja (Nemani¢, 1996a).

V vinu najdemo razlicne vonjave, enostavne, ki se pojavijo pri slabsih letnikih in
sestavljene v dobrih letnikih. V vinih najdemo vonj po limoni, kar kazejo vina s
poudarjeno svezino, vonj po dozorevajocih jabolkih, pa tudi vonjave, ki nas spominjajo
na razli¢no cvetje z lazjimi vonjavami. V zrelih vinih nas spremljajo vonjave, ki nas

spominjajo na vonje po suhem listju, ¢ajih, marelici ali breskvi (Nemanic, 1996a).

Vino sorte laski rizling je uvrS§¢eno med prijetna, pitna vina. Kakovostna vina nam
dajejo vtis lahkosti, zivahnosti. V vinih odli¢nih letnikov se takoj ob pozirku zacuti
njihova polnost, pojavijo se zaznave ekstraktnega vina z veliko elementi enkratne

harmonije (Nemanic, 1996a).

Slika 1: Sorta laski rizling (Hréek in Korosec-Koruza, 1996)
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2.2 JABOLCNO-MLECNOKISLINSKA FERMENTACIJA

Jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija (JMKF) je biokemi¢ni proces encimske
dekarboksilacije L-jabol¢ne kisline v L-mle¢no kislino in CO». Pri tem iz 1 g jabol¢ne
kisline nastane 0,67 g mle¢ne kisline in 0,33 g ogljikovega dioksida (Fugelsang, 1997;
Fleet, 1993; Gockowiak in Henschke, 2003; Rosi, 2003; Ribéreau-Gayon in sod., 2000

)-

Konverzija dikarboksilne jabol¢ne kisline v monokarboksilno mle¢no kislino ob izgubi
CO2 zmanjsa kislost v vinu in poveca njegov pH. Ta zveza je zelo pomembna za vina
pridelana na severnih, hladnejsih obmoc¢jih. Za taksna vina so znacilne visoke vsebnosti

jaboléne in vinske kisline ter nizke pH vrednosti (Fleet, 1993).

Glavni namen jaboléno-mle¢nokislinske fermentacije sta zniZanje koncentracije kislin
in znacilna sprememba vonja in okusa. Postopek fermentacije je primeren za rde¢a vina
z vis$jo koncentracijo jabol¢ne kisline, za alkoholno bogata vina, namenjena daljSemu
zorenju, za bela vina pridelana z maceracijo bele drozge, namenjena daljSemu zorenju in
staranju z namenom tvorbe novih aromati¢nih snovi, in za bela vina, ki jih pripravimo
za meSanje Vv zvrsti ali poenotenje letnikov. JMKF ni zaZelena v vinih z manjSo
vsebnostjo kislin, v vinih z ve¢jim ostankom reducirajocih sladkorjev in v belih svezih,
sadnih vinih. V tak$nih vinih zniZzanje koncentracije kislin, visji pH in spremembe vonja

ter okusa niso zazelene in poslabsajo njihovo kakovost (Bavcar, 2006).

JMKF, ki obi¢ajno nastopi po alkoholni fermentaciji, se lahko zaklju¢i spontano z
endogeno mikrofloro, katere izvor iS¢emo na grozdju in kletarski opremi, ali pa
inducirano z dodatkom startrskih kultur mle¢nokislinskih bakterij (MKB). Vinarji se
pogosto odlo¢ajo za uporabo startrske kulture, saj se tako izognejo nepredvidljivemu
poteku fermentacije, nepopolni konverziji malata v laktat in nezazelenim aromam. Po
navedbah avtorja se 25 % vinarjev odlo¢i za so¢asno inokulacijo MKB in kvasovk, za
dodatek startrske kulture v beli most takoj po zacetku AF se odlo¢i 15 % vinarjev in 48
% vseh vinarjev izvede naknadno inokulacijo, dodatek startrske kulture po koncani

alkoholni fermentaciji (Fugelsang, 1997).
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Rezultati spontane JMKF se pogosto izrazajo v visokih vrednostih vzporednih
produktov kot so hlapne kisline, reduktivne arome v povezavi z ve¢jimi koncentracijami
mlec¢nokislinskih bakterij rodu Pediococcus in v tvorbi biogenih aminov (Krieger,
2002).

2.2.1 ZniZzanje koncentracije Kislin

Po koncani JMKF se zmanjSa koncentracija skupnih kislin. S povecanjem koli¢ine
mlecne kisline, se koli¢ina jabol¢ne kisline zniza za priblizno 50 %. Koli¢ina vinske
Kisline se zniza zaradi izloCanja soli vinske kisline, medtem ko se med alkoholnim
vrenjem in JMKF poveca koncentracija nekaterih drugih organskih Kkislin, kot so
jantarna, citronska, galakturonska. Spremembe se kaZzejo v povecani vrednosti pH (do

0,3 enote) in v hkratnem zmanj$evanju skupnih kislin (1-3 g/L) (Fugelsang, 1997).

2.2.2 Aromavina

JMKF vpliva na spremenjene senzoricne lastnosti vina. Glede na uporabo razli¢nih
sevov MKB, razmer JMKF in sorte vina se tvorijo razlicne aromati¢ne snovi, ki lahko
pozitivno ali negativno vplivajo na aromatiko vina. Ce je bila ta sprememba pozitivna,
smo vinu dodali kompleksnost, s ¢imer smo izboljSali kakovost vina. Pomemben
stranski produkt je zagotovo diacetil z vonjem po maslu, ki v manj$ih koncentracijah
pripeva k polnosti arome vina. Znacilen je tudi nastanek acetaldehida, ocetne Kisline,
acetoina, dietilsukcinata, etil acetata, etil laktata in heksanola. Med fermentacijo namrec
nastajajo razli¢ni stranski produkti, ki spremenijo stil vina (Bav¢ar, 2006; Fugelsang,

1997).

Estri, kot je etil acetat in etilni estri mas¢obnih Kislin so mo¢no odgovorni za sadno noto
vina. Znano je, da so kvasovke med alkoholno fermentacijo sposobne tvorbe estrov z
encimiesterazami in alkohol acetiltransferazami. Za mle¢nokislinske bakterije prisotnost
tega encima Se ni potrjena, kljub temu da raziskave kazejo povecanje vsebnosti etil

acetata, etil laktata, etil heksanoata in etil oktanoata (Liu, 2002).

MKB so sposobne razgraditi tudi nekatere aldehide. Acetaldehid, ki je najpomembne;jsi

aldehid v vinu, daje neprijeten okus po zelenem. Dokazano je bilo, da so nekatere MKB
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sposobne razgraditi acetaldehid v etanol in acetat, kar pomembno prispeva k boljsi

aromi in manjsi porabi SOz Vv vinu (Liu, 2002).

Z vodeno in nadzorovano JMKF se lahko odpravijo pomanjkljivosti vina. Postopek
JMKEF se ne uporablja primarno samo za znizanje kislosti vina in pove¢anja stabilnosti,
ampak jo vinarji vse pogosteje uporabljajo za izboljSanje oziroma spreminjanje arome
vina. Poveca se harmoni¢nost vina, polnost, do izraza pride sadni karakter, medtem ko

se rastlinske note prekrijejo oziroma izgubijo (Nemanic, 1996a).

2.2.3 Vpliv na mikrobiolosko stabilnost

JMKEF v splosnem ugodno vpliva na mikrobiolosko stabilnost, ker se zmanjSa vsebnost
hranilnih snovi za ostale mikroorganizme. Nastala mle¢na in preostala vinska kislina sta
v primerjavi z jabol¢no kislino, bolj stabilni in manj dovzetni za razkroj, saj ne
predstavljata dodatnega vira ogljika za mikroorganizme, hkrati pa MKB porabijo
ve€ino vitaminov in aminokislin. Socasno se v vinih pove¢a pH, kar onemogoca
nadaljevanje rasti MKB in celo drugim nezazelenim mikroorganizmom. Zato dajejo
pravo stabilnost vinu enoloski postopki po koncu JMKF, kot so hlajenje, Zveplanje,

¢is¢enje in filtracija (Bavcar, 2006).

2.2.4 Mle¢nokislinske bakterije vina

Mlec¢nokislinske bakterije vina (MKB) (ang. lactic acid bakteria, LAB) pripadajo trem
rodovom: Lactobacillus, Pediococcus in Oenococcus. Rod Lactobacillus vkljucuje
homofermentativne (npr. L. casei, L. plantarum, L. sake,) in heterofermentativne (npr.
L. brevis, L. hilgardi, L. fermentum) wvrste. V rod Pediococcus uvrs¢amo
homofermentativne vrste (npr. P. parvulus, P. damnosusin P. pentosaceus), medtem ko
vrsta Oenococcus oeni kaze znadilnosti fakultativno heterofermentativnega organizma

(Fugelsang, 1997; Ribéreau-Gayon in sod., 2000)

Homofermentativni organizmi izkori§¢ajo heksoze po EMP (Embden-Meyerhoff-
Parnasova pot), kjer se D-mle¢na kislina tvori z redukcijo piruvata; iz ene molekule
heksoze se tvorita dve molekuli mle¢ne kisline. Heterofermentativne vrste MKB zaradi

izgube encima fruktoza difosfataldolaza pridobivajo energijo po 6-fosfoglukonatni poti
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do mlecne kisline in ogljikovega dioksida ter razli¢nih koncentracij etanola in ocetne
kisline; vsebnost kon¢nih produktov je odvisna od stopnje aeracije ter prisotnosti drugih

protonov in akceptorjev elektronov (Fugelsang, 1997; Veber, 2006; Kosmerl, 2005).

MKB najdemo na povrsini grozdnih jagod, na listih vinske trte, tudi na kletarski opremi.
Razli¢ne bakterije prehajajo iz izvornega (endogenega) okolja v vino, kjer pa zaradi
mocno selektivnega okolja uspeva le nekaj vrst MKB. Tako v vinu prevladujejo MKB
rodu Oenococcus, medtem ko so MKB rodov Pediococcus in Lactobacillus pogostejse

na grozdju in kletarski opremi (Ribéreau-Gayon in sod., 2000).

Najbolj zaZzelene so MKB vrste Oenococcus oeni, saj kazejo najvecjo prilagodljivost na
spremembe v rastnem mediju (nizji pH in T, vi§ja alkoholna stopnja). Prav zaradi vecje
tolerance na visje kisline, bakterije vrste Oenococcus oeni prevladujejo v vinih s pH pod
3,5, medtem ko sta v vinu s pH nad 3,5 prisotna predvsem rodova Pediococcus in
Lactobacillus. Oenococcus oeni tolerira do 14 vol.% alkohola, medtem ko se rast
Lactobacillus plantarum zaustavi ze pri 5-6 % alkohola. Mo¢nejsa rast pediokokov ni

zazelena, saj vodi v oljno konsistenco vina (Fleet, 1993).

2.2.4.1 Bakterije vrste Oenococcus oeni

Mlec¢nokislinske bakterije vrste Oenococcus oeni so grampozitivni negibljivi koki,
nesporogeni, elipsoidne do kroglaste oblike, navadno se pojavljajo v parih in verizicah.
So acidofilne bakterije, saj jim ustreza medij s pH manjsim od 4,8 celo do 3,0. Uspevajo
tudi v prisotnosti 10 vol.% etanola. Rast v gojis¢u je pocasna in navadno konstantna.
Najbolje uspevajo pri temperaturah od 20 do 30 °C. Optimalna temperatura je 22 °C,
medtem ko je pri nizjih temperaturah (<15 °C) rast upocasnjena. Zahtevajo prehransko
bogat medij s kompleksnimi rastnimi dejavniki in aminokislinami (Vr$¢aj Vodosek,
2007).

2.2.5 Dejavniki, ki vplivajo na mle¢nokislinsko fermentacijo

Z ustreznimi razmerami za delovanje mle¢nokislinskih bakterij odlo¢ilno vplivamo na
potek JMKF. Na rast MKB v moStu in vinu najbolj selektivno vplivajo temperatura,

vsebnost alkohola, vrednost pH in vsebnost SO. Na potek JMKF vplivajo tudi vsebnost
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hranilnih snovi, vsebnost O in CO2, prisotnost organskih in mascobnih kislin,

bakteriofagov in interakcije med kvasovkami in bakterijami (Kosmerl, 2010).

2.2.5.1 Temperatura

Optimalna temperatura za rast in razmnozevanje MKB vrste Oenococcus oeni ob 04
vol.% vsebnosti alkohola je okoli 30 °C in ob 10-14 vol.% vsebnosti alkohola, med 18
in 20 °C. Temperature nad 22 °C zmanj$ajo toleranco na alkohol, temperature nad 25 °C
ob visoki vsebnosti alkohola ovirajo rast bakterij. Z niZjimi temperaturami, od 15 do
18 °C, podaljsamo fazo lag MKB in upocasnimo pretvorbo malata, s ¢imer se podaljsa
trajanje JMKF (Fleet, 1993; Boulton in sod., 1996). Za hiter in popoln potek JMKF je
najugodnejsa temperatura 20 °C (Miltenberger in sod., 2003).

2.2.5.2 Alkohol

Etanol v koncentraciji nad 10 vol.% inhibitorno deluje na MKB, zato je priporoc¢ljivo
speljati JMKF Sele v 2/3 AF, da se bakterije pocasi prilagodijo na etanol
(Fugelsang,1997). Pri niZjih koncentracijah lahko etanol stimulira rast MKB (Boulton in
sod.,1996).

2.2.5.3 Vrednost pH

Vrednost pH mocno vpliva na obseg rasti in prezivelost MKB, ki za¢nejo odmirati pri
dalj ¢asa trajajoCem nizkem pH in hkrati poviSani vsebnosti alkohola (Comitini in sod.,
2005). Acidofilen znacaj bakterij vrste Oenococcus oeni omogoca rast v vinu s pH od
3,0 do 3,2, medtem ko pri vi§jih pH vrednostih prevladujejo kvarljivci. Pri pretvorbi
malata nad pH 3,5 nastane ve¢ ocetne kisline in diacetila. Avtorji navajajo, da se pri

visjem pH potek JMKF hitreje zakljuci (Fleet, 1993; Fugelsang, 1997)

2.2.5.4 Vsebnost SO

V primerjavi s kvasovkami so MKB ob¢utljivejSe na povisano vsebnost SO2, ki v
koncentracijah nad 10 mg/L prostega in nad 30 mg/L vezanega SO, zavira rast, pri
vsebnosti nad 50 mg/L skupnega SO pa popolnoma ustavi rast in aktivnost MKB
(Kosmerl, 2010).

2.2.5.5 Hranilne snovi
MKB so prehransko zahtevne glede dusikovih snovi, $e posebej na zacetku rasti.

Bakterije vrste Oenococcus oeni potrebujejo za rast aminokisline arginin, cistin,
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glutaminsko Kislino, izolevcin, tirozin in valin (Tracey in Britz, 1989). Po alkoholni
fermentaciji, ko potece avtoliza kvasovk, se zafnejo v vino sproscati peptidi,
aminokisline in vitamini, ki sluzijo kot rastni faktorji za mle¢nokislinske bakterije
(Boulton in sod., 1996). Med AF in avtolizo celic kvasovk se v vino sproscajo
manoproteini, ki kazejo vrsto pozitivnih enoloskih lastnosti. Spodbujajo rast MKB in

pozitivno vplivajo na potek JIMKF (Gonzalez-Ramos in Gonzalez, 2006).

2.2.5.6 Prisotnost Oz in CO2

Znano je, da O2 v majhnih koncentracijah na zacetku spodbudi rast MKB, ¢eprav vpliva
na nastanek acetata. Podoben u¢inek ima CO> (Boulton in sod., 1996; Ribéreau-Gayon
in sod., 2000).

2.2.5.7 Organske kisline

Malat spodbuja rast bakterij vrste Oenococcus oeni, medtem ko mle¢na in fumarna
kislina, ki nastajata kot vzporedna produkta kvasovk, delujeta kot inhibitor (Ribéreau-
Gayon in sod., 2000).

2.2.5.8 Mikrobne interakcije

Mikrobne interakcije med kvasovkami in mle¢nokislinskimi bakterijami so Se eden od
dejavnikov, ki najveckrat negativno vplivajo na potek JMKF. Medsebojen vpliv je
odvisen predvsem od izbranih parov posameznih sevov kvasovk in bakterij. Inhibitoren
ucinek kvasovk na MKB lahko pripiSemo tekmovanju za hranljive snovi na zacetku AF,
nezanemarljiva je tudi prisotnost SO, (10-30 mg/L), katerega tvorijo kvasovke.
(Miltenberger in sod., 2003). Naras¢anje vsebnosti alkohola in srednje dolgih
mascobnih kislin, ki jih sintetizirajo nekateri sevi kvasovk, prav tako negativno vpliva
na rast MKB. Dekanojska mascobna kislina ze v vrednosti do 5 mg/L ovira transportni
sistem na celi¢ni membrani MKB, kar podaljsa potek JIMKF (Fugelsang, 1997; Comitini
in sod., 2005).

Ugotavljajo, da inokulacija MKB pred ali takoj ob zacetku AF, ko je vsebnost
reducirajoCih sladkorjev Se visoka, zavira delovanje kvasovk in onemogoci dokon¢anje

AF (Boulton in sod., 1996).
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Inhibicija je prisotna tudi med razli¢nimi sevi in vrstami MKB. Najbolj opazen je
antagonizem pri pH nad 3,5, ko MKB rodov Pediococcus in Lactobacillus prevladajo
nad bakterijami rodu Oenococcus (Fugelsang, 1997).

2.2.5.9 Lizocim

Kvasovke vsebujejo beljakovine s protibakterijskim uc¢inkom kot je lizocim, na katerega
so bolj obcutljive bakterije rodu Oenococcus. Lizocim se uporablja za kontrolo oziroma
preprecitev JMKF in za zaSCito vina pred nezazelenimi MKB. Maksimalna dovoljena

koli¢ina lizocima v vinu je 500 mg/L (Delfini in sod., 2004; Comitini in sod., 2005).

2.2.5.10 Bakteriofagi
Mlec¢nokislinske bakterije so obcutljive na bakterijske viruse ali bakteriofage. Liticni
fagi so najbolj virulentni, saj tudi uni¢ijo celico gostitelja, potem ko jo inficirajo.

Razli¢ni sevi MKB so razli¢no odporni na bakteriofage (Fugelsang, 1997).

2.2.6 Organske kisline

Med organskimi kislinami v grozdju in mostu prevladujeta vinska in jabol¢na kislina,
manj je citronske, Stevilne druge kisline najdemo le v sledovih. Med alkoholnim
vrenjem in po njem nastajajo Se: ocetna, propionska, pirogrozdna, mlecna, jantarna,
glikolna, galakturonska, glikonska, oksalna in fumarna kislina. V primerjavi z moStom
se kislinsko stanje vina precej razlikuje. Koncentracija kislin se zmanjSa ze med
alkoholnim vrenjem in zorenjem vina zaradi izloCanja vinskega kamna in po koncanju
jabol¢no-mlecnokislinske fermentacije, kjer se iz jabol¢ne kisline tvori mlecna kislina

(Fleet, 1993).

Kisel okus vseh naStetih kislin v vinu je prekrit zaradi vsebnosti alkohola, reducirajocih
sladkorjev in razlicnih kationov (KoSmerl in Ka¢, 2003). Odvisen je od koncentracije
prisotnih titrabilnih Kislin, stopnje disociacije Kislin ali vrednosti pH, razmerja med
vinsko in jabol¢no kislino v titrabilnih kislinah in od koncentracije mineralnih snovi,
zlasti kalija, ki prisotne kisline omili in jih zaokroZi v aromi. (Sikovec, 1985). Kislost
moSta in vina je kompleksen pojem, saj so kisle snovi prisotne v razlicnih oblikah.

Pojavljajo se kot proste kisline ali soli, disociirane ali nedisociirane.
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Previsoke vsebnosti kislin dobimo, ¢e je bilo grozdje nedozorelo in se dolocen delez
kislin Se ni uspel pretvoriti v sladkorje. V dozorelih letnikih sta vinska in jabolcna
kislina priblizno enako zastopani. V nezrelem grozdju je razmerje kislin v prid jabol¢ne
kisline, ki je veliko bolj kisla od vinske. Soli jabol¢ne kisline (malati) se ne izlo¢ajo z
vinskim kamnom, oziroma se njihovo izloCanje za¢ne $ele po izloCanju tartratov

(Sikovec, 1985).

2.2.6.1 Jabol¢na kislina
Jabol¢na kislina predstavlja eno od glavnih organskih kislin prisotnih v grozdju, mostu
in v vinu. Most lahko vsebuje od 1 do 8 g/L jabol¢ne kisline, ta vsebnost med zorenjem

grozdja upada, vendar lahko v hladnejSih obmo¢jih vsebnost jabolcne kisline ostane
visoka (Fleet, 1993).

Kot produkt nepopolne oksidacije, jabol¢na kislina prehaja iz listja v jagodo, kjer se
oksidira do vode in ogljikovega dioksida. VV grozdnem soku jo najdemo v obliki L-
jaboléne kisline. Ce je grozdje slabo dozorelo, je vrednost jaboléne kisline v sklopu
titrabilnih kislin ve¢ja od vinske. Koncentracija jabol¢ne kisline se spreminja bolj
sunkovito kot koncentracija vinske. Po zacetni intenzivni sintezi se koncentracija
jabol¢ne kisline povecuje, proti koncu dozorevanja pa manjSa. Jabol¢na kislina
predstavlja rezervno energijo, ki jo v slabih vremenskih razmerah trta uporabi za tvorbo
sladkorja. Oksidira se pri temperaturi 27-30 °C, kar pomeni, da se pogosto jabol¢na
kislina v toplih klimatskih razmerah razgradi ze pred trgatvijo (Ribéreau-Gayon in sod.,
2000; Nemanié, 1996b; Sikovec, 1993 ).

MKB transformirajo L-jabol¢no kislino izkljuéno v L-mle¢no kislino. To je pot
dekarboksilacije malata brez vmesnega produkta piruvic¢ne kisline, ki bi se vklju¢eval v
druge metabolne poti. Raziskave so odkrile, da heterofermentativni koki (Oenococcus)
iz glukoze tvorijo izkljuéno v D-mle¢no kislino in iz L-jaboléne kisline izklju¢no L-
mlec¢no kislino. Edini encim, ki je vkljuen v proces pretvorbe malata v laktat je
jabol¢no-mle¢nokislinski encim. Prisotnost tega encima so dokazali pri MKB sevih
rodu Oenococcus ter dolocenih vrstah rodu Lactobacillus. Jabol¢no-mle¢nokislinski
encim deluje le v prisotnosti kofaktorja NAD" in dvovalentnih ionov (Mn?").

Maksimalno aktivnost doseze ob prisotnosti malata, aktivnost spodbudi tudi prisotnost
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fermentirajo¢ih sladkorjev. Ceprav je optimalna vrednost aktivnosti jabol¢no-
mlec¢nokislinskega encima okrog 6,0, je pH medija med 3,0 in 3,5. Pri tem pH malat
lazje prehaja v MKB kot pri vis§jem pH. V vinu poteka torej reakcija dale¢ od
optimalnih razmer. Pretvorba malata poteka v celici MKB, torej v zavarovanem mediju
pred inhibitorji, kot so karboksilne kisline vina, jantarna, citronska in L-vinska kislina.
JMKF je zakljuCena, ko v vinu preostane jabol¢ne kisline med 0,2 in 0,5 g/L
(Bartowsky, 2005; Ribéreau-Gayon in sod., 2000). Medtem ko ima vinska kislina kisel

okus, daje jabol¢na kislina v ustih ob&utek nezrelosti (Sikovec, 1993).

2.2.6.2 Vinska kislina

Vinska kislina je zaradi svojega vpliva na kemijsko stabilnost vina, na barvo in okus
vina, ena najpomembnejSih organskih kislin v vinu. Naravna oblika vinske kisline je L-
vinska kislina. V grozdju, moS§tu in vinu se nahaja v ravnoteZju z mineralnimi snovmi,

zlasti s kalijem in kalcijem. Pojavlja se v prosti in vezani obliki (Fleet, 1993).

Delez vinske kisline niha v odvisnosti od stopnje zrelosti in sorte. Vino jo vsebuje od 2
do 10 g/L, kar predstavlja od 20 do 70 % celotne koncentracije skupnih kislin (Fleet,
1993).

Koncentracija vinske kisline se med alkoholno fermentacijo in zorenjem vina zniza
zaradi tvorbe kalijevih in delno kalcijevih soli vinske kisline. Z izlocanjem vinske
kisline v obliki vinskega kamna (kalijev tartrat) se lahko zniza koncentracija titrabilnih
Kislin za 2 do 3 g/L.

Vinska kislina nima pomembne vloge pri jabol¢no-mlecnokislinski fermentaciji.
Razgradnja vinske kisline je bolezen vina, pri ¢emer se zniza kislost vina in poveca

vsebnost ocetne in jantarne Kisline ter CO2 (Fugelsang, 1997; Boulton in sod., 1996).

2.2.6.3 Mlecna kislina

V mostu iz zdravega grozdja praviloma ni prisotna. Koncentracija mle¢ne kisline v vinu
(nad 0,1 g/L do 7 g/L) se pove€a po koncanju jabol¢no-mle¢nokislinske fermentacije,
kar je posledica dekarboksilacije jaboléne kisline pod vplivom mle¢nokislinskih
bakterij. V tak§nem vinu lahko najdemo okus po medu, maslu, kvasu, vaniliji, sadju in
zelenjavi. Napake, ki lahko nastanejo pri JMKF, ne izhajajo iz mle¢ne kisline, temve¢ iz

drugih vzporedno nastalih produktov (hlapne kisline, diacetil). Po vonju in okusu se
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mlecna kislina tezko loCi od jabol¢ne, ¢eprav ucinkuje milejSe in manj ostro. Vinu

prispeva mehak, neznejsi okus z daljSo zaznavo (Bavcar, 2006)

2.2.6.4 Citronska kislina

V zdravem mostu je najdemo zelo malo, od 100 do 200 mg/L. Vecje koncentracije
vsebuje most iz gnilega grozdja, saj se tvori tudi pod vplivom plesni vrste Botrytis
cinerea, ki del glukoze pretvarja v citronsko kislino. Ceprav je v grozdni jagodi vezana

na celicne opne in je mnogo zaostane v tropinah, prehaja tudi v most (Bavcar, 2006).

V vinu je stabilna, neobstojna je le v primeru aktivnosti mle¢nokislinskih bakterij. MKB
s, ki predstavljajo endogeno mikrofloro v vinu, kot so bakterije vrst O. oeni, L. casei, L.
plantarum in L. mesenteroides, hitro koristijo citrat, medtem ko ga MKB rodu

Pediococcus in vrst L. hilgardii in L. brevis ne morejo (Liu, 2002).

MKB vina razgradijo citrat s citrat liazo v acetat in oksalacetat, ki se nadalje
dekarboksilira v piruvat. 1z piruvata se v nadaljevanju razgradnje citronske Kisline
tvorijo spojine diacetil, acetoin in 2,3-butandiol. Najbolj znana je tvorba diacetila, Ki je
zelo aromati¢na spojina v primerjavi z acetoinom in 2,3-butandiolom. OpiSemo ga
lahko s senzori¢nimi deskriptorji: po maslu, po jogurtu, po mleku. Splosno med JMKF
nastanejo male koli¢ine diacetila, ki lahko do 3 g/L pozitivno vplivajo na kompleksnost
arome vina. Nezazelene in zelo intenzivne vonjave diacetila, ki v koncentraciji nad 7
mg/L postane mote¢ in prevlada nad ostalimi vonji, so posledica delovanja kvarljivcev
JMKEF v vinih s pH nad 3,5. Na kon¢no koncentracijo diacetila v vinu vplivajo mnogi
dejavniki: vrsta uporabljenega seva MKB, vrsta vina, vsebnost SO in citronske Kisline,
temperatura JMKF, zacetni pH vina ali mosta in vsebnost sladkorjev. Citronska kislina
predstavlja MKB dodaten vir energije. V prisotnosti preostanka sladkorjev se v vinu
izbolj$a rast in prezivetje MKB, kar vodi do nastanka acetata in ATP (Vrs¢aj Vodosek,
2007; Liu, 2002).

V Sloveniji je zgornja meja vsebnosti citronske Kisline v vinih omejena na 1g/L
(Pravilnik o pogojih..., 2004).

Kvasovke med AF ne asimilirajo ali sintetizirajo citronske kisline (Delaquis in sod.,
2000).
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2.2.6.5 Jantarna kislina

Jantarna kislina predstavlja enega glavnih sekundarnih metabolitov kvasovk med
alkoholno fermentacijo. Nastaja s pretvorbo malata in aspartata ali iz sladkorja preko
piruvic¢ne kisline z encimi v Krebsovem ciklu. Nastanek jantarne kisline je odvisen tudi
od izbranega seva kvasovk in od prisotnosti glutamata v vinu. Jantarna kislina z vezavo
na druge molekule tvori estre, pomembne aromati¢ne spojine v vinu. Vinu daje tudi
slano-grenak okus, zato je treba spremljati njeno vsebnost. V vinu je prisotna v
koncentraciji od 0,5 do 2 g/L.. MKB je med jabol¢no-mle¢nokislinsko fermentacijo ne

metabolizirajo (Fleet, 1993).

2.2.6.6 Ocetna kislina

Ocetna kislina se tvori na zacetku alkoholne fermentacije (do 0,3 g/L), njena tvorba pa
se ustavi, kakor hitro sladkor prefermentira. Na sintezo ocetne kisline s kvasovkami
vrste S. cerevisiae vplivajo vsebnost sladkorjev, dusikovih snovi in vrednost pH. Vecje
koncentracije ocetne kisline se tvorijo pri pH pod 3,2 in nad 4 in v bolj ozmofilnih
razmerah. V vinu ima pri niZjih koncentracijah pomembno vlogo kot aromati¢na
spojina, sodeluje pri tvorbi estrov. Njene povecane koncentracije, to je nad 0,8 g/L, so
posledica delovanja nezaZelenih ocetnokislinskih bakterij. Vsebnost ocetne kisline se
poveca tudi med JIMKF kot posledica metabolizma citronske Kisline. Za tvorbo ocetne
kisline pa mle¢nokislinske bakterije izkoris¢ajo tudi sladkorje, posebej pentoze. (Fleet,

1993; Bavcar, 2006).

Maksimalno dovoljena koncentracija hlapnih Kislin v vinu , izrazenih kot ocetna kislina,

je za bela vina omejena na 1 g/L (Pravilnik o pogojih..., 2004).
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3 MATERIAL IN METODE

V diplomskem delu bomo predstavili dvomese¢ni eksperimentalni poskus jabol¢no-
mlecnokislinske fermentacije, ki je potekal v kletnih prostorih Biotehniske fakultete,

Oddelka za zivilstvo.

3.1 MATERIAL

3.1.1 Most

Pri poskusu smo uporabili most bele sorte laski rizling iz slovenske vinorodne deZele
Podravje, vinorodni okoli§ Stajerska Slovenija. Grozdje je bilo predelano septembra

2006 v Ptujski kleti, Ptujska Klet Vinarstvo d.0.0., po klasi¢ni predelovalni shemi.

3.1.2 Startrske kulture

Uporabili smo startrske kulture kvasovk in mle¢nokislinskih bakterij proizvajalca
Lallemand (Montreal, Kanada). Uporabili smo kvasovke Lalvin ICV D47
Saccharomyces cerevisiae v priporoceni koli¢ini 25 g/hL in mle¢nokislinske bakterije
Oenococcus oeni Uvaferm alfa (MKB1) in 49A1 (MKB?2) v priporoc¢eni koli¢ini 1 g/hL.

Startrsko kulturo kvasovk smo rehidrirali v vodi s temperaturo 35 °C, tako pripravljen
inokulum smo po 45 minutah dodali rehidracijski raztopini z raztopljenim hranilom Go-
Ferm (30 g/hL), ki smo ga predhodno 10 minut rehidrirali v vodi s temperaturo 35 °C.
Rehidracijsko raztopino s hranilom in kulturo kvasovk, ki smo ji dodali enako koli¢ino
mosta, smo temperirali na 21 °C in hkrati vmesali v vse fermentacijske posode, da je

potekla alkoholna fermentacija.

Startrsko kulturo MKB smo 15 minut rehidrirali v vodi s temperaturo 21°C. Nato smo
jo hkrati s startrsko kulturo kvasovk dodali v fermentacijsko posodo 2 in 3 (1. dan), v

fermentacijsko posodo 4 in 5 pa smo startrsko kulturo MKB dodali $ele po koncu
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alkoholne fermentacije (11. dan). V fermentacijsko posodo 1, ki predstavlja kontrolni
vzorec, nismo dodali startrske kulture MKB.

3.1.3 Enoloska sredstva

Za doseganje optimalnih razmer rasti smo pri vseh vzorcih uporabili dve prehranski
sredstvi za kvasovke proizvajalca Lallemand, Go-Ferm v priporoceni koli¢ini 30 g/hL
na zacetku vinifikacije in Fermaid E v priporoc¢eni koli¢ini 25 g/hL po Y alkoholne

fermentacije.

3.2 ZASNOVA POSKUSA

Poskusi so potekali pri temperaturi 18 °C v petih fermentacijskih posodah iz nerjavnega
jekla (tankih) s prostornino 28 L (slika 3) in v 15 fermentacijskih steklenicah s 600 mL
fermentacijsko prostornino (slika 2) pri temperaturi 18 °C. V steklenicah smo izvedli
poskus v treh paralelkah.

Slika 2: Vrenje v 600 mL fermentacijskih steklenicah
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V poskusu smo v tankih glede na dodatke startrskih kultur izpeljali pet razli¢nih
postopkov vinifikacije:

e tank (vinifikacija)l: KONT- kontrola; dodatek startrske kulture kvasovk

e tank (vinifikacija) 2: KOIN1- koinokulacija startrskih kultur kvasovk in MKB1
e tank (vinifikacija) 3: KOIN2- koinokulacija startrskih kultur kvasovk in MKB2
e tank (vinifikacija) 4: IN1- inokulacija MKB1 po koncani alkoholni fermentaciji

e tank (vinifikacija) 5: IN2- inokulacija MKB2 po kon¢ani alkoholni fermentaciji

Vinifikacija v 28 L fermentacijskih posodah je do Zzveplanja s pretokom pri KONT,
KOINL1 in KOINZ2 trajala 42 dni in pri IN1, IN2 60 dni. JMKF je od inokulacije MKB v
most pri vzorcih KONT, KOIN1 KOIN2 trajala 42 dni, medtem ko se je pri vzorcih IN1
inIN2 ob inokulaciji MKB v vino JMKF zakljucila v 49 dneh.
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Slika 3: Vrenje v 28 L fermentacijskih posodah

Potek JMKF smo trikrat tedensko spremljali s kemijskimi analizami vrednosti pH,
titrabilnih in skupnih kislin, refraktometricno doloc¢ali sladkorno stopnjo in hkrati

vzorc¢ili za analizo organskih kislin s HPLC.

Med vinifikacijo in po konc¢ani JMKF smo opravili naslednje kemijske analize:
vrednosti pH in pufrne kapacitete, vsebnost titrabilnih in skupnih Kislin, vsebnost
skupnega ekstrakt in alkohola, vsebnost hlapnih kislin, vsebnost prostega in skupnega

zveplovega dioksida, vsebnost reducirajoc¢ih sladkorjev.

Po koncanem poskusu smo vzorce vin zveplali in pretocili. Vina so po zveplanju s
kalijevim metabisulfitom (K2S20s) vsebovala 30 mg/L prostega SO2. Po pretoku vin v

5L in 10 L steklene vinske posode je sledilo zorenje vin pri konstantni temperaturi 8
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°C. Po Sestih mesecih smo vino stekleni¢ili in po enem mesecu opravili senzori¢no

analizo vzorcev vin.

Kinetiko alkoholne fermentacije smo v vrelnih steklenicah spremljali z dnevnim
tehtanjem mase oddanega CO: (g/L) in izra¢unom hitrosti oddanega CO> (g/L na h).

Vzorce vin iz vrelnih steklenic smo po kon¢anem poskusu zavrgli.

OSNOVNE
l MOST SORTE LASKI RIZLING ’ s
l l l i l ANALIZE
KONTROLA KOINOKUILACHAT KoInokULAchAl INOKULACIA | INOKULACUA I
- kvasovke ~hvasovke vasovke -kvsovke ~kvasovke
-MK81 -MKB2
KEMIJSKE ' ¥
ANALIZE MED IN SIS OSNOVNE
PO ZAKLUCKU F:':m:?:\zﬁ 3 JABOLENO MLEENOKISLINSKA ’ ALKOHOLNATERMENTACUA H 'fl::\liISZKEE
VINIFIKACUE FERMENTACUA 42 dni
INOKULACLIA | INOKULACLIA I
' ' -MKB1 po 11 dneh -MKB2 po 11 dneh
PRETOK IN ZVEPLANJE ‘
¥
’ JABOLENO MLECNOKISLINSKA igm‘gzs
FERMENTACUA 49 dni, VINIFIKACUJA 60 dni SRS
¥
‘ PRETOK IN ZVEPLANJE ‘
1

‘ STEKLENICENJE po 6 mesecih I

:

‘ SENZORICNA ANALIZA po 7 mesecih ‘

Slika 4: Shema poteka eksperimentalnega dela

3.3 FIZIKALNE IN KEMIJSKE ANALIZE

Fizikalne in kemijske analize mosta in vina so bile opravljene na Katedri za tehnologije,
prehrano in vino Biotehniske fakultete v Ljubljani. Vse meritve in analize so bile
opravljene v treh ponovitvah, pri rezultatih smo upostevali aritmeti¢no sredino in

standardni odklon vseh treh meritev.
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Med fermentacijo smo spremljali vsebnost sladkorja, spros¢anje ogljikovega dioksida
(zmanjSanje mase vrelnih steklenic), vrednosti pH, pufrno kapaciteto, vsebnost
titrabilnih in skupnih kislin. V mos$tu in mladem vinu smo med vinifikacijo in po
koncani JMKF poleg ze navedenih parametrov spremljali Se naslednje fizikalno-
kemijske parametre: vsebnost alkohola, relativnho gostoto, skupni ekstrakt, hlapne
kisline, skupni in prosti zveplov dioksid in vsebnost organskih kislin. Vzorce mosta smo
pred analizami filtrirali skozi filter papir, termostatirali pri 20 °C in po potrebi

degazirali 15 minut v ultrazvo¢ni kopeli.

3.3.1 Dolocanje vrednosti pH v vinu

Merjenje vrednosti pH temelji na merjenju razlike v potencialu med dvema
elektrodama, ki sta potopljeni v vzorec mosta ali vina. Referen¢na elektroda ima stalni
potencial, druga, steklena elektroda pa ima potencial, ki je funkcija aktivnosti H3O*
ionov v raztopini. Uporabljali smo kombinirano stekleno elektrodo. Uporabili smo pH
meter znamke Mettler Toledo DL50 Graphix, ki smo ga predhodno umerili z dvema
pufrnima raztopinama in nato izmerili vzorcu vrednost pH natan¢no na 3 decimalke
(KoSmerl in Kag, 2003).

3.3.2 Dolocanje pufrne kapacitete v vinu

Pufrno kapaciteto mosta ali vina opiSemo kot lastnost mosta ali vina, da se njegov pH
ob dodatku znatnih koli¢in kislin ali baz bistveno ne spremeni. Definirana je kot
mnozina H3zO" ali OH" ionov, ki jih moramo dodati 1 L vzorca, da se njegov pH
spremeni za eno enoto. Metoda temelji na merjenju potenciala med dvema elektrodama,
Ki sta potopljeni neposredno v vzorec mosta ali vina. Referen¢na elektroda ima stalen
potencial, druga, steklena elektroda pa ima potencial, ki je funkcija aktivnosti HzO"
ionov v raztopini (KoSmerl in Kac¢, 2003). Iz podatkov o pH in to¢nih volumnih
dodanega titranta (0,1 M raztopina NaOH) in 0,1 M raztopina HCI) nariS§emo krivuljo
pufrne kapacitete ter izra¢unamo enacbi premice ob dodajanju baze in ob dodajanju
kisline, s katerima dolo¢imo dejansko pufrno kapaciteto vzorca. Podatek o pufrni

kapaciteti je pomemben za razumevanje sprememb pH mosta ali vina. Uporabljali smo
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kombinirano stekleno elektrodo. Uporabili smo pH meter znamke Mettler Toledo DL50

Graphix, ki smo ga predhodno umerili z dvema pufrnima raztopinama.

Navadne vrednosti pufrne kapacitete so od 35 do 50 mmol/L/pH, v ekstremnih primerih
pa tudi od 25 do 60 mmol/L/pH.

Pufrno kapaciteto, izrazeno v mmol/L/pH, izra¢unamo po naslednji formuli:

a-c-1000
v

PK (mmol /L / pH) = ...(1)

Kjer je:

a ... volumen porabljenega titranta (mL)
c ... koncentracija NaOH (0,1 M)
v ... volumen vzorca (50 mL)

3.3.3 Dolocanje skupnih (titrabilnih) kislin v vinu

Metoda temelji na potenciometricni titraciji skupnih kislin z mo¢no bazo do koncne
tocke pH 7,00 kot jo definira Mednarodni urad za trto in vino (O.1.V.) ali do kon¢ne
tocke pH 8,20 kot jo definira AOAC (The Official Methods of Analysis of the
Association of Official Analytical Chemists). Uporabili smo pH meter znamke Mettler

Toledo DL50 Graphix, ki smo ga predhodno umerili z dvema pufrnima raztopinama.

Titracijo z 0,1 M raztopino NaOH smo izvedli na samodejnem titratorju s kombinirano
stekleno elektrodo do koncne tocke pH 7,00 oziroma pH 8,20 (Kosmerl in Kac, 2003).

Masno koncentracijo skupnih titrabilnih kislin, izrazeno v g vinske Kkisline/L,

izraunamo po naslednji formuli:

a-cM

TK (g—1) = (2

vn

Kjer je:

a ... volumen porabljenega titranta (mL)
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¢ ... koncentracija baze (0,1 M)

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

Vv ... volumen vzorca (25 mL)

n ... molsko razmerje kemijske reakcije med NaOH in vinsko kislino (n = 2)

3.3.4 Dolocanje relativne gostote, skupnega ekstrakta in alkohola v vinu

Relativna gostota je razmerje med gostoto vina pri 20 °C in gostoto vode pri enaki
temperaturi. Nato to¢no dolo¢en volumen (100 mL) ponovno termostatiranega vzorca
predestiliramo z destilacijsko napravo v 100 mL merilno bucko. Po destilaciji vzorca
termostatiramo alkoholni destilat in izmerimo njegovo relativno gostoto s hidrostatsko
tehtnico. Poleg relativne gostote odc¢itamo tudi koncentracijo (volumenski deleZ)
alkohola. Skupni suhi ekstrakt vina sestavljajo po definiciji O.1.V. pri 100 °C nehlapne
komponente vina (sladkorji, fiksne kisline, organske soli idr.). Na osnovi vsebnosti
ekstrakta vina lahko sklepamo na zacetno vsebnost sladkorja v mostu, iz katerega je bilo
vino pridelano. Prevladujoci alkohol v vinu je etanol, ki nastane kot glavni produkt
alkoholne fermentacije s kvasovkami iz glukoze in fruktoze v mostu (Kos$merl in Kag,

2003).

Meritve smo opravili na aparaturi znamke Mettler Toledo DE45 Density Meter, Kjer
smo odcitali relativno gostoto vzorca vina in alkoholnega destilata ter vsebnost
alkohola. Alkoholni destilat smo dobili z destilacijo vzorca vina na destilacijski napravi
(D.E.E. Gibertini).

Relativno gostoto skupnega ekstrakta (dgg) izraCunamo po AOAC s pomodcjo

Tabariéjevega obrazca:

dSE = dV - dA + 1,0000 (3)
Kjer je:

dse ... gostota skupnega ekstrakta
dv ... relativna gostota vzorca vina
da ... relativna gostota alkoholnega destilata
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Na podlagi znane relativne gostote dg; iz tabele od¢itamo masno koncentracijo
skupnega ekstrakta v vinu (g skupnega ekstrakta /L vina).Rezultat izrazimo na eno

decimalno mesto.

3.3.5 Dolocanje vsebnosti sladkorjev v vinu

Sladkorno stopnjo mosta in mladega vina med fermentacijo smo dolocali z digitalnim
refraktometrom. Refraktometer deluje na principu dolo€anja lomnega koli¢nika, ki je
odvisen od vsebnosti suhe snovi, ki jo najve¢ sestavljajo sladkorji. Rezultat od¢itamo v
stopinjah Oechsle (°Oe)(Kosmerl in Ka¢, 2003).

Za doloc¢anje vsebnosti reducirajoCih sladkorjev v vinu smo uporabili titracijsko metodo
po Rebeleinu (Kosmerl in Kac, 2003). Prevladujoca sladkorja v grozdju, mostu in vinu
sta glukoza in fruktoza. Popolnoma suha vina vsebujejo priblizno 1 g/L reducirajo¢ih
sladkorjev. Fehlingov reagent kvantitativno oksidira reducirajo¢e sladkorje v
karboksilne kisline. S segrevanjem do vrenja poteCe v reakcijski zmesi oksidacija
reducirajocih sladkorjev v kisline, dvovalentni bakrov ion iz reakcijske zmesi pa se
reducira do enovalentnega bakrovega oksida, ki se izlo¢i iz raztopine kot oborina.
Preostali Cu?* ioni se v raztopini kalijevega jodida v kislem reducirajo, nastali jod pa
titrimetricno dolo¢imo z raztopino natrijevega tiosulfata v prisotnosti Skrobovice kot
indikatorja. Koncentracijo reducirajoc¢ih sladkorjev (g/L) od¢itamo neposredno iz birete
ob upostevanju slepega vzorca (to vrednost odstejemo od rezultata) (KoSmerl in Kac,

2003).

3.3.6 Dolocanje Zveplovega dioksida v vinu

Dolo¢anje prostega in skupnega zveplovega dioksida (SO2) po Ripperjevi metodi
temelji na oksidacijsko-redukcijski reakciji z raztopino joda. Za doloditev prostega SO2
vzorec vina najprej nakisamo z dodatkom Zveplove(VI) kisline; s tem zmanjSamo
oksidativni vpliv vina pri titraciji z raztopino joda in dodamo indikator. Jod oksidira

zveplovo(IV) kislino v zveplovo(VI) kislino in v kon¢ni tocki titracije prebitna koli¢ina
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joda obarva raztopino modro. Za dolo¢itev koncentracije skupnega SO2 pa vzorcu vina
najprej dodamo 1M raztopino NaOH, da dosezemo hidrolizo vezanega SO». Nato sledi
dodatek ostalih reagentov in jodometri¢na titracija kot pri doloCanju prostega SO>

(Kosmerl in Kac, 2003).

Koncentracijo prostega SO> izratunamo po naslednji formuli:

a:c-M-1000

vn

Cso, (mg /L) = ..(4)

Kjer je:

Cso2 ... koncentracija prostega SO2 (mg/L)

a ... volumen standardizirane raztopine joda (mL)

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

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

Vv ... volumen vzorca (25 mL)

n ... molsko razmerje kemijske reakcije med jodom in zveplovim dioksidom

(n=1)

Koncentracijo skupnega SO, (mg/L) izratunamo na enak naéin kot koncentracijo

prostega SOo.

3.3.7 Dolocanje hlapnih Kislin v vinu

Hlapne kisline v vinu so predvsem mravljin¢na, ocetna in butanojska kislina. Te
dolo¢imo titrimetri€no s standardizirano vodno raztopino NaOH v destilatu vina po
destilaciji z vodno paro (destilacijska naprava D.E.E. Gibertini). Rezultat izrazimo kot
ocetno kislino (g/L). V destilat ne preidejo mle¢na, jantarna ali sorbinska kislina, niti
ogljikov dioksid ali Zveplova(IV) kislina. ManjSe koli¢ine hlapnih kislin nastajajo kot
stranski produkti med alkoholnim vrenjem vina in pri bioloskem razkisu, kjer nastaja
predvsem ocetna Kislina kot posledica razgradnje citronske kisline. Napaka in bolezen

vina (ocetnokislinski ton in cik) sta senzori¢no zaznavna v vonju Ze pri koncentraciji
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okrog 0,6—0,9 g ocetne Kisline/L, kar je manj kot zakonsko dovoljena maksimalna
koncentracija (Kosmerl in Ka¢, 2003).

Koncentracijo hlapnih kislin, izrazeno kot masno koncentracijo ocetne kisline (g/L),

izraCunamo po naslednji formuli:

HK(g/L) =a-c-M- (=) (5
Kjer je:

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

¢ ... koncentracija NaOH (0,1 mol/L)

50 ... razredc¢itveni faktor

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

3.3.8 Doloc¢anje vsebnosti organskih Kislin z metodo HPLC

Kromatografija je u¢inkovita separacijska metoda s Stevilnimi aplikacijami na razli¢nih
podroc¢jih znanosti in tehnologij. Osnova loCevanja v kromatografskem sistemu temelji
na porazdelitvi topljenca med mobilno fazo, ki je lahko tekoca ali plinasta, in med
stacionarno fazo, ki je lahko trdna snov ali teko¢ina (Rudan-Tasi¢ in Klofutar, 2007).
Do porazdelitve pride zaradi razli¢nih fizikalnih in kemijskih interakcij med vzorcem
ter mobilno in stacionarno fazo. Tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (HPLC)
se je razvila v najbolj pogosto in najbolj Siroko uporabljano kromatografsko tehniko, ki
se uporablja za preparativne in tudi za kvalitativne in kvantitativne analitske separacije
(Kregar, 1996).

Zaradi uCinkovitosti in enostavne priprave vzorcev je tudi hitra metoda, ki omogoca
kvantitativno dolo¢itev organskih kislin (vinske, jabol¢ne, mle¢ne, ocetne, citronske in
jantarjeve kisline) v belih vinih (Kordis—Krapez in sod., 2001). Meritve analiz se
samodejno shranjujejo v raCunalniku, ki nam za vsak vzorec posebej izriSe
kromatogram krivuljo, ki opiSe odvisnost merjene koli¢ine od ¢asa. Nadaljujemo z

identifikacijo komponent. Spojine pri znanih kromatografskih pogojih in pri dobri
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kromatografski locbi lahko identificiramo z retenzijskim ¢asom — to je ¢as zadrZevanja
komponente v koloni. Ko spojine identificiramo, dolo¢imo $e njihove koncentracije z
merjenjem povrsine pod krivuljo 0z. merjenjem visine krivulje. S pomocjo teh vrednosti
in vrednosti izmerjenih pri standardih (vzorci z znanimi koncentracijami merjenih

komponent) lahko izratunamo vsebnosti iskane komponente v vzorcu (Zorz, 1991).

Pripravili smo si pet standardov z razlicnimi koncentracijami vinske, jabol¢ne, mlec¢ne,
citronske in jantarjeve kisline za pripravo umeritvene krivulje. Razli¢ne koncentracije
organskih kislin so podane v preglednici 1. Odmerke organskih kislin smo raztopili v 10
mL 96 % etanola, ki smo ga dolili v 100 mL buc¢ko in dopolnili z deionizirano vodo do
oznake. Vzorce smo predhodno centrifugirali 10 min na 4000 min™ in jih filtrirali skozi

membranski filter velikosti 0,45 pm.

Preglednica 1: Koncentracije organskih kislin v pripravljenih standardih

S1 (g/100 mL) | S2 (9/100 mL) S3(g/100 mL)
Vinska kislina 0,200 0,400 0,600
Jaboléna kislina | 0,100 0,200 0,400
Mlegna kislina 0,100 0,200 0,300
Citronska kislina | 0,030 0,050 0,080
Jantarna kislina | 0,060 0,100 0,160

Kromatografski pogoji so bili: razplinjevalnik: JourResearch, X-Act, ¢rpalka: Knauer,
Maxi star K-1000, kolona: Bio-Rad, Aminex, HPX- 87H, izmere 300 mm x 7,8 mm,
mobilna faza: 0,0125 M H.SOg, pretok mobilne faze: 0,5 mL/min, temperatura: 65 °C,
volumen injiciranja: 20 pL, detektor: UV-VIS, Knauer, avtomatski podajalec vzorcev:

Spark Holland, Marathon-XT, zapis signala: programska oprema Eurochrom 2000.
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3.3.9 Spremljanje nastanka CO. med fermentacijo

Tvorbo oddanega CO, smo spremljali v 600 mL fermentacijskih steklenicah, in sicer
tako, da smo steklenice dvakrat dnevno tehtali na tehtnici z natan¢nostjo 0,01g. Iz
rezultatov o izgubi mase v dolo¢enem ¢asu smo dobili podatek o hitrosti oddanega CO>

(9/L na h) med fermentacijo.

3.4 SENZORICNA ANALIZA

Senzori¢na analiza je znanstvena disciplina o merjenju in vrednotenju lastnosti zivil s
cutili. IzkuSeni strokovnjaki z izSolanimi cutili so sposobni zaznave mnogih
kompleksnih sestavin v vinu. Senzori¢na analiza nam daje celoten vtis za vrednotenje
kakovosti in prav zaradi tega je tako pomembna za razvrstitev vina v razli¢ne
kakovostne razrede (KosSmerl, 2005b). Senzoricna analiza je bila opravljena na
Biotehniski fakulteti, Oddelku za Zivilstvo, Katedre za tehnologijo vina v juniju 2007.
Uporabili smo 20-tockovno Bauxbaumova metodo, ki jo predpisuje slovenska
zakonodaja. Vzorce je ocenjevalo 10 ocenjevalcev. Pred organolepticnim ocenjevanjem
vsakega vzorca vina je bil pokuSevalec seznanjen z letnikom in sorto vzorca.
Senzori¢no oceno smo dolo¢ili s povpreéno vrednostjo 10 ocen, z neupoStevanjem
najnizje in najvisje ocene.

Po Bauxbaumovi metodi pozitivnih toCk se za vsak parameter upoSteva naslednje

Stevilo tock:

e bistrost: 0 do 2 tocki
e barvo: 0 do 2 tocki
e vonj: 0 do 4 tocke

e 0kus: 0 do 6 tock

e harmoni¢nost: 0 do 6 toc¢k
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Ocenjuje se na eno decimalno mesto natan¢no, pri ¢emer se drugo decimalno mesto

zaokrozi.

Ce dobi vino pri senzori¢nem ocenjevanju manj kot 12,1 tocke, ni primerno za promet.
Glede na zbrano S$tevilo toc¢k pri organolepti¢ni oceni lahko vino pridobi naslednje

oznake (Pravilnik o postopku ..., 2000):

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

e vino, ocenjeno z najmanj 14,1 toCke: namizno vino z geografsko oznako
oziroma dezelno vino — PGO;

e vino, ocenjeno z najmanj 16,1 tocke: kakovostno vino z zasCitenim geografskim
poreklom oziroma kakovostno vino ZGP ali kakovostno vino;

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

najvisje kakovosti.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

Most sorte laski rizling letnika 2006 smo pred postopki vinifikacije analizirali s

kemijskimi analizami. Rezultati so predstavljeni v preglednici 2.

Preglednica 2: Kemijski parametri mosta sorte laski rizling letnika 2006

parameter (enota) most 1.2006
vrednost pH 3,23+0,01
titrabilne kisline 1 (g/L) 6,21+ 0,07
titrabilne kisline 2 (g/L) 6,42 + 0,08
pufrna kapaciteta (mmol/L na pH) 45,70 + 0,01
hlapne kisline (g/L) 0,13+ 0,01
vinska kislina (g/L) 2,72+0,0
jaboléna kislina (g/L) 6,58 + 0,0
mlecna kislina (g/L) 0,00+ 0,0
citronska kislina (g/L) 0,18+0,0
jantarna kislina (g/L) 1,58+0,0
ocetna Kislina (g/L) 0,00+ 0,0
sladkorna stopnja (°Oe) 73+£0,0
prosti SO, (mg/L) 7,34 +0,37
skupni SO, (mg/L) 24,13 £0,43
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Slika 5: Spreminjanje vrednosti pH med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 5 prikazuje spreminjanje vrednosti pH med petimi vinifikacijami vin sorte laski
rizling. Opazili smo trend naras¢anja vrednosti pH pri vseh vzorcih, tudi pri kontrolnem
vzorcu. Primerjava sprememb vrednosti pH med posameznimi vinifikacijami je
pokazala razlike med koinokulacijo z MKB in inokulacijo z MKB, saj so kon¢ne
vrednosti pH pri IN1 in IN2 za 0,12 in 0,09 visje od kon¢nih vrednosti pH pri KOIN1 in
KOIN2. Ce primerjamo spremembo vrednosti pH med posameznimi vinifikacijami, se
je vrednost pH najbolj povecala do 3,4 pri IN2 in najmanj do vrednosti pH 3,32 pri
KONT. Nepric¢akovano se je vrednost pH bolj poveéevala ze med AF pri IN1 in IN2, Se
preden smo vzorce inokulirali z MKB. Po inokulaciji z MKB se je trend poveéanja
vrednosti pH pri IN1 in IN2 konstantno nadaljeval. VVrednost pH se je bolj povecala pri
vinifikacijah, kjer smo uporabili MKB seva 2 v primerjavi s sevom 1. Pri vseh
vinifikacijah smo opazili strmo narascanje vrednosti pH do 34. dneva in nato padec v
vrednosti pH, kar lahko pripiSemo nenadnemu ve¢jemu nihanju vinske in drugih

organskih Kislin med vinifikacijo.
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Spremembe v vrednosti pH so bile povezane s potekom JMKEF, torej z razgradnjo
jabol¢ne kisline. Kon¢ne vrednosti pH so se pricakovano povecale, delno tudi zaradi

zmanjSanja vsebnosti vinske in citronske kisline (Vrs¢aj Vodosek, 2007).

48
46
% L
Q 44
E .
£ 42
s .
o 40
‘O L
1]
§ 38
R
o .
E 36
3
Q_ =
34
32
pred JMKF po JMKF
oKONT @ KOIN1 B KOIN2 OlIN1 mIN2

Slika 6: Spreminjanje pufrne kapacitete med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 6 prikazuje spreminjanje vrednosti pufrne kapacitete v vinu sorte laski rizling.
Pufrna kapaciteta se je z zaCetne vrednosti 45,7 mmol/L/pH v mostu znizala za 7,5
mmol/L/pH pri kontrolnem vzorcu, za 9,2mmol/L/pH pri KOIN1, za 10,8 mmol/L/pH
pri KOIN2, za 11,9 mmol/L/pH pri IN1 in za 11,8 mmol/L/pH pri IN1. Najveéje
zmanjSanje smo opazili pri inokulaciji z MKB, vendar o razliki med njima ne moremo
govoriti, saj gre za razliko 0,2mmol/L/pH. Pri¢akovano se je vrednost pufrne kapacitete

najmanj zmanjsala pri kontrolnem vzorcu.
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Slika 7: Spreminjanje vsebnosti titrabilnih kislin med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 7 prikazuje trend spreminjanja vsebnosti TK (titracija do pH = 7,0) v vinu sorte
laski rizling. Po za¢etnem dvigu vsebnosti TK okoli 4. dne smo opazili pri vseh vzorcih
v nadaljevanju trend zmanjSevanja vsebnosti TK. V kontrolnem vzorcu se je vsebnost
po zakljutnem poskusu povecala, in sicer z zaCetne vrednosti 6,21 g/L na kon¢no
vrednost 6,63g/L. Pri KOIN1 se je vsebnost TK prav tako povecala z zaCetne vrednosti
6,21 g/L na kon¢no vrednost 6,54g/L, pri KOIN2 pa se je vsebnost znizala za zacetne
6,21 g/L na kon¢no 5,70 g/L. Pri vinifikacijah z inokulacijo MKB se je vsebnost TK pri
IN1 znizala z zacetne 6,21 g/L na kon¢no 4,93 g/L in pri IN2 se je vsebnost TK z

zaCetne vsebnosti 6,21 g/L znizala na kon¢no vsebnost 4,63 g/L.

Po konc¢anih vinifikacijah smo opazili precej$nje razlike v vsebnosti TK med vzorci.
Najvecjo vsebnost TK po kon¢anem poskusu je imel kontrolni vzorec, najmanjSo pa
vzorec IN2. Razlika med njima je znasala 2,0 g/L. Pri vinifikacijah koinokulacije z
MKB je znasala razlika v vsebnosti TK 0,84g/L, med vzorcema, kjer smo opravili

inokulacijo z MKB pa je znasala razlika le 0,3 g/L. Vzorci so bili precej izenaceni do
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18. dne, nato so se zacele pojavljati razlike v smislu, da so pri KONT in pri KOIN1

ostale vsebnosti TK precej nespremenjene, v ostalih vzorcih pa so se zacele znizevati.
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Slika 8: Spreminjanje vsebnosti skupnih kislin med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 8 prikazuje trend spreminjanja vsebnosti SK (titracija do pH = 8,2) med
vinifikacijami vina sorte laski rizling, ki je bil precej podoben trendu spreminjanja
vsebnosti TK. V kontrolnem vzorcu se je vsebnost po zakljuénem poskusu povecala, in
sicer z zaCetne vrednosti 6,42 g/L na kon¢no vrednost 7,06 g/L. Pri KOINL se je
vsebnost SK prav tako povecala z zacetne vrednosti 6,42 g/L na konéno vrednost 6,97
g/L, pri KOIN2 pa se je vsebnost znizala za zacetne 6,42 g/L na kon¢no 6,13 g/L. Pri
vinifikacijah z inokulacijo MKB se je vsebnost SK pri IN1 znizala z zacetne 6,42 g/L na
kon¢no 5,39 g/L in pri IN2 se je vsebnost SK z zacetne vsebnosti 6,42 g/L znizala na

kon¢no vsebnost 5,02 g/L.

Najvecjo vsebnost SK smo zaznali pri KONT, najnizjo pa pri IN2, razlika je znaSala
2,04 g/L. Vsebnost skupnih kislin se je pri koinokulacijah z MKB znizala od 0,55 do
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0,29 g/L, najbolj so se vsebnosti znizale pri inokulacijah z MKB, in sicer od 1,03 do
1,40 g/L.
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Slika 9: Spreminjanje relativne gostote med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 9 prikazuje spreminjanje vsebnosti relativne gostote med vinifikacijami vin sorte
laski rizling. Vsebnost relativne gostote smo v posameznem vzorcu izmerili med
vinifikacijo in po konc¢ani vinifikaciji. V kontrolnem vzorcu se je relativha gostota
najmanj znizala, in sicer za 0,00026, pri KOIN1 se je znizala za 0,00117 in pri KOIN2
za 0,00151. Vrednost relativne gostote se je po kon¢ani JIMKF pri IN1 znizala prav tako
za 0,00117 in pri IN2 za 0,00122. Ce povzamemo, imata vzorca,IN1 in IN2, kjer je
JMKEF potekala intenzivneje res nizje kon¢ne vrednosti relativne gostote v primerjavi z
vzorcema KOIN1 in KOIN2, vendar se je vrednost relativne gostote najbolj znizala pri
uporabi startrske kulture MKB2. Najvecje znizanje vrednosti Smo opazili pri KOIN2 in
IN2.
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Slika 10: Spreminjanje vsebnosti skupnega ekstrakta med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 10 prikazuje spreminjanje vsebnosti SE (g/L) med vinifikacijami vina sorte laski
rizling. Pri vseh vzorcih vina smo merili vsebnost SE med vinifikacijo in po koncani
vinifikaciji. Pri inokulaciji z MKB smo izmerili vsebnost SE v vinu tudi pred potekom
JMKEF.

Pri kontrolnem vzorcu se je vsebnost SE po koncani vinifikaciji znizala za 1,8 g/L. Pri
KOINL1 se je vsebnost SE znizala za 2,8 g/L, pri KOIN2 se je vsebnost SE znizala za 4,3
g/L, pri IN1 se je vsebnost SE znizala za 3,7 g/L in pri IN2 se je vsebnost SE znizala za
3,4 g/L.

Najnizjo kon¢no vrednost SE smo opazili pri IN1 18,20 g/L in najvi$jo vrednost SE pri
KONT 21,02 g/L. Razlika med njima je 2,8 g/L.

Pri¢akovano najnizje vsebnosti SE pri IN1 in IN2 pripisujemo aktivnosti
mle¢nokislinskih bakterij, ki so pomembno komponento SE, to je jabol¢na kislina,
porabile v celoti. Prav tako so bile pri teh dveh vzorcih vsebnosti reducirajocih

sladkorjev najnizje. Razlika med zacetno in konéno vrednostjo SE je bila najmanjsa pri
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kontrolnem vzorcu, kjer JMKF ni potekla. Vpliv ¢asa inokulacije je izrazitejSi kot
uporabljena startrska kultura MKB.
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Slika 11: Spreminjanje vsebnosti etanola med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 11 prikazuje spreminjanje vsebnosti etanola med vinifikacijami vina sorte laski
rizling. Vsebnost etanola se je po koncani vinifikaciji pri KONT znizala za 0,15 vol.%.
Vsebnost etanola se je po koncani vinifikaciji pri KOIN1 povisala za 0,06 vol.%, pri
KOIN2 pa znizala za 0,11 vol.%. Vsebnost etanola se je pri IN1 zmanjsala za 0,08
vol.% in pri IN2 za 0,02 vol.% .

Veéje vsebnosti etanola po koncani JMKF so bile pri¢akovane zaradi etanola kot
stranskega produkta metabolizma sladkorjev pri mle¢nokislinskih bakterijah (Ribéreau-
Gayon in sod., 2000)
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Slika 12: Spreminjanje sladkorne stopnje med vinifikacijo vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 12 prikazuje vrednosti sladkorne stopnje med vinifikacijo vina sorte laski rizling.
Pri vseh vzorcih smo opazili primerljiv padec sladkorne stopnje do 5. dneva vinifikacije
iz 73 °Oe na 27 °Oe in nato ustalitev vrednosti na 24 °Oe. Med posameznimi
vinifikacijami nismo opazili razlik pri zniZzevanju sladkorne stopnje, razen manjSega

odstopanja pri KOIN1 med 6. in 7. dnem.
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Slika 13: Spreminjanje vsebnosti reducirajo¢ih sladkorjev med vinifikacijo vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 13 prikazuje spreminjanje vsebnosti reducirajo¢ih sladkorjev med vinifikacijo

vina sorte laski rizling. Pricakovano je opazen trend padanja vrednosti reducirajocih

sladkorjev pri vseh vzorcih med trajanjem AF. Most je vseboval zacetno sladkorno

stopnjo 73 °Oe, kar je odgovarjalo koncentraciji reducirajoc¢ih sladkorjev 164,8 g/L

(Pravilnik o pogojih..., 2004). Po koncani vinifikaciji smo najmanjSo vsebnost izmerili

pri inokulaciji IN2 1,04g/L in pri IN1 1,12 g/L. Visji vsebnosti reducirajo¢ih sladkorjev
smo izmerili pri koinokulacijah KOIN1 1,73 g/L in pri KOIN2 1,92 g¢g/L. Najvisjo

vsebnost reducirajocih sladkorjev je vseboval kontrolni vzorec 1,98 g/L. Vsa vina so se

uvrstila v razred suhih vin.
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Slika 14: Vsebnosti skupnega zveplovega dioksida po Ripperju med vinifikacijo vina sorte lagki rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 14 prikazuje vrednosti skupnega Zveplovega dioksida (SO2) med vinifikacijo vina

sorte laski rizling. Po kon¢ani JMKF je bila kon¢na vrednost skupnega SO2 najvisja pri

KOIN1 73 mg/L, najnizja pa pri IN2 62 mg/L.
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Slika 15: Vsebnosti prostega zveplovega dioksida po Ripperju med vinifikacijo vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 15 prikazuje vrednosti prostega zveplovega dioksida (SO2) med vinifikacijo vina
sorte laski rizling. Po kon¢ani JMKF je bila kon¢na vrednost prostega SO2 najvisja pri

INT 38 mg/L, najnizja pa pri KONT in KOIN1 33 mg/L.
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Slika 16: Spreminjanje vsebnosti hlapnih kislin med vinifikacijo vin sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Na sliki 16 je razvidno povecanje hlapnih kislin po kon¢ani JMKF. Konéna vsebnost
hlapnih Kislin je bila najvisja pri inokulaciji z MKB, in sicer se je pri IN1 povecala za
0,26 g/L in pri IN2 za 0,13 g/L. Kon¢ne vsebnosti hlapnih kislin so pri KOINI in
KOINZ2 ter pri kontrolnem vzorcu primerljive med sabo, razlika med njimi je le 0,01
g/L. Koncentracija hlapnih Kislin ni presegala zakonsko dolo¢ene meje za bela vina 1
g/L (Pravilnik o pogojih..., 2004).

Vedji vpliv na povecanje vsebnosti hlapnih kislin ima torej ¢as dodatka kulture MKB

kot izbira vrste uporabljene MKB.
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Slika 17: Spremljanje vsebnosti jaboléne (JBK) in mleéne kisline (MK) med vinifikacijo kontrolnega
vzorca vina sorte laski rizling
JBK = jabol¢na kislina, MK = mlecna kislina

Slika 17 prikazuje spreminjanje vsebnosti jabol¢ne in mlecne kisline pri vinifikaciji
kontrolnega vzorca KONT. Najveéje znizanje v vsebnosti jabol¢ne kisline smo opazili
ze do 7. dne, in sicer se vsebnost zniza iz zacetne 6,6 g/L na kon¢no 3,1 g/L. Vsebnost
mlec¢ne kisline se je pri kontrolnem vzorcu med celotnim ¢asom vinifikacije zvisala le

za 0,1 g/L.
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Slika 18: Spremljanje vsebnosti jaboléne (JBK) in mleéne kisline (MK) med vinifikacijo koinokuliranega
vzorca vina (MKB1) sorte laski rizling
JBK = jabol¢na kislina, MK = mlecna kislina

Slika 18 prikazuje spreminjanje vsebnosti jabol¢ne in mlecne kisline pri vinifikaciji
KOIN1. Zelo podobno kot pri KONT na sliki 17 se je vsebnost jabol¢ne kisline najbolj
znizala do 7. dne, in sicer z zaCetne 6,6 g/L na kon¢no vsebnost 2,9 g/L. Vsebnost
mle¢ne kisline se pri koinokulaciji KOINT med celotnim ¢asom vinifikacije zvisala le
za 0,2 g/L. V opazovanem obdobju se razgradnja jabol¢ne kisline ni zakljucila. Pri
KOINL1 je ostala kon¢na vsebnost jabol¢ne kisline vi§ja v primerjavi S KOIN2, IN1 in
IN2, kar potrjuje tudi dejstvo, da je imela KOIN1 tudi najvisje vsebnosti titrabilnih in
skupnih kislin.
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Slika 19: Spremljanje vsebnosti jaboléne (JBK) in mleéne kisline (MK) med vinifikacijo koinokuliranega
vzorca vina (MKB2) sorte laski rizling
JBK = jabol¢na kislina, MK = mlecna kislina

Slika 19 prikazuje spreminjanje vsebnosti jabol¢ne in mlecne kisline pri vinifikaciji
KOIN2. Vsebnost jaboléne kisline se je najhitreje znizala do 7. dne in nato se je po 20.
dnevu vinifikacije vsebnost zacela ponovno znizevati do kon¢ne vsebnosti 1,6 g/L.
Socasno se je z znizevanjem vsebnosti jabolcne kisline po 20. dnevu zacela zvisevati

vsebnost mle¢ne kisline na kon¢no vsebnost 1,6 g/L.
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Slika 20: Spremljanje vsebnosti jaboléne (JBK) in mleéne kisline (MK) med vinifikacijo inokuliranega
vzorca vina (MKB1) sorte laski rizling
JBK = jabol¢na kislina, MK = mlecna kislina

Slika 20 prikazuje spreminjanje vsebnosti jaboléne in mle¢ne kisline pri vinifikaciji
IN1. Kot pri ostalih vinifikacijah smo opazili najhitrejSo razgradnjo jabol¢ne kisline do
7. dneva vinifikacije in nato postopno zniZzevanje vsebnosti jaboléne kisline, dokler se ni
jabol¢na kislina popolnoma razgradila pri 56. dnevu poskusa. So¢asno je ob razgradnji

jabol¢ne kisline nastajala mle¢na Kislina, kon¢na vsebnost je 3,3 g/L.
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Slika 21: Spremljanje vsebnosti jaboléne (JBK) in mleéne kisline (MK) med vinifikacijo inokuliranega
vzorca vina (MKB2) sorte laski rizling
JBK = jabol¢na kislina, MK = mlecna kislina

Slika 21 prikazuje spreminjanje vsebnosti jaboléne in mle¢ne kisline pri vinifikaciji
IN2. Trend zniZzevanja vsebnosti jabol¢ne kisline je zelo podoben kot pri IN1, le da se je
jabol¢na kislina pri IN2 razgradila ze pri 41. dnevu vinifikacije. Kon¢na vsebnost

mlecne kisline je 3,3 g/L.
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Slika 22: Spremljanje vsebnosti vinske (VK), jantarne (JK), ocetne (OK) in citronske kisline (CK) med

vinifikacijo kontrolnega vzorca vina sorte laski rizling

VK =vinska kislina, JK = jantarna kislina, OK = ocetna kislina, CK = citronska kislina
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Slika 23: Spremljanje vsebnosti vinske (VK), jantarne (JK), ocetne (OK) in citronske kisline (CK) med
vinifikacijo koinokuliranega vzorca vina (MKB1) sorte laski rizling
VK = vinska kislina, JK = jantarna kislina, OK = ocetna kislina, CK = citronska kislina
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Slika 24: Spremljanje vsebnosti vinske (VK), jantarne (JK), ocetne (OK) in citronske Kisline (CK) med
vinifikacijo koinokuliranega vzorca vina (MKB2) sorte laski rizling
VK =vinska kislina, JK = jantarna kislina, OK = ocetna kislina, CK = citronska kislina

5 0,25

/ \
3 //\//\ 0,15
M //\
21— < \’\/ A 0,10

S \ 0,05

VK (g/L), JK (mg/L)
CK OK (g/L)

0~ T T T T T 0,00
0 10 20 30 40 50 60
éas vinifikacije (dan)
—VK JK oK  —CK ‘

Slika 25: Spremljanje vsebnosti vinske (VK), jantarne (JK), ocetne (OK) in citronske kisline (CK) med
vinifikacijo inokuliranega vzorca vina (MKBL) sorte laski rizling
VK = vinska kislina, JK = jantarna kislina, OK = ocetna kislina, CK = citronska kislina
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Slika 26: Spremljanje vsebnosti vinske (VK), jantarne (JK), ocetne (OK) in citronske Kisline (CK) med
vinifikacijo inokuliranega vzorca vina (MKB2) sorte laski rizling
VK =vinska kislina, JK = jantarna kislina, OK = ocetna kislina, CK = citronska kislina

Slike 22—26 prikazujejo spreminjanje vsebnosti vinske, jantarne, ocetne in citronske
kisline pri vinifikaciji vin sorte laski rizling. Vsebnost vinske kisline se je med
vinifikacijami, z vmesnimi nihanji, znizala pri vseh vzorcih, kar lahko pripiSemo

izlo¢anju vinskega kamna, nastal je kalijev hidrogentartrat.

Med vinifikacijami se vsebnost jantarne kisline ni mo¢no spreminjala. Pricakovali bi
celo padec vsebnosti zaradi vezave na druge molekule. Najvi§je vsebnosti jantarne
Kisline vsebujeta vzorca pri inokulaciji z MKB. Konéne vrednosti se gibljejo med 1,90
mg/L in 2,25 mg/L. Jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija ni vplivala na vsebnost

jantarne kisline, saj je MKB ne metabolizirajo.

Pri vseh vzorcih smo opazili, da se je vsebnost ocetne kisline najbolj povecala na
zaCetku AF in nato postopoma povecéevala do najvisje vrednosti 0,107 g/L pri IN1 in
IN2. Med JMKF se je kot posledica metabolizma citronske kisline povecala vsebnost
ocetne kisline, zato smo pri vzorcu IN1, pri katerem se je razgradilo ve¢ citronske
Kisline, dolo¢ili vecjo vsebnost ocetne kisline. Vzorec IN1 je imel tudi najvisjo vsebnost

hlapnih Kislin.
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S potekom razgradnje jabol¢ne kisline je sovpadala razgradnja citronske kisline, ki se ni
zakljucila pri nobeni vinifikaciji. Najvi§jo kon¢no vsebnost citronske kisline 0,223 g/L
smo doloc¢ili kontrolnemu vzorcu, najnizjo 0,024 g/L pa IN1. NiZje vsebnosti citronske

Kisline imata vzorca pri inokulaciji z MKB v primerjavi s koinokulacijo z MKB.
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Slika 27: Fermentacijska krivulja med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2
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Slika 28: Vrelna krivulja med vinifikacijami vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Zanimale so nas razlike med posameznimi vinifikacijami zaradi vpliva ¢asa dodatka in
uporabljene startrske kulture MKB, ki pa jih nismo zaznali. V kon¢ni koli¢ini oddanega
CO2 med vinifikacijami vina sorte laski rizling ni bilo znacilnih razlik. Najvecjo koncno
koli¢ino oddanega CO2 je imel vzorec IN2 81,05 g/L, sledili so mu IN1 79,89 g/L,
KOIN1 79,71 g/, KONT 78,67 g/L. Pri KOIN2 smo ugotovili najmanjSo koli¢ino
78,60 g/L. Razlika v kon¢ni koli¢ini med vzorci je znaSala le 2,45 g/L oddanega CO,
Naras¢anje koli¢in oddanega CO2 je sovpadalo z zniZevanjem koncentracije
reducirajoc¢ih sladkorjev. Ugotovili smo, da imata vzorca z ve¢ oddanega CO2 IN2 in
IN1 nizjo vrednost reducirajo¢ih sladkorjev in obratno, vzorca z manj oddanega CO:
KOIN2 in KONT imata vi§je vrednosti reducirajo¢ih sladkorjev. Najve¢ CO2 je nastalo
v Casu najintenzivnejSe AF, torej med 3. in 8. dnem. V vseh primerih se je koli¢ina
oddanega CO2 do 7. dne zelo povecevala. Najvi§jo vrednost oddanega CO2 smo zaznali
pri vinifikaciji KOIN1 0,482 g/L/h, sledile so IN2, KONT, IN1 in KOIN2. V
nadaljevanju se je koli¢ina oddanega CO2 zmanjSevala do 0,057 g/L/h (slika 27). V

okviru vrelnih krivulj (slika 28), ki prikazujejo casovno odvisnost koncentracije
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oddanega CO2 (g/L), nismo opazili prakticno nobenih razlik med petimi
fermentacijskimi poskusi.

Ugotovili smo, da dodatek startrske kulture MKB ne vpliva na kinetiko kvasovk med

alkoholno fermentacijo. To nam potrjuje tudi slika 12.
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Slika 29: Senzori¢na ocena vzorcev vina sorte laski rizling
KONT = kontrolni vzorec, KOIN1 = koinokuliran vzorec z MKB1, KOIN2 = koinokuliran vzorec z
MKB2, IN1 = inokuliran vzorec z MKB1, IN2 = inokuliran vzorec z MKB2

Slika 29 prikazuje razlike v senzori¢ni oceni med posameznimi vinifikacijami vin sorte
laski rizling. Najvisjo oceno je prejelo vino pri vinifikaciji IN2 17,1 toc¢ke, najnizjo pa
vino pri vinifikaciji KOIN2 16,8 tocke. Razlika med njima je majhna, znaSa le 0,3
tocke, kar smo potrdili tudi s standardnim odklonom, ki nam ponazarja, kako so
vrednosti razprSene okoli povpre¢nih ocen. Ugotovili smo, da so med posameznimi
vzorci le majhne razlike v senzori¢ni oceni. Z upoStevanjem standardnega odklona smo
prisenzori¢ni oceni ugotovili, da sta najboljSe ocenjena vzorca IN1 in IN2, najslabse

ocenjena vzorca pa KONT in KOIN2
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Ocenjevalcem je vzorec IN2 deloval bolj sadno, s prijetnejSim vonjem, vino je bilo
bistro, vendar svetlejse kot vzorec IN1, pri katerem je bilo zaznati rahlo maslen pookus.
Pri najslabse ocenjenem vzorcu KOIN2 je bilo zaznati kraj$i pookus, vendar je bil ta
prazen, neizrazit z zaprtim, manj intenzivnim vonjem. Zaznali smo mehkoben, manj
Kislinski okus. V vzorcu KOIN1 smo zaznali izstopajoco kislino, kar je pri¢akovano, saj
je vsebnost jabol¢ne kisline ostala visoka zaradi ustavitve JMKF. V vzorcu je bilo zato,
v nasprotju z ostalimi vzorci, kjer je potekala IMKF, mogoce zaznati tudi svez, sorten
vonj. Vzorec je bil moten s prisotnim CO.. Kontrolni vzorec je bil bister z rahlo

meglico, z zaprtim, vendar sortnim vonjem in z izstopajoco kislino.

Vsi vzorei se uvrséajo v razred kakovostnih vin ZGP.
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5 SKLEPI

V diplomski nalogi smo ugotavljali, kako ¢as dodatka dveh razli¢nih startrskih kultur
MKB vpliva na kakovost vina sorte laski rizling. Na osnovi opravljenega dela

sklepamo:

e da so se pri vzorcih, kjer je potekla JMKF, znizale vsebnosti skupnih in
titrabilnih kislin, vrednosti pH so se povecale,

e da cas dodatka MKB ni wvplival na Kkinetiko kvasovk med alkoholno
fermentacijo, vrednost sladkorne stopnje in hitrost oddajanja CO2 sta se pri vseh
vinifikacijah enakomerno spreminjale,

e da inokulacija MKB v vino po koncani alkoholni fermentaciji, in sicer 11. dan
vinifikacije, znacilno vpliva na potek JMKF in na kakovost vina v primerjavi z
uporabljenim sevom startrske kulture MKB

e da je pri inokulaciji z MKB v vino opazno popolnejse dokon¢anje JMKF, saj se
je jabolcna kislina razgradila v celoti,

e da so vsi vzorci senzori¢no sprejemljivi in jih uvr§éamo v razred kakovostnih
vin ZGP,

e da je senzoritna ocena po Bauxbaumovi metodi med posameznimi vzorci
pokazala neznadilne razlike in da so le-te vezane predvsem na opisno senzori¢no

analizo.
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil prouciti vpliv JMKF na kakovost vina sorte laski
rizling. Ugotavljali smo, kako razli¢ni ¢asovni dodatek dveh razli¢nih sevov MKB
vpliva na fizikalno-kemijske in senzori¢ne lastnosti pridelanega vina med posameznimi
vzorci. Za izvedbo poskusa smo izbrali sorto laski rizling iz vinorodnega okoliSa
Stajerska Slovenija. Vinifikacije so potekale v 28 L fermentacijskinh posodah iz
nerjavnega jekla (tankih) in v 600 mL vrelnih steklenicah. V poskusu smo izvedli pet
razliénih vinifikacij, ki so vkljuCevale koinokulacijo moSta in inokulacijo vina po
zakljuceni alkoholni fermentaciji z dvema razliénima startrskima kulturama mlec¢no-
kislinskih bakterij vrste Oenococcus oeni. Kontrolno vinifikacijo smo izvedi z
inokulacijo startrske kulture kvasovk. V mostu, kakor pozneje v vinu, smo izvedli ve¢
kemijskih analiz. Trikrat tedensko smo spremljali potek JIMKF s kemijskimi analizami
vrednosti pH, titrabilnih in skupnih kislin, refraktometricno smo doloc¢ali sladkorno
stopnjo in hkrati vzor¢ili za analizo organskih kislin (jabol¢ne, mleéne, vinske, jantarne,
ocetne in citronske) s HPLC. Med vinifikacijo in po kon¢ani JMKF smo opravili
naslednje kemijske analize: vrednosti pH in pufrne kapacitete, vsebnost titrabilnih in
skupnih kislin, vsebnost skupnega ekstrakta in alkohola, vsebnost hlapnih Kkislin,
vsebnost prostega in skupnega zveplovega dioksida, vsebnost reducirajocih sladkorjev.
Vzorce vina smo tudi senzori¢no ocenili. Z dnevnim tehtanjem mase oddanega CO;
smo spremljali kinetiko alkoholne fermentacije. Primerjalno smo obravnavali kontrolni

vzorec z vzorci koinokulacije s sevom 1 in 2 in inokulacije s sevom 1 in 2.

Spremembe v vrednosti pH so povezane s potekom JMKEF, torej z razgradnjo jabol¢ne
kisline. Kon¢ne vrednosti pH so se pri¢akovano povecale. Po kon¢anih vinifikacijah
smo opazili precejSnje razlike tudi v vsebnosti titrabilnih in skupnih kislin. Nizje
vsebnosti smo opazili pri vzorcih inokulacije z MKB, in sicer bolj pri vinifikacijah s
sevom 2. Razlike med vzorci smo ugotovili tudi pri doloCanju relativne gostote,
reducirajocih sladkorjev, hlapnih kislin in skupnega ekstrakta v vzorcih, kjer je bil vpliv

Casa inokulacije izrazitejSi kot uporabljena startrska kultura MKB.
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Popolnejse dokoncanje JMKF opazimo pri inokulaciji z MKB v vino, saj se je jabol¢na
kislina razgradila v celoti. HitrejSo razgradnjo opazimo pri uporabi seva 2. So¢asno se je
ob razgradnji jabol¢ne kisline tvorila mle¢na kislina, in sicer do enake kon¢ne vrednosti
pri inokulaciji z MKB v vino. Razgradnja jabol¢ne kisline se ni zakljucila pri
koinokulaciji z MKB in pri kontrolnem vzorcu. Razgradnja citronske kisline se ni
zakljucila pri nobeni vinifikaciji. V vzorcu IN1, kjer se je razgradilo ve¢ citronske
Kisline, smo dolo¢ili tudi vi§jo vsebnost ocetne in jantarne kisline. Vsebnost vinske
Kisline se je med vinifikacijami enako znizala pri vseh vzorcih, ne glede na potek

JMKF.

Med posameznimi vinifikacijami nismo zaznali razlike zaradi vpliva ¢asa dodatka in
uporabljene startrske kulture MKB na kinetiko kvasovk med alkoholno fermentacijo.
Med celotnim trajanjem vinifikacije se hitrost oddanega CO2 med posameznimi vzorci
ni znacilno razlikovala. Neznatno ve¢jo kon¢no koli¢ino oddanega CO2 ima vzorec pri
inokulaciji MKB v vino. Prav tako razli¢en ¢asovni dodatek dveh razli¢nih uporabljenih

starter kultur MKB ne vpliva na zniZevanje sladkorne stopnje med posameznimi vzorci.

Senzori¢na ocena po Bauxbaumovi metodi je med posameznimi vzorci pokazala
majhne razlike, ki so bile vezane predvsem na opisno senzori¢no analizo. Med
poskusom nismo mogli potrditi, da bi kateri koli izbran postopek vinifikacije mo¢no
vplival na izrazito boljSo senzori¢no sprejemljivost vzorcev. Visjo oceno sta prejela
vzorca pri inokulaciji z MKB, nizjo pa kontrolni vzorec in vzorec s koinokulacijo z
MKB2.
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