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Al Uporaba komercialnih sevov kvasovk in hranil zanje je zaradi svoje enostavne

uporabe, vinarjevih Zelja po povecanju kinetike alkoholne fermentacije in boljSih
senzoric¢nih lastnosti pridelanega vina postala v zadnjih letih stalna praksa v vecini
vinarskih kleti. Pridelava vina z vecjo vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in
posledi¢no s povecanim antioksidativnim potencialom (AOP), je vzrok, da vinarji
posegajo tudi po dodatku hrastovih trsk v most. Namen diplomskega dela je
ugotoviti, ali omenjeni dodatki, zlasti dodatek trsk iz hrastovega lesa, vplivajo na
fermentacijsko kinetiko in na vsebnost pomembnih antioksidantov v vinu, to je
fenolnih spojin ter s tem na ohranitev oziroma povecanje AOP pridelanega vina. V
fermentacijskih poskusih smo uporabili most saouvignon, letnik 2013, iz
vinorodnega okolisa Stajerska, Slovenija in razline dodatke: komericialne
starteske kulture kvasovk, hranila zanje in trske iz hrastovega lesa, razli¢nega
botani¢nega izvora in stopnje stopnjo ozganosti. Po konc¢ani alkoholni fermentaciji
smo z WineScan analizo dolo¢ili fizikalno-kemijske parametre pridelanega vina,
spektrofotometri¢éno dolog¢ili vsebnost skupnih fenolnih spojin in AOP pridelanega
vina, prav tako pa tudi AOP drozi. Izracunali smo fermentacijsko ucinkovitost
posameznih vzorcev, opravili senzori¢no ocenjevanje vzorcev pridelanih mladih vin
po uradni 20-tockovni Buxbamovi lestvici, 5-to¢kovni ocenjevalni lestvici in po
metodi rangiranja vzorcev. Rezultati so potrdili, da dodatek trsk iz hrastovega lesa v
mos$t vpliva na fermentacijske znacCilnosti kvasovk ter na fizikalno-kemijske
parametre in antioksidativni potencial pridelanih mladih vin sauvignon, v manjsi
meri pa na senzori¢ne lastnosti vina. Prav tako tudi dodatek hranila za kvasovke v
most vpliva na fermentacijske znacilnosti in antioksidativni potencial pridelanih
mladih vin sauvignon, a je njegov vpliv pricakovano manjsi od vpliva dodanih trsk
iz hrastovega lesa.
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Ease of use combined with winemakers' desire to increase alcoholic fermentation
kinetics and improve sensoric characteristics of young wine are all reasons why
addition of commercial yeast starters and nutrients has become constant practice in
the field of winemaking in recent years. Nowadays winemakers also add oak chips
into grape must in order to acchieve higher phenolic content and consequently a
higher antioxidant (AOP) in produced wine. This Master's thesis's purpose was to
determine whether the addition of different commercial yeast strains, yeast
nutrients and oak chips with different botanical origin and toasted degree to the
grape must affects the alcoholic fermentation kinetics and the phenolic content in
produced wine and consequently its AOP. In the experiment we have used
Sauvignon grape must, vintage 2013, from the growing region Styris, Slovenia.
After completion of alcoholic fermentation the physical and chemical parameters
were determined with WineScan analysis. Spectrophotometry was used to
determine total phenolic content, AOP of wine and AOP of wine lees was also
determined. Next, alcoholic fermentation efficiency was calculated and sensory
analysis of produced young wine was conducted with different sensorial methods
(official 20-points Buxbam scale, 5-points grading scale, samples ranking method).
The results obtained have confirmed that addition of oak chips to white grape must
indeed influences fermentation characteristics of fermentation yeast and also affects
the physical and chemical parameters of produced Sauvignon wine and its
antioxidative potential as well. However, the influence on the sensoric
characteristics is minimal. It is also shown that addition of yeast nutrients has
influence too, but expected to a lesser extent when compared to oak chips addition
effects.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

°Brix stopinja Brix (enota sladkorne stopnje mosta)

°Oe Oechslejeva stopinja (enota sladkorne stopnje mosta)

A absorbanca

AOP antioksidativni potencial

CFU kolonijska enota (ang. Colony Forming Unit)

DAP diamonijev hidrogenfosfat

F/OD flourescenca glede na opti¢no gostoto drozi

FAN prosti aminokislinski dusik (ang. Free Amino Nitrogen)
FC Folin-Ciocalteu reagent

GAE ekvivalent galne kisline

KGZ NG Kmetijsko gozdarski zavod Nova Gorica
SFS skupne fenolne spojine

WSC WineSan analiza
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1 UvOD

Vino je po slovenski zakonodaji pridelek, pridobljen s popolnim ali delnim alkoholnim
vrenjem drozge ali moSta, pridelanega iz grozdja Zlahtne vinske trte (Pravilnik o
pogojih..., 2004). V slovenskem prostoru je ze od nekdaj priljubljena pijaca, ki igra
pomembno mesto v nasih prehrambnih in kulturnozgodovinskih navadah.

Uporaba dodatka suhih aktivnih kvasovk in hranil zanje je zaradi svoje enostavne
uporabe, vinarjevih Zelja po povecanju kinetike alkoholne fermentacije in boljsih
senzori¢nih lastnosti pridelanega mladega vina, postala v zadnjih letih stalna praksa v
vecini vinarskih kleti. Pridelava stabilnega in bistrega vina z ohranjenim oz. povecanim
antioksidativnim potencialom, pa je vzrok, da vinarji posegajo tudi po dodatku trsk iz
hrastovega lesa v most. VpraSanje pa je, ali res in v kolikSni meri omenjeni dodatki
vplivajo na fermentacijsko kinetiko kvasovk in na vsebnost pomembnih antioksidantov
VvV vinu, to je fenolnih spojin ter s tem na ohranitev oz. povecanje antioksidativnega
potenciala vina.

1.1 NAMEN NALOGE

Z inokulacijo razli¢nih sevov komercialnih kvasovk, dodatkov hrane za kvasovke in/ali
hrastovih trsk v most sorte sauvignon zelimo ugotoviti, kako bodo ti razlicni dodatki
vplivali na znacilnosti vina (fizikalno-kemijske parametre, vsebnost fenolnih spojin,
antioksidativni potencial, senzori¢ne lastnosti).

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Hipoteza 1: Pri¢akujemo, da bodo uporabljene kombinacije sevov kvasovk, hranil za
kvasovke in dodatek hrastovih trsk vplivali na fizikalno-kemijske parametre in
fermentacijske znacilnosti vina, prav tako pa tudi na oblikovanje senzori¢nih lastnosti
vina.

Hipoteza 2: V okviru petih razliénih uporabljenih kvasovk pricakujemo razlike v
kinetiki alkoholne fermentacije.

Hipoteza 3: Predpostavljamo tudi, da bomo iz vzorcev z dodatkom hrastovih trsk
pridobili vino z najve¢jo vsebnostjo fenolnih spojin in najve¢jim antioksidativnim
potencialom.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ALKOHOLNA FERMENTACIA
Alkoholna fermentacija pomeni pretvorbo sladkorjev v alkohol in ogljikov dioksid.

Med dejavnike, ki vplivajo na hitrost rasti kvasovk med alkoholno fermentacijo,
Stejemo:
e dodatek starterske kulture,
e temperaturo fermentacije,
zveplanje,
prisotnost ali uporabo kvasovk z zimocidno aktivnostjo,
motnost 0z. stopnjo bistrenja,
fizikalno-kemijsko sestavo mosta,
ostanke zascCitnih sredstev za varstvo vinske trte (fungicidi),

vpliv mikroorganizmov, zlasti plesni in bakterij (mle¢no- in ocetnokislinskih)
(KoSmerl, 2007).

Poleg fermentacije k oblikovanju kon¢ne kakovosti vina prispevajo Se:

o kakovost grozdja (sorta, okolje, vinogradniSka tehnologija, zrelost, zdravstveno
stanje),

e ckstrakcija grozdnega soka (mehanska ali ro¢na trgatev, zgoscevanje soka ali
koncentriranje, stiskanje celega grozdja ali razpecljanega in zdrozganega, vrsta
stiskalnic, maceracija, temperatura in ¢as maceracije),

e stekleniCenje in zorenje (steklenice ali lesena posoda, vrsta zamaskov,
mikrobioloSke spremembe med stekleni¢enjem in zorenjem) (KoSmerl, 2013).

2.2 VINSKE KVASOVKE IN NJIHOVA VLOGA MED ALKOHOLNO
FERMENTACIJO MOSTA

2.2.1 SploSne znacilnosti vinskih kvasovk

Spontana alkoholna fermentacija je skupek mikrobnih interakcij, ki vkljucujejo razli¢ne
in Stevilne mikroorganizme, od katerih igrajo poglavitno vlogo ravno kvasovke.
Kvasovke, sodelujoce pri spontani alkoholni fermentaciji, lahko izvirajo iz vinske
posode ali pa pridejo v most iz grozdnih jagod. V skupino vinskih kvasovk pristevamo
priblizno 18 rodov. Divje kvasovke so ne-Saccharomyces kvasovke, ki so prisotne na
povrsini grozdnih jagod in na kletarski opremi. Sem priStevamo rodove Hanseniaspora,
Pichia, Debaromyces, Metschnikowia, Rhodotorula in Brettanomyces/Dekkera
(KoSmerl, 2013).

Vrsta Saccharomyces cerevisiae je znana kot »vinska kvasovka«. Poznano je tudi, da z
razlicnimi sevi kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae pridelamo po kakovosti
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najrazli¢nejSa vina. Ta vrsta je prevladujoca na koncu vsake alkoholne fermentacije, na
povrsini grozdne jagode in v mostu pa je njena vsebnost zelo majhna. Prevladujejo
namre¢ avtohtoni ali endogeni rodovi ne-Saccharomyces nesporogenih kvasovk,
predvsem vrste Kloeckera apiculata, Hanseniaspora uvarum, Candida stellata,
Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima in Saccharomycodes ludwigii, Ki
s0 prisotne v zagetnih fazah fermentacije in doseZejo koncentracijo do 10°-10° CFU/mL
preden odmrejo. DeleZz kvasovk rodov Kloeckera in Torulopsis je lahko relativno velik
primerjalno s kvasovkami rodu Saccharomyces tudi v mladem vinu po koncani
fermentaciji (KoSmerl, 2013).

Danes se v modernejSih vinskih kleteh uporablja zlasti selekcionirane seve kvasovk
vrste Saccharomyces cerevisiae, ki so jamstvo za hitro, u¢inkovito in predvidljivo
alkoholno fermentacijo. Le-te dajejo skladnost okusa in vonja po zakljuéeni
fermentaciji. Vcepek ali inokulum kvasovk se dodaja v most po bistrenju in/ali
Zveplanju z namenom zmanjSanja ali zavrtja delovanja avtohtone mikroflore.
Selekcioniran sev omogoca hitro in popolno pretvorbo sladkorjev v etanol v veliko
krajSem casu. Prav tako je opaziti manj razlik med vini razlicnih letnikov in vecjo
senzori¢no skladnost dolocenega vina v okviru geografskega okolisa (Pretorius, 2002).

Navadno spontano alkoholno fermentacijo navadno za¢nejo na povrsini grozdne jagode
prisotne ne-Saccharomyces kvasovke, najpogosteje vrsta Hansenispora uvarum in
Candida stellata, a le-te po 2-3 dneh alkoholne fermentacije izpodrinejo kvasovke vrste
Saccharomyces cerevisiae, ki so mo¢neje fermentativne in tudi odpornej$e na alkohol.
Kon¢na kakovost vina, pridelanega s spontano alkoholno fermentacijo, je v najvecji
meri odvisna od mikrobne populacije (razli¢ni vrste in sevi kvasovk). Le-ti se med
alkoholno fermentacijo pojavijo v doloCenem zaporedju in pretvarjajo sladkorje v
hlapne in nehlapne koncne produkte, ki vplivajo na senzoricno kakovost vina, tako
pozitivno kot negativno (Lambrechts in Pretorius, 2002; KoSmerl, 2013).

2.2.2 Vinske kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae

Trend vinarjev v zadnjih letih je alkoholna fermentacija z avtohtonimi kvasovkami vrste
Saccharomyces cerevisiae, saj se na ta nacin pridela raznovrstnejs$a vina z znacilnejSo
vinsko aromo. Pri tem pa je poglavitno vprasanje vinarja, kaksna je sposobnost prevlade
kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae nad preostalo mikrofloro, saj je znano, da so
nekatere izmed njih bolj prevladujoce kot druge ter lahko reagirajo in prezivijo z
naravno mikrofloro med alkoholno fermentacijo (KoSmerl, 2013).

S pravilno izbiro kvasovk, tj. kvasovke z razlicnimi stopnjami prevlade v razli¢nih
¢asovnih obdobjih, lahko vinar pridela vino z Zelenim aromati¢nim profilom (prispeva k
sadni aromi vina), v nekaterih primerih tudi fenolnim profilom (prispeva k manjsi
trpkosti in grenkobi vina).

V preglednici 1 so prikazane osnovne Zelene in nezelene lastnosti vinskih kvasovk, tako
avtohtonih kot selekcioniranih sevov. Dejstvo je, da je vse navedene Zelene lastnosti
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skoraj nemogoc¢e popolnoma zagotoviti, zato se Ze nekaj let vinarji posluzujejo uporabe
mesane kulture razli¢nih sevov kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae, od katerih
posamezni sev tvori razlicno razmerje koncnih sekundarnih produktov. Na ta nacin
pridelano vino je bistveno bolj kompleksno glede na sestavo hlapnih aromati¢nih
sestavin (KoSmerl, 2013).

Tvorba razli¢nih koli¢in hlapnih snovi s strani kvasovk vpliva na aromo vina. Delitev
kvasovk na aromati¢ne in nevtralne je nesmiselna, saj je »aromaticni« znacaj kvasovk
odvisen zlasti od gojis¢a (most s svojo fizikalno-kemijsko sestavo) in fermentacijskih
razmer (KoSmerl, 2013).

Preglednica 1: EkoloSke in metabolne lastnosti vinskih kvasovk (KoSmerl, 2013).

zelene lastnosti nezelene lastnosti

visoka odpornost na etanol tvorba Zveplovega dioksida
poraba sladkorjev v celoti tvorba vodikovega sulfida
odpornost na Zveplov dioksid tvorba hlapnih kislin

fermentacija pri nizkih temperaturah tvorba acetaldehida in piruvata
zelo kratka faza prilagajanja sposobnost penjenja

razgradnja jabol¢ne kisline tvorba prekurzorjev etil karbamata
fermentacija pod tlakom polifenoloksidazna aktivnost

tvorba glicerola

B-glukozidazna aktivnost

zimocidna aktivnost

Pridelava najkakovostnejSih vin z uporabo meSanih starterskih kultur zahteva veliko
znanja in razumevanja poteka alkoholne fermentacije, zato vinarji posegajo po
komercialnih sevih kvasovk rodu Saccharomyces, ki imajo dobro fermentacijsko
sposobnost, sposobnost tvorbe aromati¢nih spojin pa se med posameznimi sevi
razlikuje. Izbira primernega seva za pridelavo Zelenega aromati¢nega profila vina je
klju¢nega pomena. Naj omenim tudi to, da so v zadnjem casu vedno bolj uporabljeni
hibridni sevi kvasovk rodu Saccharomyces, ki med alkoholno fermentacijo izrazajo
pozitivne lastnosti obeh starSevskih sevov, tvorijo vecje koncentracije aromati¢nih
spojin in so boljSe prilagojeni na fermentacijske razmere (KoSmerl, 2013).

2.2.3 Starterske kulture vinskih kvasovk

Leto 1890 pomeni prelomnico, ko govorimo o zacetku uporabe inokuluma v procesu
alkoholne fermentacije. Omenjenega leta je Svicarskemu raziskovalcu Hermann Miiller,
rojen v kraju Thurgau uspelo prepricati nemske vinarje o prednostih, ki jih ponuja hitra
spodbujena fermentacija. Po 75-ih letih je bila speljana prva komercialna priprava dveh
sevov vinskih kvasovk, danes pa ze vecina vinarjev pri pridelavi tako belih kot rdecih
vin posega po dodatku komercialne starterske kulture (Pretorius, 2002). Le-te so
selekcionirane glede na Stiri osnovne kriterije in sicer fermentacijske lastnosti,
senzori¢ne znacilnosti, tehnoloSke lastnosti in metabolne lastnosti z zdravstvenega
stalis¢a (Kosmerl, 2013).
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Preglednica 2: Zelene znatilnosti starterskih kultur vinskih kvasovk (Pretorius, 2000).

fermetacijske lastnosti tehnoloske zahteve

hiter zacetek fermentacije dobra genetska stabilnost

visoka ucinkovitost visoka odpornost na sulfit

visoka odpornost na alkohol nizka sposobnost vezave sulfita

visoka osmotoleranca majhno penjenje

nizek temperaturni optimum flokulativnost ob koncu fermentacije

majhna akumulacija biomase kvasovk tvorba kompaktne usedline

aromati¢ne znacilnosti zimocidna aktivnost

majhna tvorba sulfitov, tiolov nezahtevnost glede dusika

majhna tvorba visjih alkoholov genetska oznaditev

majhna tvorba hlapnih kislin proteoliti¢na aktivnost

hidrolitska aktivnost metabolne lastnosti z zdravstvenega stalisc¢a
povecana avtoliza majhna tvorba sulfita

spremenjena aktivnost esteraz majhna tvorba biogenih aminov

velika tvorba glicerola nizek potencial za tvorbo etil karbamata iz

prekurzorja (se¢nine)

V spodnji preglednici so navedeni najpomembnejSi cilji selekcije vinskih kvasovk.
Casovno zaporedne prisotnosti razliénih vrst in sevov kvasovk okarakterizirajo
spontano alkoholno fermentacijo. V idealnih razmerah je rezultat meSane avtohtone
populacije kvasovk lahko zelo kompleksno vino s sadnim znacajem, polnostjo,
zaokrozenostjo in harmoni¢nostjo v okusu. V veliki vecini primerov se med spontano
alkoholno fermentacijo pojavijo problemi, zato se moc¢no priporo¢a dodatek cCiste
starterske kulture. Najznacilnejsa tehnoloska prednost z vidika alkoholne fermentacije
moSta je prav trZzna dostopnost selekcioniranih kvasovk vrste Saccharomyces cerevisiae
(KoSmerl, 2013).

Preglednica 3: Osnovni selekcijski kriteriji vinskih kvasovk in cilji (KoSmerl, 2013).

selekcijski kriteriji cilji selekcije

fermentacijska sposobnost majhna tvorba sulfidov in Zveplo-vezujocih snovi
osmotoleranca ¢im manjsa tvorba hlapnih kislin in H,S
odpornost na alkohol majhna sposobnost penjenja

odpornost na sulfit sposobnost tvorbe filma (sherry)

V naslednji preglednici so razvidne osnovne zahteve, ki jih morajo izpolnjevati
industrijske starterske kulture in dodatne zahteve za produkcijo starterskih kultur.
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Preglednica 4: Osnovne in dodatne zahteve za produkcijo starterskih kultur (Ko3merl, 2013).

osnovne zahteve

dodatne zahteve

dokoncanje fermentacije (odpornost na
alkohol)

tvorba Zelenih sortnih arom

odpornost na visoke sladkorne stopnje
mosta

razgradnja jabol¢ne kisline

odpornost na SO,

tvorba glicerola

odpornost na visoke in nizke temperature

B-glukozidazna aktivnost

toleranca na visok tlak (pri penecih vinih)

zimocidna ali killer aktivnost

tvorba majhnih koli¢in ocetne Kkisline,

majhno izloCanje uree

acetaldehida, H,S, merkaptanov, diacetila,
SO, in omejena tvorba visjih alkoholov

majhno penjenje aglomerizacija

flokulativnost po koncani alkoholni tvorba estrov

fermentaciji (izboljSanje bistrenja)

sposobnost susenja proteazna aktivnost

tvorba inhibitornih  snovi
kvarljive mikroorganizme

za druge

Danasnje starterske kulture vsebujejo obicajno en sam sev vrste Saccharomyces
cerevisiae, vse bolj pa so v uporabi tudi starterske kulture sestavljenje iz kombinacije
razli¢nih sevov iste vrste Saccharomyces cerevisiae ali vrst ali iz kombiniacije vrst
Saccharomyces cerevisiae in rodov ne-Saccharomyces kvasovk.

Nedolgo nazaj je bila predlagana uporaba mesanih starterskih kultur Saccharomyces/ne-
Saccharomyces in sicer z namenom izbolj$anja kemijske in senzori¢ne kakovosti vina,
obenem pa tudi zmanjSanja koncentracije nezelenih spojin, ki jih navadno tvorijo ne-
Saccharomyces kvasovke (KoSmerl, 2013).

Pri pripravi zdrave starterske kulture moramo vedno slediti navodilom proizvajalca za
rehidracijo kvasovk. V inokulumu mora biti vsaj 2-5 milijonov aktivnih celic v 1 mL,
kar odgovarja 1-3 vol.% inokuluma. V odvisnosti od mosta je potreben dodatek suhih
kvasovk 15-40 g/hL mosta. V primeru slabega zdravstvenega stanja grozdja (gniloba)
potrebujemo vecji inokulum in sicer med 20-40 g/hL. V belih mostih iz zdravega
grozdja in opravljenem bistrenju je obiCajni dodatek inokuluma med 15-25 g/hL
(KoSmerl, 2013).
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2.2.3.1 MeSane starterske kulture kvasovk rodu Saccharomyces/ne-
Saccharomyces

Stevilne raziskave so bile podlaga za predlog uporabe me3anih starterskih kultur
Saccharomyces/ne-Saccharomyces pri pridelavi razliénih vin z hamenom zmanjSanja
koncentracije nezelenih spojin, ki jih navadno tvorijo ne-Saccharomyces kvasovke.
Inokulacija meSane starterske kulture poteka na razlicne nacine, najpogosteje pa je v
uporabi hkratna ali zaporedna inokulacija. Zaporedna inokulacija najpogosteje vodi v
upocasnjeno ali zaustavljeno alkoholno fermentacijo zaradi pomanjkanja hranil za
kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae, daje sicer ve¢ pozitivnih aromati¢nih spojin,
a hkrati tudi ve¢ negativnih. Zaradi omenjenih razlogov je vse bolj v uporabi hkratna
inokulacija (KoSmerl, 2013).

Za meSano kulturo kvasovk je znacilna dobra encimsko aktivnost, poleg tega pa tudi
tvorba ve¢ pomembnih aromati¢nih spojin. V uporabi so razlicne meSane starterske
kulture kvasovk in sicer:
e Candida/Saccharomyces,
e Saccharomyces cerevisiae/Torulaspora delbrueckii,
e Saccharomyces cerevisiae/Pichia,
e Saccharomyces cerevisiae/Kluyveromyces thermotolerans,
e druge meSane kulture Saccharomyces/ne-Saccharomyces kvasovk kot so: K.
apiculata, M. pulcherrima, rodova Saccharomycodes in Zygosaccharomyces v
kombinaciji s S. cerevisiae (KoSmerl, 2013).

2.2.3.2 Posamezne in meSane starterske kulture kvasovk rodu
Saccharomyces

Danes je na trzis¢u dostopnih Ze zelo veliko razlicnih sevov kvasovk rodu
Saccharomyces, z najrazli¢nejSimi lastnostmi (razli¢na sposobnost sinteze, spros¢anja in
pretvarjanja aromati¢nih spojin med alkoholno fermentacijo), ki razlicno vplivajo na
senzori¢no kakovost vina (Kosmerl, 2013).

Z uporabo meSanih kultur Saccharomyces/Saccharomyces lahko dosezemo izraZzanje
pozitivnih znacilnosti obeh sevov kvasovk, hkrati pa lahko izboljSamo dolocene
parametre, ki vplivajo na senzori¢no kakovost pridelanega vina. Pri sami uporabi
mesanih kultur pa velja pravilo, da je zelo pomembno, katere seve kvasovk uporabimo
za meSano kulturo in v kakSnem razmerju, kajti le pravilna izbira kombinacije kvasovk
lahko bistveno pripomore k izboljSanju aromati¢nega profila pridelanega vina (KoSmerl,
2013).
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2.2.3.3 Hibridni sevi kvasovk

Hibridizacija predstavlja uspeSen nacin za izboljSanje in kombiniranje lastnosti s
poligenskim nadzorom ter omogoca hitro vkljucitev ali odstranitev dolo¢enih lastnosti
kvasovk. Njena slabost je v tem, da je mozna le v primeru zelo sorodnih vrst kvasovk
rodu Saccharomyces. Za hibride, nastale na omenjeni nacin, je znacilna hitra in
ucinkovita prilagodljivost na razmere med alkoholno fermentacijo ter izkazovanje
lastnosti obeh starSevskih sevov. Za pridobitev hibridov so dandanes v uporabi Stevilne
hibridizacijske tehnike, od parjenja spor, naklju¢nega parjenja do fuzije protoplastov.
Stevilni hibridi, pridobljeni z naravnim pridobivanjem, kamor pristevamo hibridizacijo s
parjenjem spor in naklju¢no parjenje, S0 danes Ze dostopni na trzis¢u. S postopkom
fuzije protoplastov pa pridobimo gensko spremenjene kvasovke, ki v EU zakonsko Se
niso dovoljenje. Stevilne raziskave so pokazale, da je sicer parjenje spor enostavna, a
hkrati ¢asovno dolgotrajna metoda, katere slabost je ta, da lahko hibridom »manjkajo«
katere izmed industrijsko pomembnih lastnosti, ki pa so sicer prisotne v sevih starSev
(KoSmerl, 2013).

Kakor navaja Jenko in sod. (2012), so naravne hibride do danes Zze izolirali in jih
ovrednotili. Poznanih je ve¢ naravnih hibridov in sicer:

e S. cerevisiae x S. kudriavzevii,

e S.cerevisiae x S. bayanus,

e S.cerevisiae x S. bayanus x S. kudriavzevii.

Tudi pri izvedbi naSega eksperimentalnega dela, smo med izbranimi starterskimi
kulturami kvasovk, ki smo jih dodali v most, uporabili hibrid in sicer naravni hibrid
Cross evolution.

2.2.3.4 Gensko spremenjene kvasovke

Z uporabo rekombinantne DNA so bile do sedaj uspeSno spremenjenje ze Stevilne
kvasovke, v katerih so izrazili tiste gene, ki nosijo lastnosti, ki pozitivno vplivajo zlasti
na senzori¢no kakovost vina. Veliko raziskav je bilo tudi na podro¢ju odpravljanja
tvorbe negativnih arom pri vinskih kvasovkah, a ker v vecini drzav uporaba gensko
spremenjenih kvasovk trenutno Se ni dovoljena, temeljijo obstojece tehnike
pridobivanja sevov kvasovk z izbolj$animi lastnostmi Se vedno na klasi¢nih metodah
(hibridizacija, sprozanje mutacij) (KoSmerl, 2013).

2.3 DODATEK HRANE ZA KVASOVKE

Potek alkoholne fermentacije mosta je nesporno odvisen od hranil za vinske kvasovke,
doloc¢enih Ze z osnovno fizikalno-kemijsko sestavo mosta in tudi od drugih dejavnikov
(npr. ostanki fungicidov, prisotnost plesni in mle¢no- ter ocetno-kislinskih bakterij), ki
pa so bistveno manj raziskani.
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Kadar kvasovkam pri¢ne primanjkovati duSikovih spojin, lahko na njihovo
fermentacijsko kinetiko, vplivamo s pravoCasnim, a ne prevelikim in c¢asovno
prezgodnjim dodatkom ustreznega hranila. Naceloma je vsak most v zacetni fazi
zadostno oskrbljen z duSikovimi spojinami, pomanjkanje le-teh se pokaze najkasneje po
Stirih dneh. Kasnejsi dodatek hranila za kvasovke z namenom povecanja fermentacijske
kinetike se pokaze predvsem v boljSih senzori¢nih znacilnostih pridelanega mladega
vina in sicer manjsi vsebnosti hlapnih kislin ter manjsi vsebnosti »porabnikov Zvepla,
ki nastajajo, ko pri¢ne primanjkovati vitaminov (le-ti S0 sestavina hranil).

2.3.1 Enostavna hranila

Vsebnost anorganskega dusSika, ki je pomemben za hidrolizo ustreznih beljakovin, lahko
poveamo z dodatkom enostavnega hranila za kvasovke, zlasti diamonijevega
hidrogenfosfata (DAP). Dodatek amoniakalnega dusika je priporo¢ljiv med 25-50 mg
NH,*/L, kar se senzori¢no ne da ugotoviti. Obi¢ajno znasa dodatek DAP med 10-20
g/hL in sicer vecina vinarjev uporablja dodatek hrane po zacetku fermentacije ali pa
veckratni dodatek manj$ih koli¢in hranila. Omenjeno enostavno hranilo DAP je
primerno za stimulacijo kvasne populacije, v primeru mle¢nokislinskih bakterij pa je
neucinkovito, saj le-te potrebujejo za rast kompleksnejSo meSanico vsaj z dodatkom
vitaminov. V te namene uporabljamo enostavnejSa oz. kompleksna hranila, ki so v
opisana v nadaljevanju (KoSmerl, 2013).

2.3.2 EnostavnejSa hranila

EnostavnejSa hranila so enostavna hranila z dodatkom vitaminov ali t.i. rastnih
dejavnikov, ki so poleg duSikovih snovi potrebni za pravilno delovanje encimov
kvasovk. V dovolj veliki koli¢ini zmanjSajo koli¢ino nastalih »porabnikov Zvepla« ter
pripomorejo k nastanku vecjega deleza pozitivnih aromati¢nih snovi.

Preglednica 5: Primera enostavnejSih hranil (enostavno hranilo z dodanimi vitamini) (KoSmerl,
2013).

Sestava Namen uporabe Priprava
Je vzpodbujevalec alkoholnega
deaktivirane kvasovke vrenja, vpliva na razmnoZevanje
diamonijev fosfat in vrelno sposobnost kvasovk. Raztopimo v zadostni koli¢ini
amonijev sulfat vode, mosta ali vina.
tiamin hidroklorid Koli¢ina: 35-40 g/hL
silikagel
61,8 % amonijevega sulfata Je pospesevalec rasti in
33 % diamonijevega fosfata razmnoZzevanja Raztopimo v manjsi koli¢ini
5 % KHCO; mikroorganizmov, vpliva na vode in med stalnim meSanjem
0,2 % vitamin B; normalen potek in dokonéanje dodamo v most pred za¢etkom
alkoholnega vrenja. alkoholnega vrenja.

Koli¢ina: 10-30 g/hL
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Pomembna vloga rastnih dejavnikov oz. vitaminov je razvidna iz spodnje preglednice.

Preglednica 6: Vloga vitaminov oz. rastnih dejavnikov (KoSmerl, 2003).

Vitamin in njegovo ime Delovanje

B1 tiamin Potrebujejo ga dekarboksilaze. Deluje v sinergiji z
vitaminom C ter pospesi rast in poveca biomaso.

B2 riboflavin Aktivira oksidativno razgradnjo piruvi¢ne kisline,
mascobnih kislin in aminokislin preko izmenjave
elektronov.

PP niacin Reducira tvorbo etil acetata in kontrolira tvorbo

keto kislin. V primeru pomanjkanja tega vitamina
pride do prekomerne porabe tiamina.

B5 pantotenska kislina, Ca-pantotenat Aktivni del koencim A prena3a acilne skupine pri
encimskih reakcijah, pri oksidaciji piruvi¢ne
kisline in mascobnih kislin.

B6 piridoksin Sodeluje pri transaminaciji in tvorbi o-
ketoglutarjeve kisline.

B12 kobalamin, cianokobalamin Vpliva na rast in hitrost razmnoZevanja kvasovk
ter sodeluje pri reakcijah karboksilacije in
deaminacije.

H biotin Vpliva na razmnoZevanje kvasovk in sodeluje v
encimskih reakcijah karboksilacije in deaminacije.

D2 ergosterol Pomaga kvasovkam pri dokon¢nem povretju

sladkorjev, stimulira tvorbo glicerola ter zmanjsa
tvorbo ocetne kisline in acetaldehida.

2.3.3 Kompleksna hranila

Kompleksna hranila za kvasovke sestavljajo: DAP, kvasni ekstrakt in avtolizirane
celicne stene kvasovk (yeast hulls). Na trziS€u pa se pojavljajo tudi hranila z razlicno
sestavo in sicer: npr. zgolj celi¢na jedra in citoplazma inaktiviranih kvasovk z veliko
prostih aminokislin in vitaminov, ali pa so v vecji meri dodane topne celi¢ne stene
kvasovk, ki vezejo toksi¢ne mascobne kisline. Zaradi razli¢ne sestave kompleksnih
hranil, je po njihovem dodatku v most ali vino tudi pricakovano manjse povecanje
vsebnosti prostega aminokislinskega duSika (FAN) v primerjavi z dodatkom
enostavnega hranila.

Polisaharidi so glavne sestavine celicne stene kvasovk, njihova kemijska sestava pa je
odvisna od seva kvasovk, starosti celic in razmer rasti. Celi¢ne stene kvasovk vplivajo
na upocasnjeno sprosc¢anje duSikovih spojin, ki jih kvasovke lahko asimilirajo, na
stimulacijo celi¢nega metabolizma Zivih kvasovk, kar pa poveca obseg fermentacije in
Stevilo celic v stacionarni fazi (Kosmerl, 2013).

Kompleksna hranila lahko vsebujejo poleg dodatka vitaminov tudi minerale ali
makroelemente, ki imajo vsak svojo pomembno vlogo.
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Preglednica 7: Minerali in njihove funkcije (KoSmerl, 2013).

Mineral

Delovanje

magnezij (Mg)

Vpliva na rast kvasovk (faze in Cas celi¢ne delitve) ter
jih §¢iti pred negativnimi dejavniki (temperaturni Sok,
visoka vsebnost alkohola). Pri pomanjkanju se tvori

vecéja vsebnost ocetne kisline in zmanjSa se odpornost

kvasovk na alkohol.

mangan (Mn)

Prispeva k sintezi lastnih beljakovin in tiamina.

cink (Zn)

Je pomemben sodejavnik dolo¢enih encimov in
pozitivno prispeva k sintezi riboflavina ter beljakovin.

V spodnji preglednici so navedeni nekateri primeri kompleksnejsih hranil.

Preglednica 8: Primeri kompleksnejSih hranil (KoSmerl, 2013).

sestava

namen uporabe

priprava

Avtolizat biomase
kvasovk, obogaten z
vitamini (pantotenska
kislina, biotin), minerali,
mikroelementi (Mg, Zn,
Mn) ter aminokislinami.

Omogoca nemoten
metabolizem kvasovk in
preprecuje tvorbo hlapnih
Kislin ter pojav nezelenih
vonjev. Uspesno
preprecuje upocasnjeno in
prekinjeno alkoholno
vrenje.

Koli¢ina: 30 g/hL

Raztopimo v manjsi
koli€ini rehidracijske vode
za kvasovke.

Inaktivirane kvasne
celice (celicne membrane)
na koncu faze
razmnoZevanja, o-
aminokisline, vitamini,
minerali.

Vpliva na dobro sproS¢anje
polisaharidov, ki so
sposobni vezave z
reaktivnimi tanini, ki sicer
tvorijo nestabilne
makromolekule in
povzrocajo usedlino.

Koli¢ina 30 g/hL.

Dodajamo direktno v most
ali v drozgo, ki jo
maceriramo.

Celi¢no jedro in
citoplazma inaktiviranih
kvasnih celic, proste
aminokisline, vitamini,
minerali, topne celi¢ne
stene kvasovk.

Stimulator alkoholne
fermentacije in vpliva na
hitrejSe razmnoZevanje
kvasovk.

Koli¢ina 5-40 g/hL.

Tik pred uporabo
raztopimo v vodi v
razmerju 1:10.

2.4 ANTIOKSIDANTI

11

Antioksidant je snov, ki prepreci ali zavira oksidacijo neke druge snovi tudi takrat, ko je
koncentracija le-te precej ve¢ja od koncentracije antioksidanta (Halliwell in Gutteridge,
1989). KoroSec (2000) pa antioksidant definira kot spojine, ki z lovljenjem prostih
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radikalov, keliranjem kovinskih ionov, z odstranjevanjem in/ali popravilom oksidativno
poskodovanih biomolekul preprecujejo poruseno ravnotezje med prostimi radikali in
antioksidanti, kar imenujemo oksidativni stres.

Kot govori Abramovi¢ (2011) so antioksidanti skupina naravno prisotnih ali dodanih
strukturno raznolikih spojin, ki preko razli¢nih kemijskih mehanizmov zmanjSujejo
oksidativne spremembe Zivil.

Prosti radikali pa so atomi, molekule ali ioni z vsaj enim elektronom brez para. So
visoko reaktivne molekule, ki poSkodujejo celi¢ne strukture, vkljuéno z nukleinskimi
kislinami in geni. Nastanejo kot rezultat normalne celi¢ne presnove oz. dihanja, kjer
prihaja do prenosa elektrona, kot posledica razli¢nih sevanj, ki privedejo do cepitve
hidrolitske vezi (UV-, y-Zarki) ali nekaterih snovi in zdravil (alkoholna fermentacija,
latoksini, alkohol, analgetiki, anestetiki, citostatiki) (Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 2006;
Korosec, 2000).

Antioksidante lahko razdelimo v tri skupine in sicer:

e pravi antioksidanti: tisti, ki vezejo proste radikale in predstavljajo glavno
znotrajceli¢no antioksidativno obrambo (katalaza, glutation peroksidaza),

e reducenti, to so neencimski proteinski antioksidanti v plazmi (transferin,
hemoglobin, albumin),

e antioksidanti sinergisti, ki povecujejo ucinkovanje antioksidantov prve skupine
in se nahajajo v plazmi, v celicah in celi¢nih membranah (vitamin C, glutation,
secna kislina, vitamin E, betakaroten) (KoroSec, 2000).

Abramovi¢ (2011) pa antioksidante razdeli v dve skupini in sicer na primarne in
sekundarne antioksidante:

e Primarni antioksidanti: reagirajo z radikali in prekinjajo verizno radikalsko
reakcijo oksidacije lipidov, radikale pa pretvorijo v termodinamsko stabilnejSe
zvrsti. Take spojine vsebujejo hidroksilno skupino (fenolne spojine),
sulfhidridno skupino (citein, glutation) ali aminsko skupino (se¢na kislina,
spermin, proteini). V zivilstvu se kot lovilce radikalov najpogosteje uporablja
naslednje spojine: fenolne spojine, flavonoide, butiliran hidroksianizol, butiliran
hidroksitoluen, terciarni butiliran hidroksikinon in tokoferole.

e Sekundarni antioksidanti: uporabljajo razlitne mehanizme kot so vezava
kovinskih ionov v komplekse, lovljenje kisika, razgradnja hidroperoksidov v
neradikalske zvrsti, absorbcija UV svetlobe, deaktivacija singlet kisika, s
katerimi upocasnijo reakcije iniciacije in s tem zmanjSajo obseg reakcij lipidne
oksidacije. Poimenujemo jih tudi kot sinergisti, saj zmanjSajo ucinek
prooksidantov in povecajo ucinkovitost primarnih oksidantov. Sekundarni
antioksidanti, ki veZzejo kovinske ione v komplekse so EDTA
(etilendiaminotetraocetna kislina) citronska kislina, vinska Kkislina, fitinska
kislina, fosforjeva (V) Kkislina, polifosfati, fosfolipidi, aminokisline, peptidi,
proteini in flavonoidi. Antioksidanti, ki z reakcijo s kisikom le-tega odstranijo iz
sistema so poimenovani kot lovilci prostega kisika, to so: askorbinska kislina,
askorbil palmitat, -karoten.

12
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Pri razvrstitvi antioksidantov ni poznana najboljSa mozna razdelitev. Tako je
pogostokrat v uporabi tudi razvrstitev antioksidantov po slednjih kriterijih: izvor, nacin
delovanja, fizikalno-kemijske lastnosti, struktura, mehanizem delovanja antioksidanta
Vrsta oksidanta doloca njegov nacdin delovanja pri preprecevanju oksidacije.
Antioksidanti so lahko encimski ali neencimski sistemi, topni v vodi ali v masc¢obah
(KoroSec, 2000; Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 2006; Kosmerl, 2011).

Fenolni antioksidanti so donorji vodika ali elektronov. Zaradi resonan¢ne delokalizacije
nesparjenih elektronov v aromatskem obrocu, so njihovi radikali relativno stabilni
(Shahidi in Naczk, 1995). Oksidacijo zavirajo z dvema razlicnima mehanizmoma
reakcij, ki vedno potekata vzporedno, a z razli¢no hitrostjo. Vsebnost prisotnih
antioksidantov pa vpliva na antioksidativni potencial snovi. Raziskave so pokazale, da
je le-ta v veliki vecini odvisen od vsebnosti fenolnih spojin in vrste fenolnih spojin, saj
nimajo vsi fenoli enake antioksidativne ucinkovitosti. Velik vpliv na vsebnost
antioksidantov pa predstavljata tudi tehnologija pridelave in na¢in shranjevanja vina
(KoSmerl, 2013).

2.4.1 Fenolne spojine kot antioksidanti v vinu

Lovljenje prostih radikalov, sposobnost oksidacije (reducent), vezava kovinskih ionov v
stabilne komplekse in deaktivacija prooksidantivnih encimov lipoksigenaz (pretvorba
encima v neaktivno obliko temelji na redukciji ione Fe** v Fe®), so lastnosti, ki
fenolnim spojinam omogocajo antioksidativno ucinkovanje. Poznamo dva glavna
mehanizma reakcije fenolnih spojin z radikali:

e prenos vodikovega atoma in

e prenos elektrona (Abramovi¢, 2011).

a) Mehanizem prenosa vodikovega atoma poteka sledece:

Re + AOH — RH + AO» (1)
ROOe + AOH — ROOH + AO» )
RO« + AOH — ROH + AO- Ne)

Zgornje enacbe (relacije 1, 2, 3) prikazujejo oddajanje vodikovega atoma fenolne
spojine (AOH) radikalu, pri ¢emer pride do cepitve vezi med Kisikom in vodikom
v -OH skupini fenolne spojine. Posledica tega je nastanek fenolnega radikala (AQe).
Opisani mehanizem reakcije strokovna literatura poimenuje kot HAT (hydrogen atom
transfer). Za fenolne spojine je znacilno, da lahko reagirajo z razli¢nimi radikalskimi
zvrstmi in sicer lahko reagirajo z alkilnimi radikali pri ¢emer pride do podaljSanja
stopnje iniciacije (relacija 1) ali pa reagirajo z alkilperoksilnimi in alkoksilnimi (relaciji
2, 3), ki povzrocijo upocasnitev stopnje propagacije (Abramovic, 2011).

b) Mehanizem prenosa elektrona pa prikazujejo naslednje enacbe:

.13
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OH + H,0 <> AO + H30" .. (4)
ROOs + AO" — ROO + AO ... (5)
ROO + H;0" = ROOH + H,0 .. (6)

Zgornje enacbe prikazujejo reakcijski mehanizem SPLET (sequential proton less
electron transfer), pri katerem gre za prenos elektrona s fenoksidnega aniona (AO), ki
nastane pri deprotonizaciji —OH skupine v molekuli fenolne spojine.

Mozna je tudi drugacna reakcijska pot in sicer t.i. ETPT (electron transfer then proton
transfer) pot. Pri omenjenem reakcijskem mehanizmu preide fenolna spojina po prenosu
elektrona v kationski radikal (AOH™), le-temu pa sledi reverzibilna deprotonacija.

AOH + ROO» —» ROO™ + AOH™ ()
AOH™ + H,0 <> AOs + H,0* .. (8)
ROO™ + HsO* — ROOH + H,0 .. (9)

V resnici gre tudi pri reakcijskemu mehanizmu SPLET kot tudi ETPT za prenos
vodikovega atoma oz. za cepitev vezi med kisikom in vodikom v —OH skupini. Tip
reakcijskega mehanizma antioksidanta pa je odvisen od razli¢nih dejavnikov, predvsem
od njegove strukture, okolja (topila) in lastnosti radikala, na katerega antioksidant deluje
(Abramovic, 2011).

2.4.2 Razvrstitev fenolnih spojin

Vecina poznanih spojin, ki jim pripisujemo antioksidativne ucinke, spada v skupino
fenolnih spojin (Abramovic, 2011).

Skupina fenolnih spojin je Stevil¢na in sestavljena iz strukturno raznolikih spojin, ki kot
sekundarni metaboliti nastajajo v rastlinah in mikroorganizmih. V celici se nahajajo v
vakuoli ali pa so vezane na strukturne elemente celicne stene. Pomembne so pri rasti in
reprodukciji rastlin, predstavljajo zaS¢ito pred zunanjimi stresnimi dejavniki kot so UV,
mikrobi, insekti ter u¢inkujejo kot vizualni markerji v cvetovih in sadezih. Poleg tega pa
vplivajo na senzori¢ne lastnosti (barva, okus, aroma) zivil in imajo farmakoloske
ucinke. Ucinkovale naj bi protivirusno, protimikrobno, protivnetno in protitumorno
(Abramovic, 2011).

Fenolne spojine vsebujejo vsaj en aromatski obro¢, na katerem je ena ali vec
hidroksilnih skupin. Literatura jih razdeli na ve¢ razli¢nih nac¢inov in sicer Abramovic
(2011) fenolne spojine razvrsti v slednje skupine:

e enostavni fenoli ali benzokinoni,
e fenolne kisline,
e naftokinoni,
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e ksantoni,

e stilbeni,

flavonoidi,

lignani,
biflavonoidi,
lignini,

kumarini
kondenzirani tanini.

Od omenjenih skupin so prehransko najpomembnejsi flavonoidi, fenolne spojine in
tanini (Abramovic, 2011).

V skupino fenolnih spojin priStevamo zelo enostavne ali monomerne spojine, Ki izvirajo
iz jagodne kozice, grozdnega soka oz. grozdne pecke, kakor tudi kompleksnejSe fenole
spojine ali tanine, ki izvirajo iz zorilne posode vina. Oboje vplivajo na barvo in
stabilnost vina, v ve¢jih koncentracijah pa prispevajo k trpkosti in grenkem okusu. V
prisotnosti kisika se rade oksidirajo in povzrocajo porjavitev vina (Kosmerl, 2013).

Na vsebnost fenolnih spojin v vinu vpliva ve¢ dejavnikov: ¢as kontakta grozdnega soka
s kozicami in peCkami oz. maceracija, vsebnost etanola, temperatura fermentacije,
mesanja soka in kozic pri maceraciji, intenziteta stiskanja, sorta vinske trste in podobno
(KoSmerl, 2013). V prvi vrsti pa je fenolni profil mo¢no sortno pogojen, zato je prav
sorta vinske trte najpomembnejSi dejavnik, ki odlo¢a o profilu fenolov v vinu
(Vrhovsek, 1996).

Vsebnost fenolov v vinu je pomembna, saj le-ti mo¢no vplivajo na barvo in stabilnost
vina ter zaznavo trpkosti in grenkega okusa. Zelo pomembni so v procesu spreminjanja
barve vina, ki lahko nastane kot posledica oksidacije, porjavitve ali kopigmentacije v
prisotnosti kisika (KoSmerl, 2013).

Fenolne spojine imajo poleg vpliva na barvo in okus (trpkost, grenkoba) vina, tudi
dokazano antioksidativno ucinkovitost. Zaradi antioksidativnih lastnosti fenolnih spojin
vina, ki so jih dokazali v in vitro in in vivo raziskavah, proti prostim radikalom in
pozitivnega ucinka na naSe zdravje, je osnovna Zelja vseh vinarjev, da bi jih z
ustreznimi tehnoloskimi postopki in znanjem, kar se da ohranili oz. preprecili njihovo
oksidacijo (KoSmerl, 2013).
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Preglednica 9: Vsebnost fenolnih kislin in flavonoidov v belem vinu (De Beer in sod., 2002).

Fenolne spojine Koncentracija (mg/L)
Belo vino
NEFLAVONOIDI 160-260
Hidroksibenzojske kisline 0-100
p-hidoksibenzojska kislina -2
Galna kislina 6,4 (2,8-11)
Skupni galati 6,9 (6,8-7)
a

Siringi¢na kislina

Protokatehujska kislina -2

Hidroksicimetne kisline 130-154
p-kutarna kislina 1,8

Kaftarna kislina 5 (3-7)
Kavna kislina 3,17 (1,5-5,2)
p-kumarna kislina 2,2 (1-3,2)
Ferulna kislina 2

Stilbeni 1,8 (0,04-3,5)
Resveratrol 0,04 (0-0,1)
FLAVONOIDI 25-30
Flavonoli Sledovi
Kvercetin 0,55 (0-1,2)
Miricetin 0,1(0-0,3)
Kamferol 0,1

Rutin 0,3 (0-0,9)
Flavan-3-oli 11,5 (2-29)
Katehin 15,4 (1,5-46)
Epikatehin 8,7 (0,5-60)
Proantocianidini 0
Antocianini 0
Delfinidin-3-glukozid 0
Cianidin-3-glukozid 0
Petunidin-3-glukozid 0
Peonidin-3-glukozid 0
Malvidin-3-glukozid 0
Malvidin-3-glukozid-acetat 0
Malvidin-3glukozid-p-kumarat 0

Skupni polifenoli: 177,6 (96-331)

®ni podatka v literaturi.

Fenolne spojine v vinu lahko razdelimo v dve veliki skupini, na flavonoide in
neflavonoide. Medtem ko so antioksidativne znacilnosti flavonoidov znane in dokazane
ze dlje ¢ase, se v zadnjem Casu ve¢ pozornosti namenja skupini neflavonoidov, ki je bila
do sedaj manj raziskana (Vrhovsek, 1996).
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Preglednica 10: Razdelitev fenolnih spojin vina (Vrhoviek, 1996).

Flavonoidi Neflavonoidi
e flavan-3-oli (katehin, epikatehin), e hidroksicimetne kisline (kaftarna,
e proantocianidini (di- in trimeri kutarna, fertarna, kavna, p-
katehina in epikatehina), kumarna, ferulna),

e antocianidini (cianidin, peonidin,
delfinidin, petunidin, malvidin),

e flavonoli (kamferol, kvercetin,
miricetin, izoramnetin).

e hidroksibenzojske kisline (galna,
vanilinska, siringi¢na),
o stilbeni (resveratrol).

Flavonoidi so spojine znacilne predvsem za rdeca vina in zavzemajo tudi do 85 % vseh
prisotnih fenolov, v belih vinih pa zgolj 20 %, medtem ko spojine neflavonoidov
predstavljajo vecino fenolnih spojin v belih vinih. Nahajajo se zlasti v celi¢nih vakuolah
kozice grozdne jagode, kjer so vezani oziroma zaestreni na sladkorje, alkohole in
kisline, drugi vir neflavonoidov pa predstavlja ekstrakcija iz lesa (Bavcar, 2006).

Antioksidativne znacilnosti fenolnih spojin so mo¢no pogoje z njihovo kemijsko
strukturo. Zaradi ene ali ve¢ hidroksilnih skupin na benzenovem obrocu, ima veéina
fenolnih spojin vina antioksidativne lastnosti. Znano je celo, da so mnoge fenolne
spojine vina boljsi antioksidanti kot vitamin E (Vrhovsek, 1996).

Antioksidativno vlogo imata v vinu poleg fenolnih spojin tudi enoloski sredstvi
askorbinska kislina in zveplov dioksid, ki $¢itita flavonoidne fenole pred oksidacijo, ker
se sama oksidirata. Zveplov dioksid povzro¢i $e dodatno inhibicijo oksidaz in
mikrobov, prav tako pa se veze na aldehide in druge vezalce zvepla (Plahuta, 2004).

Flavonoidi

Flavonoidi so najbolj razSirjeni antioksidanti v Cloveski prehrani, saj se nahajajo v
sadju, pijacah (sok, kava, ¢aj), pa tudi v cokoladi. Oksidacijo preprecujejo na razlicne
nacine, lahko delujejo kot lovilci prostih radikalov, vezejo kovinske ione ali pa zavirajo
encimske sisteme, ki katalizirajo nastanek prostih radikalov. Omenjena skupina ima
osnovni skelet zgrajen iz 15 C-atomov, osnovno spojino flavon pa sestavljajo strukture,
oznacene s CgC3Cg (Abram, 2000; Vrhovsek, 1996).

\4
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O

Slika 1: Osnovna strukturna formula flavonoidov (Abram, 2000).
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2.4.3 Tanini in enoloski tanini

Tanini ali ¢reslovine so polimeri flavonoidnih in neflavonoidnih fenolov z relativno
visoko molsko maso. Razdelimo jih v dve skupini:
¢ hidrolizabilni, ki so estri galne ali elagi¢ne kisline z glukozo in
e kondenziranni tanini, ki so oligomerne in polimerne spojine flavan-3-olov
(katehin, epikatehin) in jih poimenujemo tudi kot proantocianidini (Abramovic,
2011).

Tanine navadno povezujemo s spremembami senzoricne kakovosti in reaktivnostjo, saj
so fenolne spojine aktivnejSe v primerjavi z beljakovinami. Nagnjene so k reakcijam
oksidacije in polimerizacije, kar pa ima velik vpliv na aromati¢nost in kakovost okusa
pridelanega vina (Kosmerl, 2013).

V povezavi z nacionalno in evropsko zakonodajo lahko preparate taninov definiramo
kot enoloSka sredstva, Ki so iz proizvajaléeve strani strokovno in korektno oznaceni ter
priporoCeni z namenom uporabe in koli¢ino dodatka (Kosmerl, 2013). V spodnji
preglednici so navedeni dovoljeni preparati enoloskih taninov, ki so v uporabi kot
Cistilno sredstvo.

.18
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Preglednica 11: Uporaba enoloskih taninov kot Cistilnega sredstva (Ko$merl, 2013).

sestava namen uporabe priprava vsebnost
Tanin Hidrolizabilni in kondenzirani Raztopitev v 10- Med
tanini, ki so uéinkoviti pri kratni koli¢ini vode s maceracijo: 10-
stabilizaciji barve, T =40-50 °C in med 20 g/hL
pospeSevanju bistrenja in stalnim meSanje Med
vecanju strukture rde¢ih vin, ki~ dodatek k celotni ¢is¢enjem:
SO revnejsa na taninih. masi. 5-15 g/hL
Elagotanin Vsebuje elagovo kislino, ki Raztopitev v 10- Bela vina:
reagira s stabilnimi tanini brez ~ kratni koli¢ini vode 4-8 g/hl
vpliva na telo vina in izboljsa ali vina in med Rdeca vina:
C¢iS¢enje vin ter uravnotezi stalnim meSanje 4-8 g/hL
arome. dodatek k celotni
masi.
Galotanin ~ Primeren za bela vina, kjer so V razmerju 1:10 Priprava vin:
potrebne izboljSave harmonije, raztopitev v vodi ali 3-10 g/hL
strukture in okusa. Krepi vinu ter dodatek k LepSanje vin:
antioksidacijski u¢inek SOs. masi. 4-8 g/hL
Hrastov MesSanica naravnih taninov, Raztopitev v 10- Bela vina:
tanin ekstrahiran iz ozganih kratni koli¢ini vode 2-8 g/hL
hrastovih dog za lesene sode, ali vina in med Rdeca vina:
lahko podaljsa trajanje stalnim meSanjem 4-15/hL

barikom, saj koli¢ina taninov
postopoma pade na 30-50% po
2-3 letih.

dodatek k celotni
masi.

2.4.4 Trske iz hrastovega lesa

V tehnologiji pridelave vin kot lesene trske (pogovorno tudi ¢ipse) imenujemo preproste
fragmente lesa, pripravljene iz lesa, ki ga uporabljajo pri izdelavi sodov ali drugih
lesenih posod za potrebe vinarjev. Gre za meSanico naravnih taninov, ekstrahiranih iz
oZganih hrastovih dog za lesene sode, ki lahko podaljSa trajanje barrique vinom in
podpira delovanje SO,. Dodatek trsk iz hrastovega lesa je primeren za vina visoke
kakovosti in za dolgo Zivljenjsko dobo barrique vin, saj vino zmeh¢a in uravnotezi
njegovo taninsko strukturo ter mu doda neZen vonj po vanilji in za¢imbah (KoSmerl,

2013).

Uredba komisije Evropskega Sveta (ES) St. 606/2009 z dne 10. julij 2009 med
enoloskimi postopki dovoljuje uporabo trsk iz hrastovega lesa pri proizvodnji in negi
vina, kar pomeni tudi pri vrenju sveZega grozdja in grozdnega mosta (KoSmerl in sod.,

2012b).

V odvisnosti od velikosti trsk lo¢imo:

e prah, pri katerem je velikost trsk < 3 mm,
e drobna zrna velikosti 3-10 mm x 0,5-1 mm in

e groba zrna velikosti 5-10 mm.
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Poleg zgoraj omenjenih trsk se kot nadomestek uporabe lesenega soda v vinarstvu
uporabljajo tudi lesene kroglice, kocke in doge (Bautista-Ortin in sod., 2008).

OZgan les v odvisnosti od uporabljene temperature in trajanja Zganja (stopnja
ozganosti), delimo v 3 skupine:
e malo oZgan les (lightly toasted LT), do 5 min pri temperaturi 120-180 °C,
e srednje ozgan les (medium toasted MT), 10 min pri temperaturi =~ 200 °C,
e mocno oZgan les (heavily toasted HT), 15-20 min pri temperaturi 260-270 °C
(Bautista-Ortin in sod., 2008).

Raziskav, kjer so proucevali vpliv dodatka trsk iz hrastovega lesa v sam most, ni veliko.
Kosmerl in sod. (2012b) so proucevali vpliv s strani EU dovoljenega omenjenega
dodatka na fermentacijske, tehnoloske, senzori¢ne in aromaticne znacilnosti vina in
potrdili pozitivno korelacijo dodanih trsk tekom celotnega trajanja alkoholne
fermentacije na znacilnosti pridelanega vina. V primeru uporabljenih trsk je bil opazen
bolj enakomeren potek fermentacije, ki je posledica bolj enakomerne porazdelitve
kvasovk po celotni fermentirajo¢i prostornini, saj le-te igrajo vlogo povecanja notranje
povrsine.
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3 MATERIALI

IN METODE DELA

3.2 ZASNOVA POSKUSA

MOST sauvignon letnik 2013

most brez dodatkov - moét most most
kontrolni vzorec + + +
(oznaka 0) dodatek dodatek dodatek
komercialnega komercialnega seva komercialnega seva
seva kvasovk kVaSOVk kVaSOVk
(oznake 1, 6, 8, ot +
11, 13) hranila za kvasovke trsk iz hrastovega
(oznake 2, 5, 7, 10, lesa
14, 16, 17) (oznake 3, 4, 9, 12,
15, 18)
ALKOHOLNA
FERMENTACIJA
VINO DROZI
FIZIKALNO-KEMIJSKE DOLOCANIJE AOP
ANALIZE DROZI
DOLOCANJE SKUPNIH
FENOLNIH SPOJIN
DOLOCANIJE AOP
SENZORICNA ANALIZA

Slika 2: Shematski prikaz poteka poskusa.
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Most

V poskusu smo uporabili most bele vinske sorte sauvignon, letnika 2013, iz
vinorodnega okoli3a Stajerska, Slovenija, ki je bil do uporabe hranjen v zmrzovalniku.
Na sliki 3 so prikazane plastenke mosta, ki smo ga uporabili za na$ fermentacijski
poskus. V vseh plastenkah smo izmerili zacetno sladkorno stopnjo 87 °Oe. Vzorec
moSta smo poslali na WineScan (WSC) analizo na Kmetijsko gozdarski zavod Nova
Gorica (KGZ NG), rezultati omenjene analize pa so prikazani v prilogi A.

Slika 3: Plastenke z mostom bele vinske sorte
sauvignon, letnik 2013, iz vinorodnega okolisa
Stajerska, Slovenija, ki smo ga uporabili za na3
fermentacijski poskus.

3.2.2 Enoloska sredstva

3.2.2.1 Suhe aktivne kvasovke

Pri poskusu smo uporabili pet razlicnih komercialnih selekcioniranih kvasovk za bela
vina. Vse uporabljene komercialne seve kvasovk smo pred uporabo rehidrirali v vodi s
temperaturo 30-35 °C po navodilu proizvajalca in sicer v razmerju kvasovke : voda =1 :
10. Po poteku 20-ih minut smo dodali Se nekaj mosta iz fermentacijske steklenice z
namenom aklimatizacije kvasovk na delovno okolje, kar pomeni iz temperature 35 °C
na temperaturo 22-24 °C in iz okolja brez sladkorja na okolje z vecjo vsebnostjo
sladkorja.
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Pri delu smo uporabili naslednje komercialne selekcionirane kvasovke:
e Fermicru 4F9,

e Lalvin EC 1118,
e Lalvin QA23,
e Cross Evolution in
e Uvaferm CM.
Preglednica 12: Uporabljeni komercialni sevi kvasovk.
komercialno ..
oznaka vrelne . o doziranje
) ime seva vrsta kvasovk proizvajalec
steklenice K (g/hL)
vasovk
. Oenobrands,
1.2.3 Fermicru 4F9 Saccharpr_nyces DSM. distributer 20
cerevisiae
Jurana d.o.o.
Saccharomyces Danstar
4,5,6 . . Ferment, AG,
16, 17, 18 Lalvin EC 1118 cerevisiae EU. distributer 25-40
bayanus
Jurana d.o.o.
. Saccharomyces Lallemand,
7,8,9, Lalvin QA23 cerevisiae distributer 25-40
bayanus Jurana d.o.o.
Sacchyromyces Lallemand,
10, 11, 12 Cross Evolution cerevisiae distributer 25
cerevisiae Jurana d.o.o.
Sacchyromyces Lallemand,
13, 14, 15 Uvaferm CM cerevisiae distributer 25-40
cerevisiae Jurana d.o.o.

3.2.2.2 Hranila za kvasovke

Pri poskusu smo uporabili naslednja komercialna hranila za kvasovke:

e V Activ,
e Fermaid O,

e Opti-White in

e Reduless,

ki smo jih pripravili po navodilih proizvajalca v razmerju hranilo za kvasovke : voda =

1:10.
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Preglednica 13: Uporabljena komercialna hranila za kvasovke.

komercialno ime

oznaka vrelne hranila za roizvaialec doziranje
steklenice P ! (9/hL)
kvasovke

2 V Active E”O'O%";al Vason 10-30

5 Fermaid O Lallemand Inc. 35-40
Europe

7,14,17 Opti-White Lallemand Inc. 30-50
Europe

10 16 Reduless Lallemand Inc. 15-30
Europe

3.2.2.3 Trske iz hrastovega lesa

Pri poskusu smo uporabili slednje trske iz hrastovega lesa, ki smo jih po navodilih
proizvajalca dodali direktno v fermentacijsko steklenico:

e Tanin Quercia AM HT,

e Tanin Quercia AM MT,

¢ Intanto French.

Preglednica 14: Uporabljene trske iz hrastovega lesa.

komercialno ime

oznaka vrelne trsk iz hrastovega proizvajalec doziranje
steklenice lesa (g/L)
349 15 Tanin Quercia AM Enologica Vason 3-5 (fermentgcija)
o HT S.rl 100-300 (vino)
12 Tanin Quercia AM Enologica Vason 3-5 (fermentacija)
MT S.rl 10-30 (vino)
18 Intanto French Esseco Spa 1-4

3.2.3 Kemikalije in reagenti

Pri analizah mladega vina smo uporabili spodnje reagente:

e Galna kislina: za pripravo osnovne raztopine galne kisline pri dolocanju skupnih
fenolnih spojin v vinu.

e DPPHe (2,2-difenil-1-pirkil-hidrazil) (Sigma): zatehtali smo 4 mg DPPH v 100
mL bucko in dopolnili do oznake z metanolom.

e Natrijev karbonat (Na,CO3) (Merck): za pripravo 20 % raztopine natrijevega
karbonata.
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e Folin-Ciocalteu reagent: pred uporabo smo ga razredcili z deionizirano vodo v
razmerju FC : deioniziranavoda=1: 2

e Kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,4) (Merck) + kalijev hidrogenfosfat (KPO,)
(Merck) za pripravo 50 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH = 7,8).

e Pufrna raztopina za umerjanje pH metra (pH = 4,00 in pH = 7,02). |

e H,DCFDA (2', 7'-karboksiflourescin diacetat) (Sigma): za pripravo 1 mM
raztopine H,DCFDA raztopimo 0,0046 g H,DCFDA v 10 mL 96 % (v/v)
etanola.

3.2.4 Laboratorijska oprema in aparature

Za poskus smo potrebovali:
e analitsko tehtnico (AEA-220 A),
e UV-VIS RECORDING spektrofotometer (Shimadzu UV-160 A),
e ultrazvocna kopel (Iskra, Sonis 2),
e pH meter s kombinirano stekleno elektrodo (Mettler Toledo DL50 Graphix),
e (italnik mikrotitrskih plos¢ Safire 2 (Tecan),

o Kivete,
e avtomatske pipete,
e kapalke,

erlenmajerice,

stojalo za epruvete,

centrifugo (Tehtnica Centric 2000),

stresalnik (INFORMS Multitron),

magnetno mesalo (Magnetic stirrer mod microvar),
filter z velikostjo por 0,45 pm.

3.2.5 Nastavitev fermentacijskega poskusa

Nastavitev fermentacijskega poskusa je nazorneje prikazana na sliki 2, kjer je razvidno,
da smo most razdelili v 19 fermentacijskih steklenic (18 vzorcev + kontrolni vzorec) in
sicer po 550 mL mosta (sauvignon, letnik 2013) v vsako. V fermentacijsko steklenico z
oznako 1 smo dodali samo startersko kulturo vinskih kvasovk, v steklenico z oznako 2
startersko kulturo vinskih kvasovk in hranilo za kvasovke, v steklenico z oznako 3 pa
startersko kulturo vinskih kvasovk ter trske iz hrastovega lesa. Pri tem smo oblikovali 6
razli¢nih skupin s po tremi razlicnimi vzorci, izmed katerih je bil en z dodatkom
komercialnih selekcioniranih kvasovk, drugi z dodatkom kvasovk in hranil zanje, tretji
pa z dodatkom vinskih kvasovk ter trsk iz hrastovega lesa. Pred samim dodatkom
kvasovk oziroma hranila v most, smo kvasovke in hranila rehidrirali. Pripravljene,
rehidrirane kvasovke in hranila smo dali v fermentacijske steklenice, na katere smo
namestili vrelne vehe. Le-te smo do 1/3 napolnili z vodo in zamasili s kosom vate ter
tako omogocili izhajanje CO», preprecili pa vstop kisika.
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Prvi dan smo fermentacijske steklenice pustili na sobni temperaturi (T = 24 °C), da so
se kvasovke aklimatizirale, nato pa smo jih prenesli v klet na temperaturo 17 °C, kjer je
potekala alkoholna fermentacija. Fermentacijske steklenice smo tehtali vsakih 6 ur. Po
koncu fermentacije smo pridelano mlado vino prefiltrirali skozi filter z velikostjo por
0,45 pm, nato pa opravili Se fizikalno-kemijske in senzori¢ne analize vina.

3.3 FIZIKALNO-KEMIJSKE METODE

3.3.1 Analiza osnovne kemijske sestave mosta in vina z WineScan™ FOOS

V agrozivilskem laboratoriju na Kmetijsko gozdarskem zavodu Nova Gorica smo opravili
WineScan analizo mosta in vina. WineScan je sodobna naprava proizvajalca FOSS, ki
omogoca hitre analize (priblizno 30 sekund) grozdja, mosta in vina. Omenjena analiza
osnovne kemijske sestave vina zajema dolocitev:

e relativne gostote mosta in vina,
masne koncentracije skupnega suhega ekstrakta,
vsebnosti alkohola,
vsebnosti reducirajocih sladkorjev,
vrednost pH,
masne koncentracije skupnih titrabilnih kislin,
masne koncentracije hlapnih kislin,
organskih kislin (vinska, citronska, jabol¢na),

e vsebnosti COs.
Poleg zgoraj navedenih fizikalno-kemijskih parametrov z WineScan analizo dobimo
tudi podatek o informativni vsebnosti fenolnih spojin. Prednosti omenjene analize sta v
tem, da vzorca za analizo ni potrebno predhodno segrevati ali kemijsko obdelati, prav
tako pa so stroski za uporabljene reagente nizki (FOSS, 2014). Omenjena analiza je bila
opravljena po dveh razli¢nih programih in sicer po programu Suha vina in po programu
Vina v vrenju.

WineScan analiza deluje na principu infrardee spektroskopije, saj imajo fotoni
infrardece svetlobe (valovna dolZina 2,5-50 um), energijo, primerno za vzbujanje nihanj
vezi med atomi v posameznih molekulah. Le-ti nihajo na razli¢ne nacine, ki so znacilni
za posamezen tip vezi, zato jih lahko uporabimo za kvalitativno in kvantitativno
dolocitev komponent v vzorcu. Posamezni spektri molekul so zelo kompleksni in velja,
vecja kot je molekula, vec¢je je tudi Stevilo nihanj. Lega absorpcijskega vrha dolocene
vezi je odvisna od okolice, v kateri se vez nahaja (npr. hibridizacija atomov, konjugacija
z dvojnimi ali trojnimi vezmi iz okolice, elektronegativnost sosednjih. Za ugotavljanje
prisotnosti posameznih funkcionalnih skupin infrardece spektre navadno snemamo v
obmod&ju 400 cm™-1600 cm™ (Skvarg, 2007).

Navadno je bila Sibka tocCka uporabe spektroskopskih metod dejstvo, da smo lahko
spremljali intenziteto radiacije na eni oziroma le nekaj valovnih dolzinah. FTIR
(»infrardeca spektroskopija s Fourierjevo transformacijo«) inStrumenti pa omogocajo
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soCasno spremljanje intenzitete svetlobe v celem infrarde¢em spektru in hkrati ohranjajo
natan¢nost in stabilnost tradicionalnih instrumentov (Skvar¢, 2007).

WineScan aparat je kalibiran za suha mirna vina s klasi¢nimi metodami, kalibracijske
krivulje pa so redno potrjene z medlaboratorijsko primerjavo. Akreditirani parametri za
vino so naslednji: relativna teza, alkohol, ekstrakt, skupne in hlapne kisline. Potrjeni
parametri za vino pa so: reducirajo¢i sladkorji, vrednost pH, jabol¢na, mle¢na, citronska
in vinska kislina, glicerol, CO; in FC indeks.

Zgoraj opisana metoda je ena izmed metod, ki se uporablja za fizikalno-kemijske
analize v Zivilstvu, hkrati pa je doprinesla veliko izboljSav tudi na podro¢ju analize vina,

saj omogoca ¢asovno hitre, a hkrati natan¢ne meritve za Stevilne parametre vzorca
(Moreira in Santos, 2004).

Priloga A, nam prikazuje rezultate fizikalno-kemijskih analiz moSta sorte sauvignon,
letnik 2013, ki so bila opravljena pred zacetkom poskusa oz. alkoholne fermentacije na
Kmetijsko gozdarskem zavodu Nova Gorica (KGZ NG). V poglavju Rezultati z
razpravo sem predstavila le tiste parametre, kjer je ocitna in lepo razvidna razlika med
posamezni vzorci vina.

3.3.2 Dolocanje oddanega CO;
Iz rezultatov WineScan analize smo izracunali oddani CO, med alkoholno fermentacijo

in delez teoreticno nastalega CO, med alkoholno fermentacijo. Pri izraunu oddanega
CO, smo uporabili naslednjo formulo:

oddani CO,

delez teoreti¢no nastalega CO,
med alkoholno fermentacijo
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3.3.3 Dolocanje skupnih fenolnih spojin vina s Folin-Ciocalteu reagentom

Dolocanje sposobnosti redukcije s Folin-Ciocalteu reagentom je metoda, ki se jo
tradicionalno uporablja za dolo¢anje skupnih fenolnih spojin in temelji na sposobnosti
preiskovalne spojine, da odda elektron, ki reducira molibden v kompleks
fosfomolibden/fosfovolfram ter s tem omogoca opis redukcijske sposobnosti
antioksidanta.

Mo® + e — Mo .. (12)

Nerazredéenemu vzorcu vina (0,5 mL) v 50 mL bucki smo dodali Folin-Ciocalteu
reagent (2,5 mL), dobro premesSali in nato dodali 20 % raztopino natrijevega karbonata
(7,5 mL). Do oznake smo dopolnili z deionizirano vodo, premesali in vzorcem po 2
urah izmerili absorbanco pri valovni dolzini 765 nm v kvar¢ni kiveti z dolzino opti¢ne
poti 1 cm proti slepemu vzorcu. Umeritveno krivuljo, ki je prikazana na sliki 4, smo
pripravili galno kislino s koncentracijami 0 do 500 mg/L (preglednica 15). Kon¢no
vsebnost skupnih fenolnih spojin smo izracunali iz enatbe umeritvene krivulje in
rezultat izrazili kot mg galne kisline/L (KoSmerl in Kac, 2007).

Preglednica 15: Standardne raztopine galne kisline (Ko$merl in Ka¢, 2009).

volumen osnovne raztopine konéna koncentracija galne
oznaka bucke galne kisline kisline v standardni raztopini
(V. mL) (y mg/L)
0 0 0 (slepi vzorec)
1 1 50
2 2 100
3 3 150
4 5 250
5 10 500
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Slika 4: Umeritvena krivulja z galno kislino.

Masno koncentracijo oziroma kon¢no vsebnost skupnih fenolnih spojin smo izracunali
iz enacbe umeritvene krivulje:

Y galna kislina
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mnozino ulovljenega DPPHe/L vina (mmol/L) (Kosmerl in Ka¢, 2009; Fernandez-
Pachon in sod. 2005).

Relacije, ki smo jih uporabili pri izraCunu AOP vina:


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605000877
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605000877
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488 nm, emisije pa 520 nm. Rezultat smo podali kot razmerje med flourescenco (F) in
opti¢no gostoto kvasnih celic (OD) (F/OD).

3.4 SENZORICNA ANALIZA

3.4.1 20-tofkovna Buxbamova metoda

Senzori¢na analiza pridelanih mladih vin je bila opravljena po uradni 20-tockovni
Buxbamovi metodi (Pravilnik o postopku..., 2000) ali metodi pozitivnih tock.
Sodelovalo je sedem pooblas¢enih ocenjevalcev, za izraCun povprecne ocene pa sta se
izlo¢ili najnizja in najvi§ja ocena. Omenjena metoda je uradna metoda za dolocitev
senzori¢ne kakovosti vina v Sloveniji in se uporablja tudi na vseh ocenjevanjih na
nivoju lokalnih drustev in regij.

Vino lahko dobi od 0 do 20 tock, od tega za:
e bistrost 0 do 2,

barvo 0 do 2,

vonj 0 do 4,

okus 0do 6 in

harmonijo 0 do 6 tock.

Z metodo najprej ocenimo bistrost in barvo, Sele nato vonj in okus vina. Omenjena
metoda nam da oceno splosSnega skupnega vtisa. Kon¢na ocena srednja vrednost vseh
petih ocen in le-ta daje trdno in realno oceno o vinu (KoSmerl in Kac, 2009).

3.4.2 5-tofkovna ocenjevalna lestvica in rangiranje vzorcev

Preskusi z lestvicami spadajo med najpogosteje in vsestransko uporabne senzori¢ne
preskuse. Uporabni so za dolocanje stopnje, velikosti ali intenzivnosti razlik ene ali ve¢
senzori¢nih lastnosti ali za ocenjevanje skupne kakovosti (Golob in sod., 2006).

Senzori¢na metoda opisna ali deskriptivna analiza strokovnjaku omogoca, da pridobi
popoln senzoriCen opis izdelka. Pri omenjeni metodi je senzori¢ni ocenjevalec dolzan
opisati vino z besedami, Ki sluZijo za boljSo zbranost in poglobljenost ocenjevalcev,
nato pa ga kvalitativno oceniti s Stevilkami (Nemani¢, 1996). Tako je rezultat analize
niz izrazov, s katerimi je mozno objektivno opisati zaznane senzori¢ne lastnosti vina,
nato pa jih na ustreznih intenzivnostih lestvicah Se kvantitativno oceniti. Panel za
deskriptivno analizo je obi¢ajno sestavljen iz 8-12 ¢lanov (Golob in Jamnik, 2004).

V deskriptivno analizo, kjer so senzori¢ni ocenjevalci vzorce vina ocenili s tockami od
1 do 5, pri ¢emer je vrednost 1 pomenila najmanj, vrednost 5 pa najbolj izrazeno
posamezno ocenjevano senzori¢no lastnost, smo vkljucili naslednje senzoricne
deskriptorje: vonj po tropskem sadju oziroma tezja tropska aroma (pasijonka, mango),
vonj po citrusih oziroma svezZa tropska aroma (grenivka, limona), vonj po sadju oziroma
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fermentacijska aroma (hruska, jabolko), vonj po zelenem oziroma prekrivanje sortnih
arom (zelena paprika) in celokupno kakovost vina (okus in aroma).

Rangiranje ali razvrs¢anje vzorcev je senzori¢na metoda 0z. preskus z uporabo lestvic,

pri katerem dobi preskuSevalec istoc¢asno serijo treh ali ve¢ vzorcev. Razvrstiti jih mora
po intenzivnosti dolo¢ene senzori¢ne lastnosti oz. po v§ecnosti (Golob T. in sod., 2006).

35  STATISTICNA ANALIZA

Vse analize smo opravili v dveh oziroma treh paralelkah, rezultate pa smo podali kot
povprecje + standardni odklon, ki smo ga izracunali po enacbi:

IS (x, ~ %)
J=. I—'T
. (17)

o — standardni odklon

Xj— I-ta enota vzorca

X — aritmeti¢na sredina vzorca
N — Stevilo vseh enot

Korelacijo med dvema spremenljivkama smo poiskali s pomocjo linearne regresije z
metodo najmanjsih kvadratov.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

V nadaljevanju magistrske naloge so prikazani rezultati analiz, ki smo jih pridobili s
fizikalno-kemijskimi metodami in rezultati senzori¢ne analize vzorcev mladega vina.
Vzorci so razdeljeni v Sest trojic, sestavljenih iz treh razlicnih vzorcev oznaéenih z
oznakami 1-3, 4-6, 7-9, 10-12, 13-15, 16-18, pri ¢emer je eden izmed vzorcev v skupini
le z dodatkom komercialnega seva kvasovk, druga dva pa poleg komercialnega seva
kvasovk vsebujeta Se razli¢na dodatka in sicer dodatek hranil za kvasovke ali trsk iz
hrastovega lesa. Z oznako 0 je oznaCen kontrolni vzorec, kjer je potekala spontana
alkoholna fermentacija in v katerega nismo posegali oz. mu nismo nic¢esar dodali.

Slika 5: Videz mladih pridelzﬁﬁﬁ '\-'“irlmlrpo zaklju¢ku spremljanja poskusa alkoholne fermentacije.

4.1 FERMENTACHNSKE KRIVULIJE

Fermentacijski poskus oziroma spremljanje mase fermentacijskih steklenic je potekalo
451 ur, kar znasa nekaj ve¢ kot 18 dni. Tekom alkoholne fermentacije se je masa
vsebine v fermentacijskih steklenicah zmanjSevala, kar je posledica oddanega CO,, ki
nastane pri reakciji, v kateri med alkoholno fermentacijo iz glukoze nastaja etanol. S
pomocjo programa Excel smo izrisali fermentacijske krivulje posameznih vzorcev, ki
prikazujejo ¢asovno odvisnost oddanega CO,. Narisali smo tudi krivulje fermentacijske
kinetike vzorcev kot spremembo oddanega CO; na ¢asovno enoto.

Hitrost alkoholne fermentacije in s tem posledi¢no koli¢ina oddanega CO, je odvisha od
razli¢nih dejavnikov: fizikalno-kemijske sestave mosta, inokuliranega seva kvasovk in
temperature alkoholne fermentacije (Ribéreau-Gayon in sod., 2000). V nalogi nas je
zanimalo, ali dodatek selekcioniranih kvasovk, dodatek trsk iz hrastovega lesa in
dodatek hranila vpliva na potek alkoholne fermentacije in ¢e vpliva, v kolikSni meri.

Fermentacijske krivulje in krivulje fermentacijske kinetike so prikazane na slikah od 6
do 17 za vse vzorce pridelanega vina v primerjavi s kontrolnim vzorcem.
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Slika 6: Fermentacijske krivulje vzorcev 1, 2, 3 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Slika 6 prikazuje oddani CO, (g/L) med alkoholno fermentacijo za vzorce 1, 2 in 3. Pri
teh vzorcih smo uporabili komercialni sev kvasovk Farmicru 4F9, kjer gre za kvasovke
vrste Saccharomyces cerevisiae, ki so primerne za pridelavo zelo aromati¢nih belih vin
in rose vin. Uporabo Femicru 4F9 se Se posebej priporoca za zorenje vina na drozeh
(Lallemand, 2012). Vzorec 1 je vseboval startersko kulturo omenjenega seva vinskih
kvasovk, vzorec 2 startersko kulturo vinskih kvasovk in hranilo za kvasovke V Activ,
vzorec 3 pa startersko kulturo vinskih kvasovk ter trske iz hrastovega lesa Tannin
Quercia AM HT. V Activ je enostavnejSe hranilo, sestavljeno iz amonijevega sulfata,
amonijevega fosfata, kalijevega hidrogenkarbonata in vitamina B;. Gre za biolosko
aktiven produkt, izdelan iz kompleksnih spojin in vitaminov za pospeSevanje rasti in
razmnoZzevanje kvasnih kultur ter zagotavljanje hitre in zanesljive fermentacije. Glede
na geografsko poreklo gre pri trskah iz hrastovega lesa Tannin Quercia AM HT za
ameriSki hrastov tanin (AM) z visoko stopnjo ozganosti (HT), ki omogoca pridelavo
odli¢nih in elegantih vin, saj prispeva k ucinkoviti stabilizaciji barvil pri rde¢ih vinih,
hkrati pa podaljSuje in povecuje odpornost proti oksidaciji vin. Pri belih vinih se
uporablja v ¢asu fermentacije z namenom izboljSanja bistrenja in stabilizacije proteinov
(beljakovin) v vinu. Omenjeni tanin ne preprecuje oksidacije, vendar vinu omogoca
vecjo trajnost in odpornost v daljSem ¢asovnem obdobju.

Iz slike 6 je razvidno, da zacetek alkoholne fermentacije v vseh treh vzorcih sovpada z
zaCetkom fermentacije v kontrolnem vzorcu. S spremljanjem poteka alkoholne
fermentacije smo v prvi trojici potrdili pozitiven vpliv dodatka trsk iz hrastovega lesa
tekom celotnega trajanja alkoholne fermentacije, saj je bila koli¢ina oddanega CO, v
primerjavi s kontrolnim vzorcem ocitno vecja.



Drolc H. Vpliv hranil in hrastovih trsk na fermentacijske lastnosti kvasovk na antioksidativne znacilnosti vin
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2014

.35

0,25
-
0,2 ..“~
< ()
3 Yo &
30,15
. ~
g 40 W0 00 o ]
k] o»
3 20 90 00 00 .
0,05

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
trajanje alkoholne fermentacije (h)

@ Ospontana M1 Fermicru4F9 A 2 Fermicru 4F9+V.Active @ 3 Fermicru 4F9+Tannin Quercia AM HT

Slika 7: Kinetika alkoholne fermentacije vzorcev 1, 2, 3 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Slika 7 prikazuje kinetiko oddanega CO; (g/L/h) za vzorce 1, 2 in 3 v primerjavi s
kontrolnim vzorcem, ki nam pokaze, kdaj so vzorci mladega vina posameznih vrelnih
steklenic dosegli najveéje sproséanje CO,, Razlika v kinetiki oddanega CO, je med
vzorci 1, 2 in 3 ocitna. Vsi vzorci so dosegli najvecje spros¢anje CO, po priblizno 135
urah od pri¢etka fermentacijskega poskusa. Vzorec z oznako 3 (dodatek trsk iz
hrastovega lesa) je dosegel maksimalno spros¢anje CO, z intenziteto 0,21 g/L/h, vzorca
1 in 2 sta imela bistveno manjSe maksimalno sproscanje CO, in po pri¢akovanju
kontrola najmanjse maksimalno spros¢anje CO, in sicer zgolj 0,09 g/L/h.
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Slika 8: Fermentacijske krivulje vzorcev 4, 5, 6 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Slika 8 prikazuje oddani CO; (g/L) med alkoholno fermentacijo za vzorce 4, 5 in 6, iz
katere je razvidno, da je zacCetek alkoholne fermentacije v vseh treh vzorcih sovpada z
zacCetkom fermentacije v kontrolnem vzorcu. Pri teh vzorcih smo uporabili komercialni
sev kvasovk Lalvlin EC 1118. Gre za kvasovke vrste Saccharomyces bayanus, ki ima
zelo Siroko temperaturno obmocje delovanja (10-30 °C) oz. sposobnosti fermentacije in
je zato ena od najSirSe in najpogosteje uporabljenih kvasovk na svetu. Zanjo so znacilne
naslednje lastnosti: majhna tvorba pene, hlapnih kislin, vodikovega sulfida, visoka
odpornost do alkohola in osmotskega tlaka, dobra flokulacijska sposobnost in nevtralen
okus. Primerna je za pridelavo vseh vrst vina, tako penecih kot tudi vin poznih trgatev
ter jabol¢nih vin. Prav tako pa se jo lahko uporabi tudi pri ponovhem zagonu
nedokoncanih oz. prekinjenih alkoholnih fermentacij (Lallemand, 2012b).

Vzorec 6 je vseboval startersko kulturo omenjenega seva vinskih kvasovk, vzorec 5
startersko kulturo vinskih kvasovk in hranilo Fermaid O, vzorec 4 pa startersko kulturo
vinskih kvasovk ter trske iz hrastovega lesa Tannin Quercia AM HT. Fermaid O
predstavlja organsko hrano za kvasovke, ki se priporoca pri pridelavi belih, rose in
rde¢ih vin. Hranilo je primerno zlasti za moSte z manjSo ali srednjo stopnjo
pomanjkanja asimilativnega dusika. Gre za izredno uravnotezeno hranilo za kvasovke z
rahlo asimilativnimi aminokislinami in peptidi, ki zmanjSajo tveganje za pojav bekserja
in je naravni vir vitaminov (Lallemand, 2012a).
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Tudi v tem primeru smo ugotovili in potrdili pozitiven vpliv dodanih hrastovih trsk in
hranila za kvasovke tekom celotnega trajanja alkoholne fermentacije, saj je bila koli¢ina
oddanega CO, v vzorcih z omenjenima dodatkoma ocitno veja kot v primeru
kontrolnega vzorca.
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Slika 9: Kinetika alkoholne fermentacije vzorcev 4, 5, 6 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Slika 9 nam prikaze o€itno razliko med vzorci 4, 5 in 6 v Kkinetiki alkoholne
fermentacije. Tako kot pri vzorcih 1, 2 in 3, kjer je bila uporabljena starterska kultura
Fermicru 4F9, je tudi v primeru starterske kulture Lalvin EC 1118 kinetika najvecja pri
dodatku hrastovih trsk, sledi ji pa vzorec z dodatkom hranila za kvasovke.

Kinetika oddanega CO, vzorcev 4, 5 in 6 se od kontrolnega vzorca razlikuje. 1z slike je
razvidno, da je kontrolni vzorec dosegel bistveno manjSo najvecjo koli¢ino spros¢enega
CO; in to v relativno krajsem c¢asu. Najvecjo intenziteta spros¢anja CO, kontrolnega
vzorca znaSa priblizno 0,09 g/L/h, le-to pa je kontrolni vzorec dosegel po 189 urah,
medtem ko je najvec¢ja intenziteta sproScanja CO; preostalih vzorcev bistveno vecja
(0,22, 0,196 in 0,176 g/L/h).

V primeru dodatka hrastovih trsk je znacilen bolj enakomeren potek alkoholne
fermentacije zaradi enakomernejSe porazdelitve kvasovk po celotni fermentirajoci
prostornini, saj le-te odigrajo vlogo t.i. povecanja notranje prostornine (Kosmerl, 2013).
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Slika 10: Fermentacijske krivulje vzorcev 7, 8, 9 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.
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Slika 11: Kinetika alkoholne fermentacije vzorcev 7, 8, 9 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Sliki 10 in 11 nam prikazujeta, da lahko tudi na primeru vzorcev 7, 8, 9, kjer smo kot
startersko kulturo uporabili Lalvin QA23, potrdimo pozitiven vpliv dodanih trsk iz
hrastovega lesa (vzorec 9) in dodanega hranila (vzorec 7) na potek alkoholne
fermentacije, saj je Kolicina oddanega CO, v primeru obeh dodatkov ocitno vecja v
primerjavi s kontrolnim vzorcem. Vzorec 8 je vseboval startersko kulturo
komercialnega seva kvasovk Lalvin QA23, kjer gre za kvasovko vrste Saccharomyces
cerevisiae bayanus, ki je bila selekcionirana na institutu UTAD na Portugalskem. Je ena
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izmed najbolj znanih kvasovk za bela vina, ki daje izredno sadna in odprta sveza vina,
saj je zelo zanesljiva in nezahtevna za hranila. Obicajno vre pri nizkih temperaturah in
je odporna do 16 vol.% alkohola. V praksi se jo lahko uporablja za vse bele sorte
grozdja. Vzorec 7 je vseboval omenjeno startersko kulturo vinskih kvasovk in hranilo
Opti-White, vzorec 9 pa startersko kulturo vinskih kvasovk ter trske iz hrastovega lesa
Tannin Quercia AM HT. Hranilo Opti-White je kompleksnejse hranilo za kvasovke, ki
se dodaja direktno v most po bistrenju ali ob zacetku fermentacije, saj poveca
zaokroZenost in aromatski potencial belih vin ter preprecuje oksidacijo fenolnih spojin,
predstavlja pa tudi bioloSko hranilo za kvasovke in oskrbuje most z aminokislinami,
vitamini in minerali, vendar sam ne more nadomestiti obiajne hrane za prezivetje
kvasnih celic. Dodatek hranila v most preprecuje motnje v barvi nastalega vina in zavira
proces spreminjanja barve k intenzivno rumeni oz. oranzni (Lallemand, 2012a;
Lallemand, 2012b).

Prav tako je kinetika alkoholne fermentacije v primeru omenjenih dodatkov vecja od
vzorca 8. Opazimo pa lahko tudi, da ni bistvene razlike med vzorcema 7 in 9 tako v
Casovni odvisnosti koli¢ine oddanega CO,, kot tudi ne v Kinetiki alkoholne
fermentacije.
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Slika 12: Fermentacijske krivulje vzorcev 10, 11, 12 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.
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Slika 13: Kinetika alkoholne fermentacije vzorcev 10, 11, 12 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Iz slik 12 in 13 lahko ponovno potrdimo pozitivni vpliv dodatka hrastovega lesa
(vzorec 12) tekom celotnega trajanja alkoholne fermentacije. V vseh fazah fermentacije
je bila v vzorcu 12, ki je vseboval dodatek trsk iz ameriSkega hrastovega lesa Tannin
Quercia AM MT, izrazito vecja koli¢ina oddanega CO, v primerjavi ne samo s kontrolo,
pa¢ pa tudi z vzorcem 11, ki je vseboval zgolj dodatek starterske kulture Cross
Evolution in vzorcem 12, ki je poleg dodatka starterske kulture vseboval Se dodatek
hranila Reduless. Uporabljeni komercialni sev kvasovke Cross Evolution je hibrid
kvasovke vrste Sacchyromyces cerevisiae cerevisiae, selekcioniran na Univerzi v
Stellenbosch-u v Republiki Juzna Afrika, ki je idealen za pridelavo aromati¢nih belih in
rose vin z visoko vsebnostjo alkohola (15 vol.%) in nizko temperaturo fermentacije (14
°C). Glede vsebnosti duSika sev ni zahteven in prispeva k uravnotezeni aromatski
kakovosti vina. V poskusu uporabljeno hranilo Reduless predstavlja hrano za kvasovke
in zmanjSuje oz. preprecuje nastanek Zveplovih spojin, zato se uporablja zlasti pri
pridelavi vin, ki so nagnjena k pojavom bekserja. Je tudi bioloska hrana za kvasovke,
saj oskrbuje most z a-amino kislinami, vitamini ter minerali, ki so potrebni za njihovo
preZivetje. Navadno se hranilo dodaja mostom, ki so revna s hranili in nagnjena k
pocasi fermentaciji ali popolnemu zastoju fermentacije. V mostih z dodatkom hranila
Reduless, je tvorba Zveplovih spojin veliko manjsa, vsebnost ostalih nezazelenih snovi
pa se prav tako bistveno zmanjSa, saj se le-te vezejo na preparat in se nato se z usedlino
izlo¢ijo iz mosta oz. vina (Lallemand, 2012a; Lallemand 2012b).

Je pa zanimivo in iz slike 12 lepo razvidno, da v prvih 50-ih urah fermentacijskega
poskusa med vzorcema 10 in 11 ni opaziti razlike v koli¢ini oddanega CO, kot tudi ne v
kinetiki fermentacije (slika 13).
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Slika 14: Fermentacijske krivulje vzorcev 13, 14, 15 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Slika 14 prikazuje ¢asovno odvisnost koli¢ine oddanega CO, (g/L) med alkoholno
fermentacijo pri vzorcih 13, 14 in 15, kjer smo uporabili komercialni sev kvasovk
Uvaferm CM. Gre za komercialno selekcionirano kvasovko vrste Sacchyromyces
cerevisiae cerevisiae, ki je bila zaradi svoje enakomerne hitrosti fermentacije in kratke
lag faze, ena izmed prvih komercialnih kvasovk, ki so bile v uporabi v aktivni suhi
obliki. Vzorec 13 je vseboval startersko kulturo omenjenega seva vinskih kvasovk,
vzorec 14 startersko kulturo in vinskih kvasovk in hranilo Opti-White, vzorec 15 pa
startersko kulturo vinskih kvasovk ter trske iz hrastovega lesa Tannin Quercia AM HT
(Lallemand, 2012D).

Tudi v tem primeru nam rezultati potrjujejo bistveno vecjo koli¢ino oddanega CO, med
alkoholno fermentacijo v primerjavi s kontrolo. Opazimo, da med vzorci 13, 14 in 15 ni
bistvene razlike v koli¢ini oddanega CO, tekom celotnega fermentacijskega poskusa.
Prav tako lahko opazimo, da ima kontrola nekoliko daljSo fazo prilagajanja, torej
kasnejsi zacetek fermentacije. V tem primeru ni bilo nikakrSnega dodatka, gre torej za
spontano fermentacijo avtohtonih kvasovk.
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Slika 15: Kinetika alkoholne fermentacije vzorcev 13, 14, 15 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Hitrost oddajanja CO, (g/L/h) vzorcev 13, 14 in 15 je bistveno ve¢ja v primerjavi s
kontrolnim vzorcem. 1z slike 15 je lepo razvidna veliko daljSa faza prilagajanja
avtohtone kvasne populacije v kontrolnem vzorcu in tudi precej niZja najvecja hitrost
spros¢anja CO; (0,089 g/L/h). Za vzorce 13, 14 in 15 je razvidna podobna vrednost za

maksimalno spros¢anje COs,.
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Slika 16: Fermentacijske krivulje vzorcev 16, 17, 18 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.
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Slika 16 prikazuje ¢asovno odvisnost koli¢ine oddanega CO, za trojico vzorcev (16, 17
in 18) v primerjavi s kontrolo. Pri raziskavi, ki smo jo opravili z omenjenimi vzorci,
smo Zeleli podati primerjavo med dvema vrstama hranil, Reduless (vzorec 16) in Opti-
White (vzorec 17), ob dodatku starterske kulture Lalvin EC 1118. Vzorec 18 je poleg
dodatka omenjene starterske kulture vseboval dodatek srednje oZganih trsk iz
francoskega hrastovega lesa, Incanto French, ki oddajajo arome sladkobnega sadja,
cvetlic in vanilije ter s tem povecujejo aromati¢nost, sladkobnost in polnost okusa
pridelanega vina.

Rezultati potrjujejo krajSi Cas prilagajanja in posledi¢no bistveno hitrej$i zacetek
fermentacije ter intenzivnejSe spros¢anje CO; vzorcev z dodatki (komercialne kvasovke
+ hranila zanje, komercialne kvasovke + trske iz hrastovega lesa) v primerjavi z
vzorcem kontrole (spontana fermentacija).

Pri pridelavi vina je zaZeleno, da je faza prilagajanja kvasovk oziroma t.i. lag faza ¢im
krajSa, saj kratka faza prilagajanja pomeni hitrejsi zacetek fermentacije. NajpocasnejSa
je fermentacija v kontrolnem vzorcu, kar je bilo tudi pri¢akovano (zacetek je Sele po
priblizno 46 h), vendar nam ze dejstvo, da proces alkoholne fermentacije stece, pove, da
moSt vsebuje naravno prisotno mikrofloro s kvasovkami, ki vrsijo fermentacijo.
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Slika 17: Kinetika alkoholne fermentacije vzorcev 16, 17, 18 v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Slika 17 prikazuje hitrost oddajanja CO,za zadnjo trojico vzorcev mosta v primerjavi s
kontrolnim vzorcem, iz katere je zelo lepo razvidna veliko daljSa faza prilagajanja
kontrolnega vzorca in zelo kratka faza prilagajanja vzorcev 16, 17 in 18. Za vzorca z
oznako 16 in 18 je znacilna hitra in intenzivna eksponenta faza rasti, prav tako oba
vzorca doseZeta intenziteto maksimalnega sproscanja okoli 0,35 g/L/h.
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Pricakovati je bilo, da bo tudi v tem primeru alkoholna fermentacija najhitreje potekla v
vzorcu z dodatkom trsk iz hrastovega lesa. V primeru dodatka trsk se kvasovke
posedajo na delce, kateri omogocijo enakomernejSo porazdelitev kvasovk in s tem
izboljSajo pogoje alkoholne fermentacije. 1z slike 17 je razvidno, da je zacetek
alkoholne fermentacije pri vseh dodatkih (hranilo Reduless, hranilo Opti-White in
dodatek trsk) priblizno enaki in sicer po 19-ih urah. Krivulji kinetike oddajanja CO, za
vzorec z dodatkom hranila Reduless in vzorca z dodatkom trsk iz hrastovega lesa skoraj
sovpadata, Sele po 283 urah se pri¢neta krivulji nekoliko lo¢evati (razlika v oddanem
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povrsin grozdnih jagod in vinske kleti, zato lahko le-te izpeljejo spontano alkoholno
fermentacijo (KoSmerl, 2013). Nezadostna pretvorba sladkorjev v etanol, daljSa faza
prilagajanja oz. ne ravno hiter zacetek fermentacije sta le dve izmed neZelenih lastnosti
endogene kvasne mikroflore. Ravno omenjenima lastnostnima lahko pripisemo, da je v
kontrolnem vzorcu vsebnost reducirajocih sladkorjev najvecja (129,78 g/L). Daljsa faza
prilagajanja endogene kvasne populacije v kontrolnem vzorcu je lepo razvidna na
prejsnjih slikah magistrske naloge, ki prikazujejo fermentacijsko krivuljo kontrolnega
vzorca.

Vecjo vsebnost reducirajo¢ih sladkorjev sta vsebovala tudi vzorca 1 in 2 (118,01 g/L;
108,63 g/L) iz Cesar lahko sklepamo, da alkoholna fermentacija v omenjenih vzorcih Se
ni potekla do konca. To lahko potrdimo tudi iz krivulje oddanega CO, (g/L/h) (slika 7),
iz katere lahko razberemo, da so kvasovke v omenjenih vzorcih Se v stacionarni fazi oz.
na koncu le-te, vendar ne e v fazi odmiranja.
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Slika 19: Delez nastalega alkohola (%) v vzorcih mladega vina v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Na sliki 19 so nazorneje prikazane razlike v vsebnosti alkohola, ki je podana kot delez
nastalega alkohola. DeleZ alkohola (%) smo izracunali v skladu z relacijo:

deleZ nastalega alkohola =
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DeleZz nastalega alkohola po opravljenem poskusu je v vseh vzorcih o€itno veéji Vv
primerjavi s kontrolnim vzorcem. Vsi vzorci (brez kontrolnega) so imeli dodano
komercialno startersko kulturo, katere fermentacijske lastnosti so: hiter zacetek
fermentacije, visoka ucinkovitost, veéja odpornost na alkohol (KoSmerl, 2013) in
katerim gre pripisati vzrok za vecji delez nastalega alkohola. Zanimivo in iz slike 19
lepo razvidno za posamezne trojice vzorcev je tudi, da so vzorci z dodatkom trsk iz
hrastovega lesa imeli najvecji delez nastalega alkohola. Do podobnega zakljucka so
priSli tudi Ko3merl in sod. (2012) v raziskavi, kjer so izpostavili predvsem
enakomernejsi in hitrejSi potek alkoholne fermentacije v primeru dodatka trsk v most.
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Slika 20: Porabljeni reducirajo¢i sladkorji za nastali etanol (g/L) v vzorcih mladega vina v
primerjavi s kontrolnim vzorcem.

Zgornja slika prikazuje porabljeni RS za etanol, ki smo ga izracunali s spodnjo relacijo:

porabljeni RS za etanol =
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Slika 21: Oddani CO, med alkoholne fermentacijo (g/L) v vzorcih mladega vina v primerjavi s
kontrolnim vzorcem.

Iz slik 6, 8, 10, 12, 14 in 16 lahko dolo¢imo koli¢ino spros¢enega CO, v (g/L) v
posameznih vzorcih mladega vina po tem, ko se je proces fermentacije zakljucil. Kot je
bilo pri¢akovano, se koli¢ina oddanega CO, s ¢asom veca, razlike v koli¢ini oddanega
CO; pa nam podajajo prikaz uc¢inkovitosti delovanja kvasovk v kombinaciji z dodatki.

Slika 21 prikazuje oddani CO; (g/L) med alkoholno fermentacijo, ki smo ga dolo¢ili po
450 urah fermentacije za vse vzorce pridelanega mladega vina in kontrolni vzorec.
Rezultati potrjujejo bistveno hitrejsi zacetek alkoholne fermentacije in posledi¢no vecjo
skupno koli¢ino oddanega CO, v primeru posameznih dodatkov.

Pri¢akovano je bilo, da bo v vzorcu z dodatkom trsk iz hrastovega lesa fermentacija
potekla najhitreje, koli¢ina oddanega CO, pa bo v primerjavi s kontrolnim vzorcem
veéja. Dodatek hrastovih trsk omogoc¢a kvasnim celicam, da se posedajo na dodane
trske oz. ¢ipse in s tem omogocijo boljSo razporeditev kvasovk v vinu, posledi¢no pa
boljSe pogoje delovanja. S spremljanem poteka alkohole fermentacije smo pozitiven
vpliv dodanih trsk iz hrastovega lesa tekom celotnega trajanja 18 dni tudi potrdili, saj je
bila v vseh fazah vecja koli¢ina oddanega CO, v primerjavi s kontrolnim vzorcem.

O pozitivni korelaciji med potekom alkoholne fermentacije in dodatkom trsk iz
hrastovega lesa pisejo tudi KoSmerl in sod. (2012b), ki pravijo, da je dodatek trsk v
most vplival na fermentacijske znacilnosti mladih vin sorte rebula. Izpostavljajo, da
dodatek trsk iz hrastovega lesa pripomore predvsem k enakomernejSemu in hitrejSemu
poteku alkoholne fermentacije, pri Cemer je najveCja razlika na sredini alkoholne
fermentacije (KoSmerl in sod., 2012b). Pozitiven vpliv smo z naSim poskusom tudi
potrdili v vseh Stirih skupinah trojic vzorcev mosta sauvignon.
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4.2.1.1 Fermentacijska uc¢inkovitost

Pri racunanju fermentacijske ucéinkovitosti (FU) smo uporabili podatke o sladkorni
stopnji mosta, ki smo jih pridobili iz korelacijske tabele med gostoto mosta, relativno
gostoto in sladkorno stopnjo mosta, % saharoze in alkoholom v vinu. Za izracun
fermentacijske ucinkovitosti smo potrebovali tudi podatke o vsebnosti alkohola in
masni koncentraciji reducirajo¢ih sladkorjev.

Formula za izra¢un fermentacijske ucinkovitosti se glasi:
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tako. Najvecjo fermentacijsko uc¢inkovitost ima vzorec z oznako 1, ki pa ima najnizjo
vrednost alkohola in najve¢jo vsebnost reducirajo¢ih sladkorjev. Iz tega lahko
sklepamo, da so rezultati WineScan analize po programu vina v vrenju realnejsi v
primerjavi z rezultati programa suha vina. V tem primeru (program vina v vrenju) ima
vzorec 1 najmanjsSo FU, ki je primerljiva s kontrolnim vzorcem, kar smo tudi
pri¢akovali.

Ceprav razlike v FU niso velike, bi lahko bil vzrok za tak$ne rezultate neprimerna
izbrana kvasovka ali hranilo oz. kombinacija obojega. Ne glede na rezultate, smo
pri¢akovali, da bo fermentacijska ucinkovitost boljSa pri vzorcih z dodatkom trsk iz
hrastovega lesa, kar pa v naSem primeru ne drzi. To lahko pripiSemo velikemu ostanku
reducirajocih sladkorjev v nekaterih vzorcih oziroma tudi dejstvu, da se je verjetno del
reducirajocCih sladkorjev porabil za tvorbo metabolitov, ne le etanola.

4.2.2 Skupne fenolne spojine

Fenolne spojine v vinu so bodisi relativno enostavne fenolne spojine, ki izvirajo iz
grozdja, kot tudi kompleksne fenolne spojine (tanini), ki se ekstrahirajo iz lesene vinske
posode med procesom zorenja vina. DoloCanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin je
spektrofotometricna metoda. Fenolne spojine absorbirajo predvsem svetlobo UV
spektra in vidnega spektra, zaradi ¢esar lahko od¢itano vrednost absorbance pri valovni
dolzini 765 nm uporabimo za oceno koncentracije skupnih fenolov (Kosmerl in Kac,
2009).

Fenolne spojine igrajo pomembno vlogo v enologiji, saj prispevajo k barvi ter vplivajo
na vonj in okus pridelanega vina. So tudi osnova za staranje vina, delujejo kot
antioksidanti ter imajo pozitivne zdravstvene ucinke, kajti antioksidativne in
bakteriocidne lastnosti fenolnih spojin varujejo potrosnike pred boleznimi srca in ozilja.
Za razliko od vecine fizikalno-kemijskih prametrov mosta oz. vina vsebnost fenolnih
spojin v vinu zakonsko ni omejena (Bavéar, 2006; Ribéreau-Gayon in sod., 2000).

Koncentracija skupnih fenolnih spojin je odvisna od Stevilnih dejavnikov, izmed katerih
naj omenim slednje: ¢as kontakta grozdnega soka s kozicami in peckami, koncentracija
etanola, temperatura fermentacije, meSanje soka in kozic pri maceraciji, intenzivnost
stiskanja, sorta vinske trte idr. (Ko$merl in Kag¢, 2009).

Klasi¢no pridelana bela vina vsebujejo 100-400 mg polifenolov/L vina, od Katerih je
vecina neflavonidov (flavonoidov je le okrog 20-40 mg/L).

Po koncani alkoholni fermentaciji smo dolocali vsebnost skupnih fenolnih spojin v
pridelanem mladem vinu. Povprecne vrednosti za posamezne vzorce vina, pridelanega z
razli¢nimi dodatki, in standardni odmik, so prikazane sliki 23.
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Slika 23: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (mg/L) po zakljuceni fermentaciji v vzorcih pridelanega
mladega vina z razli¢nimi dodatki v primerjavi s kontrolo (spontana fermentacija, oznaka 0).

Na sliki 23 je razvidno, da je vsebnost fenolnih spojin poleg Stevilnih zgoraj nastetih
dejavnikov odvisna tudi od razlicnih dodatkov v most, v naSem primeru dodatka hranila
za kvasovke in trsk iz hrastovega lesa (vir taninov).

Najvecjo vsebnost skupnih fenolnih spojin sta imela kontrolni vzorec (oznaka 0), kjer je
potekala spontana alkoholna fermentacija in vzorec z dodatkom komercialnega seva
kvasovk Fermicru 4F9 (vzorec 1). Rezultati so tako le delno v skladu s pri¢akovanju, saj
je najvecja vsebnost skupnih fenolnih spojin v kontrolnem vzorcu (oznaka 0) in ne v
vzorcih z dodatkom trsk iz hrastovega lesa, kakor je bilo pricakovano. Po primerjavi
rezultatov dobljenih z WCS analizo (Priloga A in Priloga B) in vsebnosti skupnih
fenolnih spojin, ki smo jo dolo¢ili s Folin-Ciocalteau reagentom (Slika 23), lahko
zaklju€imo, da je v kontrolnem vzorcu in vzorcu 1 vecja doloCena vrednost za vsebnost
fenolnih spojin najverjetneje zaradi veéje vsebnosti oziroma preostanka reducirajo¢ih
sladkorjev (v vzorcih 0 in 1 je vsebnost reducirajo¢ih sladkorjev okrog 120 g/L,
povprecje preostalih vzorcev pa znasa 48 g/L).



Drolc H. Vpliv hranil in hrastovih trsk na fermentacijske lastnosti kvasovk na antioksidativne zna¢ilnosti vin
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2014

.51

Kot pravi Abramovi¢ (2011), je slabost uporabljene Folin-Ciocalteujeve metode pri
dolo¢anju skupnih fenolnih spojin ravno to, da omenjeni reagent reagira nespecifi¢no z
vsemi fenolnimi —OH skupinami, vklju¢no z aromatskimi aminokislinami ter z drugimi
reducirajoimi zvrstmi, kot so askorbinska kislina, reducirajo¢i sladkorji in organske
kisline (Abramovic, 2011), do Cesar je najverjetneje prislo tudi v naSem primeru.

Z izjemo prve trojice vzorcev (vzorci 1, 2 in 3) lahko naSa pri¢akovanja glede najvecje
vsebnosti skupnih fenolnih spojin v vzorcih mladega vina z dodatkom trsk iz hrastovega
lesa potrdimo. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih mladega vina z dodatkom
trsk iz hrastovega lesa v povprecju znasa 397 mg/L, medtem ko je vsebnost skupnih
fenolnih spojin v vzorcih mladega vina z dodatkom hranila za kvasovke najmanjsa in v
povprecji znasa 355 mg/L. Zanimivo je, da je vsebnost fenolnih spojin v vzorcih z
dodatkom komercialnega seva kvasovk veéja kot v vzorcih z dodatkom kvasovk in
hranil zanje.

Vpliv dodatka enoloskih sredstev na vsebnost fenolnih spojin vina so proucevali tudi
Kosmerl in sod. (2012b), ki so prisili do enakih ugotovitev in sicer je v tudi omenjeni
raziskavi dodatek tanina povecal vsebnost skupnih fenolnih spojin (tako vsebnost
taninov, flavonoidov in antocianov).

4.2.3 Antioksidativni potencial vina

Za dolocanje antioksidativne ucinkovitosti je poznanih ve¢ razlicnih nacinov. V
sploSnem pa metode razvrstimo v dve skupni in sicer:
e testi, kjer merimo ucinek dodanega antioksidanta na napredovanje oksidacije v
lipidnem sistemu in
e testi, kjer v modelnem sistemu merimo kako antioksidant u¢inkuje na izbrano
tarCo (radikal, kovinski ion) (Abramovic, 2011).

Ko zelimo opisati potencialno antioksidativno ucinkovitost neke snovi, uporabimo
reaktivne spojine, ki jih lahko pricakujemo v okolju, kjer bi preiskovani antioksidant
uporabili (Abramovic, 2011).

Antioksidativni potencial mladih vin smo dolocali s spektrofotometricno metodo s
prostim radikalom DPPHe. Dolocitev sposobnosti lovljenja radikala DPPHe je ena
izmed starejSih metod za doloditev antioksidativnega potenciala vzorca oziroma za
dolocitev sposobnosti antioksidantov za lovljenje radikalov. Metoda temelji na meritvah
absorbance, ki se spreminja kot posledica spremembe barve iz vijoli¢ne v rumeno, ko
radikal DPPHe preide v stabilno molekulo DPPH-H zaradi rekacije med stabilnim
radikalom DPPH?« in antioksidantom, ki je donor vodika (Abramovi¢, 2011). V primeru
vzorca vina so donorji vodika fenolne spojine vina.
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DPPH (mmol/L)

Slika 24: Mnozina ulovljenega prostega radikala DPPH na L vina po zakljufeni alkoholni
fermentaciji v vzorcih mladih vin z razli¢nimi dodatki v primerjavi s kontrolo (spontana
fermentacija, oznaka 0).

Slika 24 nam prikazuje, da je imel najvecji antioksidativni potencial kontrolni vzorec
(vzorec z oznako 0), enega izmed najmanjSih pa vzorec 14. Rezultati doloCanja
sposobnosti antioksidanta za lovljenje radikala DPPHe skoraj v celoti sovpadajo z
rezultati analize dolocanja skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo metodo (Slika
23). Vzorec z najvefjo vsebnostjo fenolnih spojin ima hkrati tudi najvecji
antioksidativni potencial, saj ve¢ji delez inhibicije radikala DPPHe pomeni, da je
antioksidant bolj u¢inkovit v lovljenju radikala (Abramovic, 2011).

Z izjemo prve trojice vzorcev (vzorci 1, 2 in 3), lahko tudi tukaj potrdimo naSa
pricakovanja glede vec¢jega antioksidativnega potenciala vzorcev z dodatkom trsk iz
hrastovega lesa.
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Slika 25: Korelacija vsebnosti skupnih fenolnih spojin (mg GAE/L) in AOP (mmol DPPH/L)
vzorcev mladega vina.

Zanimalo nas je tudi, ali zveza med antioksidativnim potencialom in vsebnostjo skupnih
fenolnih spojin mladega pridelanega vina sorte sauvignon obstaja in ¢e obstaja, ali je
tesna. Slika 25 prikazuje, da korelacija med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in AOP
v nasih vzorcih mladega vina obstaja in je tesna (R* = 0,875) .

Kosmerl in sod. (2012a) so v nedavni raziskavi, kjer so prav tako proucevali zvezo med
antioksidativnim potencialom in vsebnostjo posameznih in skupnih fenolnih spojih v
vinih sort cabernet sauvignon, refosk in merlot, prisli Se do nekoliko bolj tesne
korelacije (R® = 0,95). Dodajajo pa tudi, da gre nekoliko niZje vrednosti
antioksidativnega potenciala, ki jih dolo¢imo z metodo za lovljenje radikala DPPHe v
primerjavi z vrednostmi, ki jih dolo¢imo z FC metodo, pripisati sestavi fenolnih spojin
vina. Delno oksidirani in polimerizirani fenoli, ki so prisotni v vinu, prispevajo k
slabSemu odgovoru v primeru metode z DPPHe radikalom.

4.2.4 Antioksidativni potencial drozi

Za celice kvasovk je znacilno omejeno Stevilo podvojevanj v smislu procesa
reprodukcije skozi njihov zivljenjski ¢as, zaradi ¢esar nam le-te predstavljajo zanimiv
model za Studijske primere, ko proucujemo proces staranja. Na ta nacin nam omogocajo
izvedbo poskusov, ki jih pri visjih evkariontih izvedemo le s tezavo. V stacionarni fazi
rasti kvasovk pride do prekinitve razmnoZevanja in upocasnitve metabolizma le-teh.
Celice kvasovk so v takem stanju in brez hranil sposobne preziveti tudi ve¢ tednov oz.
mesecev (Jakubowski in sod., 2000).

Dolocanje antioksidativnega potenciala drozi smo izvedli po principu metode dolo¢anja
intracelularne oksidacije celic. Z omenjeno metodo smo Zeleli dokazati, da imajo
kvasne celice, kljub temu, da so v stacionarni fazi rasti in v njih Ze nekaj ¢asa ne poteka
fermentacija, dolocen antioksidativni potencial.
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Poleg antioksidativnega potenciala pridelanega mladega vina, smo dolocali tudi
antioksidativni potencial droZi. Na sliki 26 so za trojico vzorcev (vzorci 4, 5 in 6)
prikazani histogrami, ki prikazujejo razmerje med fluorescenco in opti¢no gostoto. V
teoriji velja, da vecja kot je vrednost razmerja, manjsi je antioksidativni potencial vzorca
o0z. pridelanega mladega vina.

20000 -
15000 -
a)
O 10000 -
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O .
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Slika 26: Antioksidativni potencial droZi v vzorcih 4, 5, 6, izrazen kot razmerje med fluorescenco in
opticno gostoto.

V trojici vzorcev 4, 5 in 6 ima najmanjsi antioksidativni potencial vzorec 6, kjer poleg
komercialnega seva kvasovk ni bilo posebnega dodatka. Za vzorec 4, kjer smo uprabili
hrastove trske Tanin Quercia, je vrednost razmerja F/OD = 13795. ManjSa vrednost
razmerja F/OD pomeni vecji antioksidativni potencial vzorca vina in obratno. Tako smo
tudi z analizo AOP drozi potrdili pozitiven vpliv dodanih trsk iz hrastovega lesa na
antioksidativni potencial pridelanega mladega vina. Glede na dobljene rezultate meritve
antioksidativnega potenciala drozi vzorcu z dodatkom trsk sledi vzorec z dodatkom
hranil Fermaid O in sicer z vrednostjo F/OD = 17767. VVzorec 6 je vzorec le z dodatkom
komericalnega seva kvasovk. Le ta ima najvisjo vrednost F/OD, tj. 18039 in posledi¢no
najmanjsi antioksidativni potencial. Ce rezultate analize antioksidativnega potenciala
drozi omenjenih vzorecev (4, 5, 6) primerjamo z rezultati analize antioksidativnega
potenciala AOP vzorcev mladega vina, ugotovimo, da se le-ti ujemajo.

V preostalih trojicah vzorcev je prislo do tezav pri eksperimetalnem postopku. Te lahko
pripiSemo naravi preiskovanega vzorca oz. temu, da je od konca fermentacijskega
poskusa do zacetka meritev antioksidativnega potenciala drozi preteklo prevec Casa in je
zaradi omenjenega prislo v nekaterih vzorcih do aglomeracije kvasovk zaradi teznje le-
teh k tvorbi skupkov. Zaradi omenjenega je lahko prislo do napak pri nekaterih vzorcih
v fazi pipetiranja oz. nanaSanja vzorca na mikrotitrsko plosco.
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4.3.1 Senzorifno ocenjevanje vina

Senzori¢na analiza je znanstvena disciplina o merjenju in vrednotenju lastnosti zivil s
cutili, s katerimi ¢lovek zaznava videz, barvo, vonj, okus, temperaturo, bole¢ino, idr.
(Kosmerl, 2005). Golob in sodelavci (2006) pa senzori¢no analizo definirajo kot analiza
za opisovanje in ocenjevanje lastnosti zivila s clovekovimi cuti, ki obsega niz razli¢nih
tehnik in nac¢inov. Le-ti omogocajo natan¢no merjenje ¢lovekovega odziva na hrano,
minimalizirajo moZzne stranske u¢inke ocenjevanega izdelka pa tudi zunanje ucinke, ki
vplivajo na preskusSeval¢evo zaznavo (Golob in sod., 2006).

Senzori¢na ocena je nenadomestljiv dodatek kemijske analize vina, s katero lahko
dodatno prepoznamo Stevilne spojine v vinu, njihovih medsebojnih vplivov pa ne
moremo dolo¢iti (Jug in sod., 2014).

Dandanes je senzori¢na analiza priznana kot znanstvena disciplina, katere pomen se
kljub Stevilnim sodobnim in visoko obcutljivim instrumentalnim analiznim metodam
kot so plinska in tekoCinska kromatografija, infrardea in vijolicna spektroskopija,
nuklearna magnetna resonanca itd. , iz dneva v dan povecuje (Golob in sod., 2006).

Za ocenjevanje intenzitete razli¢nih vonjev oz. arom ter celokupne kakovosti (okus +
aroma) mladega vina sauvignon smo uporabili deskriptivno senzori¢no analizo, kjer
smo deskriptorje ocenjevali po lestvici od 1 (najmanj) do 5 (najbolj). Nato smo vzorce
rangirali oz. razvrstili od prvega do zadnjega mesta.

Kakovostno vino mora imeti poudarjeno sortno aromo. Le-ta ni odvisna od porekla,
sorte, stopnje zrelosti in zdravstvenega stanja uporabljenega grozdja, vendar tudi od
fermentacijskih in fizioloSkih lastnosti kvasovk, ki speljejo alkoholno fermentacijo
(Wondra, 1998).

Preglednica 16: Ocenjevalni elementi deskriptivne senzori¢ne analize mladega vina
sauvignon (Smolnikar, 2012).

vonj deskriptor aroma
po tropskem sadju pasjonka, mango teZja tropska aroma
po citrusih grenivka, limona sveza tropska aroma
po sadju hruska, jabolko fermentacijska aroma

prekrivanje primarnih

0 zelenem zelena paprika
P Pap arom
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Slika 27: Rezultati ocenjevanja teZje tropske arome (to¢kovanje 1-5) v vzorcih mladega vina,
pridelanega z razli¢nimi sevi kvasovk, dodatki hranil in trsk iz hrastovega lesa.

Na sliki 27 so prikazani rezultati ocenjevanja tezje tropske arome pridelanih mladih vin.
Kadar govorimo o tezjih tropskih aromah, imamo v mislih aromo po tropskem sadju, po
pasijonki in mangu. Na sliki 27 je razvidno in povsem ocitno, da so vzorci pridelani le z
dodatkom komercialnega seva kvasovk, dobili najvisje ocene. Najslab3o oceno je dobil
vzorec 14, najboljSo pa vzorec 17. Oba vzorca sta imela poleg komercialnega seva
kvasovk Se dodatek hranil za kvasovke in sicer sta vsebovala hranilo Opti-White.
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Slika 28: Rezultati ocenjevanja sveze tropske arome (to¢kovanje 1-5) v vzorcih mladega vina,
pridelanega z razli¢nimi sevi kvasovk, dodatki hranil in trsk iz hrastovega lesa .

Na sliki 28 so prikazani rezultati ocenjevanja sveze tropske arome, ki zajema arome po
cirusih (po limoni in grenivki). Ce primerjamo rezultate s slike 27, ugotovimo, da si
rezultati niso podobni, pa¢ pa si v vecji meri nasprotujejo. Iz zgornjih rezultatov lahko
ugotovimo, da vzorci s specifiénim dodatkom (dodatek hranila za kvasovke ali dodatek
trsk iz hrastovega lesa) niso dobili najboljSih ocen, kar pa je v skladu z naSimi
pric¢akovanji, saj nota po citrusih ni kakovostni parameter vina sauvignon
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Slika 29: Ocenjevanje fermentacijske arome (to¢kovanje 1-5) v vzorcih mladega vina.

Pri ocenjevanju fermentacijske arome, smo pridobili podobne ocene med vzorci
posamezne trojice, kar je lepo razvidno iz slike 29. Med posameznimi trojicami vzorcev
so bistveno vecje razlike kot med vzorci znotraj trojice. Opazno je, da so ocene pri
vzorcih, pridelanih s kvasovkami Lalvin EC 1118, ki smo jih uporabili v dveh trojicah
(trojici vzorcev 4, 5 in 6 ter 16, 17 in 18), primerljive.
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Slika 30: Ocenjevanje prekrivanja sortnih arome (to¢kovanje 1-5) v vzorcih mladega vina,
pridelanega z razli¢nimi sevi kvasovk, dodatki hranil in trsk iz hrastovega lesa.

Slika 30 nam prikazuje rezultate ocenjevanja prekrivanja sortnih arom v vzorcih
mladega vina. Tudi pri ocenjevanju tega elementa deskriptivne senzori¢ne analize,
podobno kot pri ocenjevanju fermentacijske arome, opazimo primerljive ocene vzorcev,
pridelanih s kvasovkami Lalvin EC 1118, ki smo jih uporabili v dveh trojicah (trojica
vzorcev z oznakami 4-6 in 16-18).
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Slika 31: Ocenjevanje celokupne kakovosti (to¢kovanje 1-5) v vzorcih mladega vina, pridelanega z
razli¢nimi sevi kvasovk, dodatki hranil in trsk iz hrastovega lesa.
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Slika 31 prikazuje rezultate ocenjevanja celokupne kakovosti vzorcev mladih vin. Ce
primerjamo povpre¢ne ocene vzorcev posameznih trojic, ugotovimo, da so bili v
nekaterih trojicah bolje ocenjeni vzorci zgolj z dodatkom komercialne kvasovke (vzorci
6, 8, 11, 13), v drugem primeru vzorci z dodatkom hranila za kvasovke (vzorci 2, 8, 17),
spet v tretjem pa vzorec z dodatkom trsk iz hrastovega lesa (vzorec 15). 1z rezultatov je
mo¢ sklepati, da pri celokupni kakovosti ne igra pomembne vloge vrsta dodatka, ampak
gre za vpliv kombinacijo dodatkov, torej kvasovke in hranila, 0z. kvasovke in trsk iz
hrastovega lesa.
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Slika 32: Skupna ocena ocenjevanje z 20-to¢kovno Buxbamovo metodo vzorcev mladega vina,
pridelanega z razli¢nimi sevi kvasovk, dodatki hranil in trsk iz hrastovega lesa.

Slika 32 prikazuje rezultate skupnih ocen, ki smo jih pridobili s senzori¢nim
ocenjevanjem po 20-to¢kovni Buxbamovi metodi. Ce primerjamo povpreéne ocene
vzorcev posameznih trojic, ugotovimo, da so bili v posameznih trojicah v sploSnem
najbolje ocenjeni vzorci zgolj z dodatkom komercialne kvasovke (vzorec 2, 6, 8, 11), v
enem primeru vzorcec z dodatkom hranila za kvasovke (vzorec 17) in enem primeru
tudi vzorec z dodatkom trsk iz hrastovega lesa (vzorec 15). Tako kot pri ocenjevanju
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celokupne kakovosti po 5-tockovni ocenjevalni lestvici (slika 31), je iz rezultatov tudi v
tem primeru mo¢ sklepati, da pri skupni oceni ocenjevanja po 20-tockovni Buxbamovi
lestvici ne igra pomembne vloge vrsta dodatka, ampak gre za vpliv kombinacije
dodatkov, torej kvasovke in hranila, oziroma kvasovke in trsk iz hrastovega lesa. Ce
primerjamo rezultate ocenjevanja celokupne kakovosti po 5-to¢kovni ocenjevalni
lestvici (Slika 31) in rezultate skupne ocene ocenjevanja po 20-tockovni Buxbamovi
metodi (Slika 32), lahko ugotovimo, da so le-ti skladni (izjema je le vzorec 2).

Vzorce mladih pridelanih vin so ocenjevalci na koncu senzori€nega ocenjevanja
rangirali oz. razvrstili od prvega do tretjega mesta. Pri tem 1. mesto pomeni najbolje
ocenjeni in 3. mesto najslabSe ocenjeni vzorec. Rezultati rangiranja trojic posameznih
VZOrcev so:

Vzorci z oznako 1-3:
e 1. mesto: vzorec 2 (Fermicru 4F9 + V Activ)
e 2. mesto: vzorec 1 (Fermicru 4F9)
e 3. mesto: vzorec 3 (fermicru 4F9 + Tannin Quercia AM HT)

Vzorci z oznako 4-6:
e 1. mesto: vzorec 1 (Lalvin EC 1118)
e 2. mesto: vzorec 5 (Lalvin EC 1118 + Fermaid O)
e 3. mesto: vzorec 6 (Lalvin EC 1118 + Tannin Quercia)

Vzorci z oznako 7-9:
e 1. mesto: vzorec 8 (Lalvin QA23)
e 2. mesto: vzorec 7 (Lalvin QA23 + Tannin Quercia AM HT)
e 3. mesto: vzorec 9 (Lalvin EC 1118 +Opti-White)

Vzorci z oznako 10-12:
e 1. mesto: vzorec 11 (Cross Evolution)
e 2. mesto: vzorec 10 (Cross Evoluion + Reduless)
e 3. mesto: vzorec 12 (Cross Evolution + Tannin Quercia AM MT)

Vzorci z oznako 13-15:
e 1. mesto: vzorec 15 (Uvaferm CM + Tannin Quercia AM HT)
e 2. mesto: vzorec 14 (Uvaferm CM)
e 3. mesto: vzorec 13 (Uvaferm CM + Opti-White)

Vzorci z oznako 16-18:
e 1. mesto: vzorec 17 (Lalvin EC 1118 + Opti-White)
e 2. mesto: vzorec 16 (Lalvin EC 1118 + Reduless)
e 3. mesto: vzorec 18 (Lalvin EC 1118 + Incanto French)

Rezultate rangiranja vzorcev bi lahko le s teZavo povzeli. Problem je v tem, da so si
rezultati posameznih trojic med seboj preve¢ razli¢ni, v nekaterih primerih je najvisje
rangiran vzorec zgolj z dodatkom komercialnega seva kvasovk, v drugem primeru
vzorec z dodatkom kvasovk in hranila zanje, spet v tretjem pa vzorec z dodatkom
kvasovk in trsk iz hrastovega lesa. KoSmerl in sod. (2012b) pravijo, da dodatek trsk iz
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hrastovega lesa v most vpliva na fermentacijske, tehnoloske kot aromati¢ne znacilnosti
pridelanih mladih vin sorte rebula, v manjsSi meri pa na senzori¢no oceno. Rezultate
omenjene raziskave lahko brez tezave prenesemo na naS primer mladih vin sorte
sauvignon, kjer je vpliv dodatka na senzoricno oceno ponekod vecji, ponekod pa zelo
majhen.
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5 SKLEPI

Na podlagi dobljenih rezultatov pri proizvodnji mladega vina sauvignon z razlicnimi
komercialnimi sevi kvasovk, hranili za kvasovke in dodatki trsk iz hrastovega lesa lahko
v celoti potrdimo vse tri delovne hipoteze:

e Hipoteza 1: Uporabljene kombinacije sevov kvasovk, hranil za kvasovke in
dodatek trsk iz hrastovega lesa vplivajo na fermentacijske lastnosti kvasovk in
fizikalno-kemijske paramtere vina, v manjsi meri pa na senzoricne lastnosti
vina. Dodatek trsk iz hrastovega lesa ima izmed omenjenih dodatkov najvecji
vpliv na fizikalno-kemijske parametre vina, saj so znotraj posamezne trojice
vzorcev, vzorci z dodatkom trsk iz hrastovega lesa imeli najvecji delez nastalega
alkohola in najvecjo vsebnost oddanega CO, med alkoholno fermentacijo. Prav
tako omenjeni dodatek vpliva na fermentacijske znacilnosti kvasovk in sicer je
znalilen bolj enakomeren potek fementacije kot posledica enakomerne
porazdelitve kvasovk. Tudi dodatek hranila za kvasovke v most vpliva na
fermentacijske znacilnosti pridelanih mladih vin sorte sauvignon, a je njegov
vpliv manjsi od vpliva dodanih trsk iz hrastovega lesa

e Hipoteza 2: V okviru petih razli¢nih uporabljenih kvasovk so znacilne razlike v
kinetiki alkoholne fermenatcije in sicer najbolj izrazite v dolzini faze
prilagajanja in koli¢ini spros¢enega CO,. lzmed uporabljenih kvasovk je
najvecje spro$¢anje CO; znacilno za komercialni sev Uvaferm CM in najmanjSe
za komercialno kvasovko Lalvin QA23.

e Hipoteza 3: Vsebnost fenolnih spojin je bistveno ve¢ja v vzorcih z dodatkom
hrastovih trsk (izjema le prva trojica vzorcev) in prav tako tudi antioksidativni
potencial vina. Iz rezultatov je mo¢ potrditi tudi, da je vsebnost fenolnih spojin
vecja v vzorcih, katerim smo v most dodali zgolj selekcionirane kvasovke, in ne
v vzorcih, kjer smo poleg kvasovk dodali tudi hranila zanje. Enako velja za
antioksidativni potencial mladega pridelanega vina.

Poleg zgoraj zapisanega, lahko iz rezultatov oblikujemo Se naslednja sklepa:

e Zveza med antioksidativnim potencialom in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin,
ki jih dolo¢imo s Folin-Ciocalteujevo metodo, obstaja in je tesna (R? = 0,875).

e Primer vzorcev z najvecjo vsebnostjo reducirajocih sladkorjev, kjer smo dolocili
tudi vecjo vrednost za vsebnost skupnih fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevo
metodo, potrjuje slabost omenjene metode pri dolocanju skupnih fenolnih
spojin, saj dokazuje, da omenjeni reagent reagira tudi z reducirajo¢imi sladkorji.



Drolc H. Vpliv hranil in hrastovih trsk na fermentacijske lastnosti kvasovk na antioksidativne zna¢ilnosti vin
Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2014

.64

6 POVZETEK

V diplomski nalogi smo Zeleli ugotoviti, kako razli¢éni dodatki pri pridelavi vina
sauvignon vplivajo na znacilnosti, kot so fizikalno-kemijski parametri, vsebnost skupnih
fenolnih spojin, senzori¢ne lastnosti in antioksidativni potencial pridelanega mladega
vina ter vinskih drozi. V kontrolnem vzorcu je potekala spontana fermentacija z
avtohtono kvasno populacijo, medtem ko je bila v preostalih 18 vzorcih alkoholna
fermentacija spodbujena s selekcioniranimi kvasovkami in razliénima dodatkoma
(dodatek hranil za kvasovke ali trsk iz hrastovega lesa). Med alkoholno fermentacijo
smo skrbno spremljali izgubo mase in iz dobljenih rezultatov za posamezne vzorce
izrisali fermentacijske krivulje in krivulje fermentacijske kinetike.

Po zakljuceni alkoholni fermentaciji smo opravili fizikalno-kemijske in senzori¢ne
analize mladega vina ter analizo drozi (dolocanje intracelularne oksidacije celic). S
pridobljenimi rezultati smo ugotovili, da dodatek hranila za kvasovke in dodatek trsk iz
hrastovega lesa pri pridelavi vina bistveno vplivata na znacilnosti pridobljenega
mladega vina, kjer gre izpostaviti predvsem vpliv na fermentacijske in tehnoloske
znacilnosti, v manjsi meri pa na senzori¢ne lastnosti.

Do sedaj za mnoge sorte Ze ugotovljeno korelacijo med vsebnostjo skupnih fenolih
spojin in antioksidativnim potencialom vina, smo z magistrsko nalogo potrdili tudi za
belo vinsko sorto sauvignon. Prav tako smo potrdili pozitiven vpliv dodatka trsk iz
hrastovega lesa na vecjo vsebnost skupnih fenolnih spojin vina. Najve¢jo izmerjeno
vrednost za vsebnost fenolnih spojin je imel kontrolni vzorec, a smo po prouditvi
literature prisli do sklepa, da je bila navidezno vec¢ja vrednost le na racun velikega
preostanka reducirajo¢ih sladkorjev, ki so bili posledica nedokoncane fermentacije.
Omenjeni sladkorji so reagirali s Folin-Ciocalteu reagentom in tako prispevali k lazno
vec¢jim rezultatom vsebnosti fenolnih spojin.

Vpliv dodatka hranila in trsk iz hrastovega lesa se je pri senzori¢ni analizi ni pokazal
kot izrazit. Iz rezultatov senzori¢ne analize lahko zaklju¢imo, da omenjeni dodatki na
senzori¢ne lastnosti pridelanega mladega vina vplivajo le v manjsi meri.

Uporaba razli¢nih dodatkov, tako sevov kvasovk kot hranil zanje in trsk iz hrastovega
lasa, nam omogocCa spoznati razli¢ne vplive na kakovost in znacilnosti pridelanega
mladega vina. S pravilno izbiro oz. pravilno kombinacijo dodatkov lahko mo¢no
pripomoremo k pridelavi vina z zelenimi lastnostmi.
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PRILOGE

PRILOGA A: Osnovni fizikalno-kemijski parametri mosta sorte sauvignon letnika
2013 dobljeni z WineScan (WSC) analizo na Kmetijsko gozdarskem zavodu Nova

Gorica.
parameter izmerjena vrednost
sladkorna stopnja 87 °Oe
sladkor 20,3 °Brix
gostota 1,085 g/cm®
relativna gostota 1,087
pH 3,51
skupne Kisline 5,19 g/L, kot vinska kislina
jabol¢na kislina 2,85 g/L
vinska Kislina 3,77 g/L
hlapne Kisline 0,07 g/L, kot ocetna kislina
mlecna Kislina 0,89 g/L
prosti aminoksilinski dusik 108,1 mg/L
vsota glukoze in fruktoze 207,8 g/L
Follin-Ciocalteu indeks 0,07
amoniak 94 mg/L
kalij 1841 mg/L
etanol 0,27 vol.%
glicerol 0 mg/L
etil acetat 0,44 mg/L
manitol 0,02 mg/L
3-metil 1-butanol 0,24 mg/L
sorbitol 0 mg/L
acetaldehid 0,21 mg/L
glukoza 111,2 g/L
fruktoza 108,5 g/L
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