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V osmih vzorcih vina modra frankinja iz vinorodnega okolisa Bela krajina smo s
pomocjo analize HPLC dolocali vsebnost 11-ih biogenih aminov (BA) (histamin,
tiramin, putrescin, etanolamin, metilamin, butilamin, kadaverin, triptamin, 2-
metilbutilamin, izopentilamin, heksilamin). Zeleli smo ugotoviti razlike v vsebnosti
BA med vzorci, kjer je jaboléno mlecnokislinska fermentacija (JMKF) potekla
spontano s pomoc¢jo avtohtonih mle¢nokislinskih bakterij (MKB) in vzorci, pri
katerih je bila dodana selekcionirana kultura MKB. Opravili smo tudi analizo
organskih kislin (citronska, vinska, jabol¢na in mle¢na kislina) ter dolo¢ili osnovne
fizikalno-kemijske parametre (alkohol, skupni ekstrakt, pH, titrabilne/skupne
kisline, hlapne kisline, prosti in skupni SO;). Najvecjo skupno koncentracijo BA
smo dolocili v vzorcu, kjer je JMKF potekla popolnoma spontano s pomocjo
avtohtone mikrobiote. Pri vseh vzorcih smo izmerili najveje koncentracije
etanolamina. Kar 5 od 8-ih vzorcev je vsebovalo histamin nad zakonsko mejo, ki je
2 mg/L. Najveéjo koncentracijo histamina smo izmerili v vzorcu, kjer je bila
dodana selekcionirana kultura MKB in sicer 6,56 mg/L. Kljub temu, da je najvecjo
skupno koncentracijo BA vseboval vzorec, kjer je JIMKF potekla spontano, nismo
ugotovili statisticno znacilnih razlik med vzorci v vsebnosti BA.
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The main goal of this master thesis was to determine 11 diffrent biogenic amines
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samples of Blaufrankisch wine from the winegrowing district Bela krajina. The
difference between spontanous and inoculated malolactic fermentation was
compared. We also determined the content of organic acids (citric, tartaric, malic
and lactic acid) and measured some basic parameters of wine quality (alcohol, total
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1 UVvOD

V zadnjem cCasu se vplivom vina na zdravje posveca veliko pozornosti. Med nezelene
spojine vina spadajo tudi biogeni amini (BA). Zaradi Stevilnih toksi¢nih uéinkov na
zdravje posameznikov lahko pri¢akujemo, da bo v prihodnosti to poleg vsebnosti
zveplovega dioksida, eden od pomembnejsih Kriterijev kakovosti vin.

BA so biolosko aktivne organske duSikove spojine, ki lahko nastajajo kot posledica
endogene dekarboksilacije aminokislin ali zaradi aktivnosti dekarboksilaza pozitivnih
mikroorganizmov. V manjSih koncentracijah so normalno prisotni v rastlinskih in Zivalskih
celicah in so nujno potrebni za potek Stevilnih procesov v organizmu. Vecje koncentracije
BA imajo za ¢loveski organizem toksi¢ne ucinke. BA pogosto vsebujejo zivila, kot so:
ribe, zorjeni siri, suhomesnati izdelki, kislo zelje, pivo, vino, ...

Jabol¢no mle¢nokislinska fermentacija (JMKF) je za alkoholno fermentacijo (AF) drugi
najpomembnejsi biokemijski proces v vinu. Osnovni namen JMKF je zmanjs$anje Kislosti,
hkrati pa pride tudi do sprememb senzori¢nih lastnosti vina. JMKF se pogosteje opravlja
pri rdecih vinih, v procesu pa lahko pride tudi do nastanka BA predvsem zaradi delovanja
mle¢nokislinskih bakterij (MKB), ki imajo sposobnost dekarboksilacije aminokislin. Za
tvorbo BA so najbolj odgovorne bakterije iz rodov Pediococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc in Oenococcus. Manjse koli¢ine BA lahko nastanejo ze med AF zaradi
delovanja kvasovk. NajpomembnejSi BA v vinu so putrescin, histamin, tiramin, kadaverin.
Ker je tvorba BA zelo odvisna od seva se priporo¢a inokulacija vina s selekcioniranimi
MKB O. oeni, ki med drugim ne tvorijo BA, predvsem histamina.

V magistrski nalogi smo dolocali vsebnost BA v vinu modra frankinja. Sorta izvira iz
podonavskih deZel, v Sloveniji pa je najbolj razSirjena v vinorodni dezeli Posavje. Za sorto
modra frankinja smo se odlocili, ker je najbolj zastopana rdeca sorta grozdja v Beli krajini,
poleg tega pa se vse ve¢ uporablja za pridelavo visoko kakovostnih rdecih vin, pri katerih
se opravlja JMKF.

1.1 NAMEN DELA

Namen naloge je bil v osmih vzorcih vina modra frankinja dologiti vsebnost BA. Zeleli
smo ugotoviti razlike v vsebnosti BA med vini, kjer je JMKF potekla spontano s pomocjo
avtohtone mikrobiote in vini, kjer je bila dodana selekcionirana kultura O. oeni. Hkrati smo
opravili tudi analizo osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov vina ter dolo¢ili vsebnost
organskih kislin. Zanima nas ali so razli¢ni fizikalno-kemijski parametri vina povezani z
vsebnostjo BA.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Vzorci, kjer je bila dodana selekcionirana kultura MKB vsebujejo manj BA v
primerjavi z vzorci, kjer je JMKF potekla spontano s pomoc¢jo avtohtonih MKB.

Vsebnost histamina v vzorcih je pod zakonsko mejo 2 mg/L.

Preiskovani vzorci vsebujejo relativno majhne koncentracije BA in so primerljive z
rezultati primerljivih Studij v literaturi.

Najvecjo vsebnost BA pri¢akujemo v vzorcih, kjer je JMKF potekla spontano.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BIOGENI AMINI

2.1.1 Definicija in kemijske znac¢ilnosti biogenih aminov

BA so bazi¢ne nizkomolekularne duSikove spojine, derivati aromatskih ali kationskih
aminokislin. Imajo enega ali ve¢ pozitivih nabojev in hidrofobni znacaj. So produkt
metabolizma mikroorganizmov, rastlinskih ali Zivalskih celic (Moreno-Arribas in Polo,
2009). BA nastanejo predvsem z dekarboksilacijo prekurzorskih aminokislin ali z
aminacijo in transaminacijo aldehidov in ketonov (Karovi¢ova in Kohajdova, 2003).

Glede na kemijsko strukturo, delimo BA na (Silla Santos, 1996):
o alifatske (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, agmatin),
e aromatske (tiramin, feniletilamin),
e heterocikli¢ne (histamin, triptamin, serotonin).

Glede na $tevilo amino skupin, lahko BA razdelimo v tri skupine (Gloria, 2003):
e monoamini (tiramin, feniletilamin),
e diamini (histamin, serotonin, triptamin, putrescin, kadaverin),
e poliamini (spermin, spermidin in agmatin).

Alifatski amini:

Putrescin Etilamin Metilamin
NN N ™ HiC NH,
Kadaverin Agmatin

NH
NHo NN NHz/\/\/ NY :
NH:
Spermidin Spermin

N NN~ n\/\/"""'2 NH;e/\/\ﬁ/\/\/n\/\/NH2

Aromatski amini: Heterocikliéni amini:

NH,
e NH, o :A
Tiramin | Histamin NH/ \
N\
/ -
B-feniletilamin ‘ Triptamin \
S NH; EH

NH,
Slika 1: Kemijske strukture najpomembnejsih BA v vinu (prirejeno po Smit in sod., 2008: 114)
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2.1.2 Nastanek biogenih aminov

Glede na nastanek, amine delimo na naravne in biogene. Naravni amini (spermin,
spermidin, putrescin in histamin) nastanejo s pomoc¢jo lastne sinteze organizma, biogeni
amini pa nastanejo zaradi mikrobne dekarboksilacije prekurzorskih aminokislin. Histamin
je lahko naravnega (tkivni bazofilci) ali biogenega izvora (Gloria, 2003).

Tvorba BA je navadno rezultat dekarboksilacije prostih aminokislin s pomoc¢jo encimov
bakterijskega izvora. Pri dekarboksilaciji aminokislin pride do odstranitve a-karboksilne
skupine in nastanka odgovarjajocega amina. Proteoliza bodisi avtoliticna ali bakterijska,
pomembno vpliva na nastanek prostih aminokislin, ki so lahko prekurzorji za nastanek BA
(Shalaby, 1996).

Nehlapni BA (histamin, putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, agmatin, tiramin,
triptamin) in hlapni amin feniletilamin se pretezno tvorijo z mikrobno dekarboksilacijo
prekurzorskih aminokislin.  Hlapni amini (npr. izoamil amin, etanolamin), razen
feniletilamina, pa nastajajo pri reduktivni aminaciji ali transaminaciji pripadajocega
aldehida ali ketona (Moreno-Arribas in Polo, 2009).

Nekatere skupine bakterij znacilno tvorijo doloc¢ene BA. Tvorba putrescina in kadaverina
je pogosta pri enterobakterijah, tvorba tiramina pa je znacilna za enterokoke. Kljub temu je
sposobnost tvorbe BA precej odvisna od seva bakterij in se pojavlja pri Stevilnih rodovih in
vrstah. Delno je za pojavnost dekarboksilazne aktivnosti odgovoren tudi horizontalni
prenos genov med posameznimi sevi bakterij (EFSA, 2011).

Pogoji za tvorbo BA s strani mikroorganizmov so (Silla Santos, 1996):
e prisotnost prostih aminokislin,
e prisotnost mikroorganizmov z dekarboksilazno aktivnostjo,
e primerne razmere za rast bakterij in aktivnost encima dekarboksilaze.

@ ®

. - dekarboksilaza . . o~ .
a-aminokislina biogen amin CH, H'sw)fjekammm > CH,
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Slika 2: Princip dekarboksilacije aminokislin. Histamin nastane z dekarboksilacijo
histidina pod vplivom encima histidin dekarboksilaza (prirejeno po Anli in Bayram, 2009:
89)
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Poznamo dva nacina dekarboksilacije aminokislin: piridoksal fosfat odvisna in piridoksal
fosfat neodvisna dekarboksilacija. Pri piridoksal fosfat odvisni dekarboksilaciji sluzi
piridoksal-5-fosfat kot kofaktor. Piridoksal neodvisne dekarboksilaze pa imajo kot
prosteti¢no skupino kovalentno vezan piruvil, ki je enovalentni radikal piruvi¢ne kisline.
Vecino aminokislinskih dekarboksilaz je odvisnih od piridoksal-5-fosfata (Linares in sod.,
2011).

Histidin dekarboksilaze evkariontskih celic in Gram-negativnih bakterij uporabljajo
piridoksal-fosfat kot kofaktor, dekarboksilaze Gram-pozitivnih bakterij pa so piridoksal-
fosfat neodvisne. Tirozin dekarboksilaza katalizira dekarboksilacijo tirozina v tiramin.
Kadaverin se tvori iz lizina s pomocjo lizin dekarboksilaze. Tvorba kadaverina je znacilna
predvsem za Gram-negativne bakterije. Putrescin se tvori iz ornitina s pomoc¢jo ornitin
dekarboksilaze. Mozna je tudi pretvorba arginina v agmatin s pomocjo arginin
dekarboksilaze, agmatin pa se lahko nadalje pretvori v putrescin s pomocjo treh encimov:
agmatin deiminaze, putrescin karbamoil transferaze in karbamat kinaze. Dekarboksilaze
niso striktno specifi¢ne do substratov, ki jih katalizirajo. To pomeni, da lahko v odsotnosti
primarnega substrata, dekarboksilirajo aminokisline s podobno kemijsko zgradbo. Ornitin
dekarboksilaza lahko katalizira nastanek kadaverina iz lizina, arginin dekarboksilaza v
manjS$i meri dekarboksilira arginin v ornitin, tirozin dekarboksilaze pa lahko tvorijo
feniletilamin iz fenilalanina (EFSA, 2011).

znotrajceli¢no okolje
(citoplazma)

zunajcelicno okolje

» -Z
ht  (RCOOYY RabeY
antiport
dekarboksilaza
(R-H)ZH
biogeni amin
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£0s > CO»

h-_
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Slika 3: Proces dekarboksilacije in transporta aminokisline ter nastalega BA skozi
membrano bakterijske celice (prirejeno po Molenaar in sod., 1993: 2869)

V procesu tvorbe BA ima klju¢no vlogo tudi transportni protein, ki deluje na principu
antiporta in se nahaja na celiéni membrani, kjer je odgovoren za prenos substrata (AK) v
celico in izlo¢anje produktov dekarboksilacije (BA) iz citoplazme celice (EFSA, 2011).
Reakcija dekarboksilacije, skupaj z elektrogeno izmenjavo prekurzorske aminokisline in
pripadajocega BA, ustvarja protonsko gonilno silo. V procesu dekarboksilacije se porabi
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proton, kar povzro€i nastanek transmembranskega pH gradienta (znotraj celice visji pH) in
elektrokemijskega gradienta (znotraj celice negativen) (Trip in sod., 2012). Slednji nastane
zaradi razlike v naboju med histidinom in histaminom (histamin ima en pozitivni naboj
vec), zato tak transport imenujemo elektrogeni antiport (Konings in sod., 1997). Protonska
gonilna sila lahko poganja transport drugih snovi proti gradientu njihovega
elektrokemicnega potenciala ali sprozi nastanek molekule ATP s pomoc¢jo membranske
FoF1-ATPaze (Konings in sod., 1997). Zaradi visje pH vrednosti v celici, omogoca proces
dekarboksilacije aminokislin lazje prezivetje celic v kislem in okolju, dekarboksilacija
aminokislin pa za celico predstavlja posredno tudi vir energije (Molenaar in sod., 1993).
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Slika 4: Metabolne poti za nastanek BA (prirejeno po Halasz in sod., 1994: 43)
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2.1.3 Funkcije biogenih aminov

BA so vir duSika in prekurzorji za sintezo hormonov, nukleinskih kislin, proteinov in
alkaloidov. V organizmu sodelujejo pri regulaciji telesne temperature, krvnega tlaka, pH
vrednosti zelodca, vplivajo na delovanje moZganskih funkcij, privzem hranil, ipd.
(Karovicova in Kohajdova, 2003). Feniletilamin in tiramin povzrocita poviSanje krvnega
tlaka, medtem ko histamin znizuje krvni tlak. Histamin je nevrotransmiter, mediator vnetja,
sodeluje pri alergijskem odzivu in vpliva na prepustnost zil (Silla Santos, 1996).

Diamin putrescin ter poliamina spermidin in spermin so naravno prisotni v rastlinah, kjer
sodelujejo pri Stevilnih fizioloskih procesih, kot so celi¢na delitev, cvetenje, razvoj plodov,
stresni odziv in staranje (Smit in sod., 2008). Prav tako so vkljuceni v sintezo DNA, RNA
in proteinov ter sodelujejo pri rasti in stabilizaciji celiéne membrane (KoSmerl in sod.,
2013).

Prisotnost poliaminov v zadostnih koncentracijah je Se posebej pomembna v hitro rastocih
tkivih. Putrescin, spermidin in spermin imajo pomembno vlogo tudi pri rasti tumorjev, zato
potekajo Stevilne Studije v smeri inhibicije biosinteze teh poliaminov pri bolnikih z rakom.
Poliamini so nujno potrebni za ohranjanje visoke metabolne aktivnosti in imunskega
sistema ¢revesja (Karovi¢ova in Kohajdova, 2003).

BA so potencialni prekurzorji za nastanek karcinogenih N-nitrozo spojin. Sekundarni
amini (putrescin, kadaverin, agmatin, spermin, spermidin) lahko reagirajo z nitriti in
tvorijo karcinogene nitrozamine (Halasz in sod., 1994).

Nekateri BA, kot na primer putrescin, kadaverin in spermin, lahko delujejo kot lovilci
prostih radikalov. Dokazano je, da lahko poliamini inhibirajo oksidacijo veckrat
nenasic¢enih mas€obnih kislin, antioksidativna aktivnost pa je odvisna od Stevila amino
skupin. Tudi tiramin izkazuje mocne antioksidativne lastnosti (Silla Santos, 1996).

Poleg toksi¢nih u€inkov, so BA v Zivilih tudi indikatorji kvara, predvsem pri ribah in mesu
(Silla Santos, 1996).

2.1.4 Toksikoloski uc¢inki in metabolizem biogenih aminov

Ceprav so nekateri BA nujno potrebni za nemoteno delovanje Stevilnih funkcij v
organizmu, lahko zauzitje prevelikih koli¢in BA povzroci toksi¢ne ucinke. Najbolj pogoste
so alimentarne intoksifikacije s histaminom predvsem zaradi uzivanja kontaminiranih rib
ali sirov (Silla Santos, 1996).

V primerjavi z vinom so iz staliS§¢a BA naceloma bolj problemati¢na zivila, ki jih navadno
uzivamo pogosteje in v ve¢jih koli¢inah ter vsebujejo vecje koncentracije BA. Sem sodijo
sir, pivo, fermentirane mesnine, ribe, itd. (Moreno-Arribas in Polo, 2009). Vsebnosti BA v
alkoholnih pijacah posvetamo posebno pozornost zato, ker lahko prisotni etanol poveca
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toksicne uc¢inke BA tako, da direktno ali indirektno inhibira encime, ki so odgovorni za
detoksifikacijo BA (Kos$merl in sod., 2013).

Pri manj$i koli¢ini BA, se le-ti hitro detoksificirajo s pomo¢jo amin oksidaz ali s
konjugacijo. Amin oksidaze katalizirajo deaminacijo BA in nastanek aldehida, vodikovega
peroksida in amonijaka. Problem se pojavi pri zauZzitju ve¢je koli¢ine BA ali v primeru
inhibiranega oziroma gensko okvarjenega sistema za katabolizem BA. Toksi¢na doza
doloCenega BA je odvisna od tolerance posameznika, skupne koncentracije BA ter
prisotnosti alkohola in drog v organizmu (Moreno-Arribas in Polo, 2009).

Toksi¢nost histamina in tiramina je odvisna od ucinkovitosti katabolizma z monoamin
oksidazami in diamin oksidazami. BA, kot so tiramin, putrescin in kadaverin, lahko
zmanjSajo metabolizem histamina. S histaminom namre¢ tekmujejo za vezavna mesta
encimov mono- in diamin oksidaz in tako zmanjSajo njihovo ucinkovitost pri
detoksifikaciji histamina. Na ta nacin je omogocen povecan prehod histamina iz ¢revesja v
kri. Zaradi nespecificnosti mono- in diamin oksidaz, lahko povzro¢ijo motnje katabolizma
tudi alkohol, acetaldehid in antidepresivi (Smit in sod., 2008).

Zauziti BA

Normalno

(-cHNH,

C-H =—Pp-Detoksifikacija

Presezek BA
Q-cH,nH,

Toksikoloski

CH.,—-NH, =—p
e- 2 2 ucinki

Lumen Krvne
Crevesja Zile

Slika 5: Potek absorpcije in detoksifikacije BA v ¢revesju (prirejeno po Ladero in sod.,
2010: 11)

Toksiéne koncentracije BA v alkoholnih pijacah znaSajo 8 — 20 mg/L za histamin, 25 — 40
mg/L za tiramin in le 3 mg/L za feniletilamin (Karovi¢ova in Kohajdova, 2003). Kanny in
sod. (2001) porocajo, da lahko povprecen posameznik peroralno zauzije do 120 mg
histamina preden se pojavijo znacilni simptomi, intravenozno pa ta koli¢ina znasa le 7 pg.
Zauzitje 5 — 10 mg histamina, lahko pri obcutljivih posameznikih Ze povzroci toksi¢ne
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uéinke. Zauzitje 100 mg histamina predstavlja srednjo, 1000 mg pa visoko stopnjo
toksicnosti za ¢loveski organizem (Karovicova in Kohajdova, 2003).

Kljub temu, da je prag tolerance pri posameznikih razlicen, pride pri prevelikem vnosu do
znaCilnih reakcij. Simptomi prevelikega vnosa histamina so izpuscaji, edem, bruhanje,
glavobol, hipotenzija, palpitacije, driska, motnje v delovanju srca. Tiramin in feniletilamin
lahko povzrocata hipertenzijo in druge simptome povezane z njo (mozganske krvavitve,
migrena) tako, da spodbudita izlo¢anje noradrenalina in norepinefrina, ki sta
vazokonstriktorja. Putrescin in kadaverin sama po sebi nista toksi¢na, lahko pa potencirata
toksi¢nost histamina, tiramina, feniletilamina, saj motijo reakcije detoksifikacije (Moreno-
Arribas in Polo, 2009).

Nekateri BA lahko poleg toksi¢nih uc¢inkov na zdravje, negativno vplivajo na senzoricno
kakovost vin. Ve¢je koli¢ine histamina lahko pri nekaterih posameznikih povzrocijo draze¢
obcutek v grlu, vi§je koncentracije putrescina in kadaverina pa z vonjem po gnilem mesu
negativno vplivajo na aromo vina (Smit in sod., 2008).

Ker se vsebnosti BA v vinih namenja vse ve¢ pozornosti, so nekatere drzave ze dolocile
zakonske meje glede vsebnosti BA. V Svici in Avstriji je najvisja dovoljena koncentracija
histamina 10 mg/L, v Nem¢iji 2 mg/L, na Nizozemskem 3 mg/L, v Belgiji 5-6 mg/L in v
Franciji 8mg/L (Smit in sod. 2008). Pri nas je najvecja dovoljena koncentracija 2 mg/L
(Pravilnik o pogojih ..., 2004).

Preglednica 1: Fizioloski in toksikoloski u¢inki biogenih aminov (BA) (Ladero in sod.,

2010: 4)
BA Fizioloski u€inki (vplivi) Toksikoloski u€inki (simptomi)
Histamin Je lokalni mediator, Glavobol, potenje, izcedek iz nosu,
pomemben za prebavila, kozo rdecica obraza, rdeci izpuscaji,
in imunski sistem. Je tudi omotica, srbenje, edem, urtikarija,
nevrotransmiter, vendar v otezeno poziranje, diareja, dihalna
mozgane skoraj ne prehaja. stiska, bronhospazem, povecan
utripni volumen srca, tahikardija,
ekstrasistole, motnje v krvnem
tlaku.
Tiramin Vpliva na spros$canje Glavobol, migrena, nevroloske
noradrenalina, Ki je motnje, slabost, potenje, motnje
vazokonstriktor. Povzroci tudi dihanja, hipertenzija.
dvig ravni glukoze v krvi in
poveca utripni volumen srca.
Putrescin  Sodeluje pri regulaciji genske Povecan utripni volumen srca,

ekspresije in celicni rasti.

tahikardija, hipotenzija.
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2.2 MIKROORGANIZMI, POVEZANI S TVORBO BAV VINU

Tekom vinifikacije so lahko v tvorbo BA vkljucene vse skupine mikroorganizmov, ki so
prisotne v vinu, vendar je dokazano, da so za nastanek BA v najve¢ji meri odgovorne
mlecnokislinske bakterije (MKB) (KoSmerl in sod., 2013).

2.2.1 Kvasovke

Poleg selekcioniranih kvasovk Saccharomyces cerevisiae, lahko pri alkoholni fermentaciji
(AF) sodelujejo tudi Stevilne avtohtone kvasovke. Glede tvorbe BA s strani kvasovk, je
bilo opravljenih ve¢ S$tudij, od katerih vecina primerja vpliv razli¢nih vrst kvasovk na
tvorbo histamina. Stevilni avtorji navajajo, da med AF zaradi aktivnosti kvasovk ne pride
do znatnega povecanja koncentracij BA, kar pomeni, da kvasovke niso odgovorne za
prisotnost BA v vinu (Smit in sod., 2008).

Landete in sod. (2007) so proucevali tvorbo BA pri 36-ih razli¢nih sevih kvasovk,
izoliranih iz moS$ta in vina. Preiskovane kvasovke so bile iz rodov Aureobasidium,
Candida, Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula in
sevi iz vrst S. cerevisiae, S. cerevisiae var. bayanus, S. cerevisiae var. chevalieri in S.
cerevisiae var. Steiner. Nobeden sev v sinteti¢cnem mediju ni tvoril BA.

Caruso in sod. (2002) so v $tudiji proucevali tvorbo BA s strani skupno 50-ih sevov
kvasovk vrst Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata, Candida stellata,
Metschnikowia pulcherrima in Brettanomyces bruxellensis. Pri vseh sevih kvasovk so bile
koncentracije nastalega histamina zelo majhne ali celo pod mejo detekcije. Najvecje
koncentracije skupnih BA so tvorile kvasovke vrste Brettanomyces bruxellensis
(15,0 mg/L) sledile so kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae (12,1 mg/L). Pri slednjih
gre tako veliko vsebnost skupnih BA pripisati predvsem izredno veliki koncentraciji
etanolamina (6,0 mg/L). Pri ostalih vrstah kvasovk so bile skupne vrednosti BA manjse od
10 mg/L.

Podobno studijo so izvedli tudi Granchi in sod. (2005). Proucevali so tvorbo BA s strani
enakih vrst kvasovk, kot pri Caruso in sod. (2002), ter dobili primerljive rezultate.
Pomembno je poudariti, da je bila tvorba histamina, putrescina, kadaverina in metilamina,
ne glede na sev kvasovk, relativno majhna (pod 2 mg/L). V preglednici 2 so prikazani
rezultati obeh Studij.

Torrea-Goni in Ancin-Azpilicueta (2001) sta v rose vinih proucevala tvorbo BA s strani
razlicnih sevov S. cerevisiae. Izmerila sta rahlo povecane koncentracije putrescina,
spermina, spermidina, feniletilamina in tiramina. Kvasovke s killer faktorjem so tvorile
veéje kolic¢ine BA v primerjavi s killer nevtralnimi kvasovkami. Vidal-Carou in sod.
(1990) niso zaznali tvorbe histamina med AF, so pa ugotovili minimalno tvorbo tiramina
(0,6 mg/L).
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Torrea in Ancin (2002) sta nadaljevala s podobnimi $tudijami in ugotovila, da vsebujejo
vina iz inokuliranih mostov s selekcioniranimi kvasovkami vecje koncentracije BA, v
primerjavi z vini, kjer je AF potekala spontano z avtohtonimi kvasovkami. VVzrok temu naj
bi bil v vedji porabi prekurzorskih aminokislin tekom AF s strani selekcioniranih kvasovk
in manjsSa populacija avtohtonih kvasovk.

Preglednica 2: Tvorba BA s strani razli¢nih vrst kvasovk v sterilnem grozdnem mostu v
laboratorijskih razmerah v dveh studijah (prirejeno po Smit in sod., 2008: 113)

Skupna povprecna vrednost BA (mg/L)
Caruso in sod. (2002) Granchi in sod. (2005)

Vrsta kvasovk

Saccharomyces cerevisiae 12,1 13,7
Kloeckera apiculata 6,2 9,7
Candida stellata 7,7 7,8
Metschnikowia pulcherimma 9,6 13,3
Brettanomyces bruxellensis 15,0 20,0

Pomembno je poudariti, da je tvorba BA zelo odvisna od seva, zato se za inokulacijo
priporo¢a uporaba selekcioniranih sevov kvasovk, ki ne tvorijo BA, Ceprav ta kriterij
navadno ni upostevan pri selekciji starterskih kultur. Ceprav kvasovke navadno ne tvorijo
histamina, so lahko odgovorne za prisotnost drugih BA, ki lahko potencirajo toksi¢nost
histamina (Romano in sod., 2007).

Buteau in sod. (1984) zavracajo tezo, da BA nastajajo med jabol¢no mlecnokislinsko
fermentacijo (JMKF) s strani MKB. Ugotovili so namre¢, da je ravnho med AF nastalo
najve¢ BA: agmatin, kadaverin, etanolamin, histamin, putrescin in tiramin. Med JMKF je
celo prislo do zmanjSanja koncentracij kadaverina, histamina in putrescina, povecale pa so
se koncentracije agmatina in tiramina.

Znano je, da kvasovke tvorijo razlicne BA kot MKB. V literaturi je relativno malo
podatkov o biokemiji, genetiki in regulaciji tvorbe BA s strani kvasovk. Glede na
opravljene Studije lahko sklepamo, da so kvasovke v manj$i meri lahko odgovorne za
prisotnost BA v vinu, vendar je tvorba minimalna in precej odvisna od seva. Vpliv kvasovk
je tudi posreden, saj lahko spremenijo sestavo mos$ta tako, da porabljajo dolocene
aminokisline in vplivajo na nastanek novih. Med avtolizo spros¢ajo aminokisline, ki lahko
sluzijo kot prekurzorji za nastanek BA (Smit in sod., 2008).
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2.2.2 Mle¢nokislinske bakterije

Najveckrat so za prisotnost BA v vinu odgovorne MKB, ki imajo sposobnost
dekarboksilacije aminokislin. MKB so skupina Gram- pozitivnih bakterij, nesporogene
palcke ali koki, ki kot kon¢ni produkt fermentacije ogljikovih hidratov tvorijo mle¢no
Kislino. V vinu, ki je zelo selektiven medij, lahko rastejo le nekateri sevi. Najvecji tvorci
BA so bakterije iz rodov Lactobacillus, Pediococcus, in Oenococcus (Kosmerl in sod.,
2013).

Na podro¢ju proucevanja tvorbe BA s strani MKB je bilo do sedaj opravljenih veliko
Studij. Prve Studije so pokazale, da najve¢ BA tvorijo bakterije iz rodu Pediococcus
(Pediococcus cerevisiae). Novejse Studije te ugotovitve potrjujejo, Ceprav so tvorbe BA,
predvsem histamina, sposobni le nekateri sevi. Poleg tega so za tvorbo BA v vinu
odgovorne tudi bakterije iz rodov Lactobacillus, Leuconostoc in Oenococcus (Moreno-
Arribas in Polo, 2009). Sposobnost tvorbe BA s strani MKB je v veliki meri odvisna od
seva in ne od vrste. Dekarboksilazna aktivnost je torej naklju¢no prisotna znotraj razlicnih
vrst bakterij Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus in Oenococcus (Smit in sod., 2008).

O. oeni je prevladujoca vrsta MKB v vinu in najbolj prilagojena na nizek pH vina.
Nekateri avtorji porocajo, da so bakterije O. oeni lahko precej odgovorne za prisotnost
histamina v vinu, Ceprav je koli¢ina odvisna najve¢ od seva (KoSmerl in sod., 2013).
Komercialni sevi O. oeni, so selekcionirani na podlagi Stevilnih enoloskih kriterijev, eden
pomembnejSih je odsotnost aminokislinske dekarboksilaze (Moreno-Arribas in Polo,
2009).

Moreno-Arribas in sod. (2003) so v razmerah in vitro testirali 39 sevov O. oeni in pri
nobenem niso ugotovili tvorbe histamina, tiramina ali putrescina. Tudi Straub in sod.
(1995) niso pri nobenem izmed 88 sevov O. oeni ugotovili tvorbe BA. Costantini in sod.
(2006) so v gojitvenem mediju testirali 92 sevov O. oeni, nobeden ni tvoril BA. S pomocjo
metode PCR so potrdili odsotnost genov za dekarboksilazo.

Nasprotno, nekateri avtorji porocajo, da je O. oeni lahko v precej$nji meri odgovoren za
prisotnost BA v vinu, seveda odvisno od seva. Guerrini in sod. (2002) so ugotovili, da
lahko O. oeni znatno prispeva h konéni koncentraciji BA v vinu, katerih tvorba se mo¢no
razlikuje glede na sev. Izmed 44-ih sevov, je v optimalnih pogojih v sinteti¢cnem mediju,
kar 27 sevov tvorilo histamin v koncentracijah 1 — 33 mg/L. Poleg histamina je 7 sevov je
tvorilo $e putrescin (9,9 — 146 mg/L) in kadaverin (14,8 — 43,6 mg/L).

Podobno so ugotovili tudi Coton in sod. (1998), ki so med 118-imi vini iz jugozahodne
Francije s pomo¢jo PCR metode ugotavljali prisotnost histidin dekarboksilaza pozitivnih
bakterij. Pri skoraj polovici testiranih vin so ugotovili prisotnost bakterij, ki imajo gen za
histidin dekarboksilazo, od tega so vsi sevi pripadali vrsti Oenococcus oeni. Vina, pri
katerih niso nasli genskega zapisa za histidin dekarboksilazo, niso vsebovala histamina.
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Vina, v katerih so potrdili prisotnost dekarboksilaza pozitivnih bakterij, pa so vsebovala
histamin v razli¢nih koncentracijah.

Do leta 2003 ni bilo podatkov, ki bi dokazovali vpletenost sevov Leuconostoc v tvorbo
BA. Moreno-Arribas in sod. (2003) so dokazali, da ima sev Leuconostoc mesenteroides
veliko sposobnost tvorbe tiramina, saj so 3 od 17 sevov tvorili tiramin. Landete in sod.
(2007) pa so izolirali drug sev Leuconostoc mesenteroides, kateri je tvoril znatne koli¢ine
histamina.

Landete in sod. (2005a) so proucevali prisotnost gena za histidin dekarboksilazo in tvorbo
histamina pri 136-ih sevih MKB, izoliranih iz vina. S pomocjo encimatske metode in
HPLC so ugotovili, da so Stevilni preiskovani sevi O. oeni, Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus mali, Leuconostoc mesenteroides in Pediococcus parvulus v sinteticnem
mediju tvorili histamin. Najvi§je koncentracije histamina so tvorili sevi L. hilgardii
(povprecno 145 mg/L) in P. parvulus (povpre¢no 240 mg/L), medtem ko so bile
koncentracije histamina pri O. oeni bistveno nizje (povpre¢no 25 mg/L). Kar 78 %
preiskovanih sevov O. oeni je tvorilo histamin.

Sebastian in sod. (2011) so proucevali tvorbo BA pri MKB, izoliranih iz vina. Od skupno
57 sevov Lactobacillus brevis je tiramin tvorilo kar 55 sevov, medtem ko je histamin
tvorilo 11 sevov Lactobacillus brevis. Pri vrstah Lactobacillus delbrueckii in Oenococcus
oeni niso ugotovili tvorbe BA.

Moreno-Arribas in sod. (2000) so proucevali tvorbo tiramina s strani MKB. Ugotovili so,
da so za nastanek tiramina v vinu najbolj odgovorne bakterije rodu Lactobacillus,
predvsem L. brevis in L. hilgardii. Pri nobenem sevu O. oeni niso ugotovili tvorbe
tiramina. Tudi rezultati $tudije, ki so jo opravili Landete in sod. (2007) kazejo na to, da so
za tvorbo tiramina odgovorne bakterije rodu Lactobacillus, predvsem L. brevis. Poleg tega
so vsi sevi, ki so tvorili tiramin, tvorili tudi feniletilamin.

Landete in sod. (2007) predvidevajo, da za pojav nekaterih BA v vinu, kot so putrescin,
kadaverin in triptamin, niso odgovorne MKB, temve¢ izvirajo predvsem iz grozdja.
Granchi in sod. (2005) porocajo, da nekateri sevi O. oeni lahko tvorijo putrescin, predvsem
v primeru dekarboksilacije arginina, ki je ena najpomembnejSih aminokislin v mostu in
vinu. Marcobal in sod. (2004) so izolirali in identificirali sev O. oeni, ki ima izrazen gen za
ornitin dekarboksilazo in lahko tvori putrescin. Genski zapis so nato primerjali z 42-imi
drugimi sevi in ugotovili, da nobeden izmed njih nima gena za ornitin dekarboksilazo.

2.2.3 Druge bakterije

Landete in sod. (2007) so na 40-ih razli¢nih sevih ocetnokislinskih bakterij proucevali
tvorbo BA v sintetiénem mediju. Pri nobenem sevu niso zaznali tvorbe histamina, tiramina,
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feniletilamina, putrescina, kadaverina in triptamina. Tudi ostala literatura ne omenja tvorbe
BA s strani ocetnokislinskih bakterij.

Chang in sod. porocajo, da so v tajvanskih sadnih vinih izolirali dva seva iz rodu Bacillus
in en sev ocetnokislinskih bakterij, ki so tvorili histamin (Chang in sod., 2008).

2.2.4 Plesni

Prisotnost plesni Botrytis cinerea na grozdju, lahko vpliva na povecano koncentracijo BA
v grozdju. Plesen penetrira skozi jagodno kozico ter vpliva na sestavo in koli¢ino
aminokislin, ogljikovih hidratov in poveca koli¢ino aminov v grozdni jagodi. Za kvar s
plesnijo so poleg nagnitega grozdja, okuzenega s plesnijo Botrytis cinerea, problemati¢na
tako imenovana botricidna vina (Tokaj, vina poznih trgatev, ledena vina) (Smit in sod.,
2008).

2.3 FAKTORII, KI VPLIVAJO NA NASTANEK BA V GROZDJU IN VINU

Koncentracija BA v vinu je precej odvisna od prisotnosti prekurzorskinh aminokislin v
mostu oziroma vinu in mikroorganizmov, sposobnih dekarboksilacije aminokislin. Na
vsebnost aminokislin v mostu vplivajo tehnologija vinifikacije, sorta grozdja, lega, letnik,
idr. Nekateri dejavniki povecajo koncentracijo prekurzorskih aminokislin, drugi pa
vplivajo na encimsko aktivnost in rast mikroorganizmov, ki lahko tvorijo BA (Moreno-
Arribas in Polo, 2009).

2.3.1 Vinogradniski vplivi

Nekateri BA, kot na primer putrescin in ostali poliamini, so lahko prisotni Ze v grozdni
jagodi. Kon¢na koncentracija putrescina v vinu je bolj odvisna od njegove vsebnosti v
grozdju, kot od postopka vinifikacije (Moreno-Arribas in Polo, 2009).

Sorta cabernet sauvignon naj bi imela visoke koncentracije putrescina, kadaverina in
spermidina v perikarpu grozdnih jagod, poleg tega so le-ti v vecjih koncentracijah tudi v
grozdnih peckah (Smit in sod., 2008).

Pomanjkanje kalija v prsti je lahko vzrok za ve¢je koncentracije putrescina v grozdju,
medtem ko pomanjkanje vode v sus$nih letih nima neposrednega vpliva na koli¢ino BA v
grozdju oz. vinu (Moreno-Arribas in Polo, 2009).

Koncentracija BA je odvisna tudi od sorte grozdja in prehrane vinske trte, kar vpliva na
aminokislinsko sestavo in koncentracijo prekurzorskih aminokislin. Tudi stopnja zrelosti,
zdravstveno stanje grozdja, geografska lega in tip prsti vplivajo na koli¢ino BA v vinu.
Gnojenje z duSikom vpliva na vec¢jo vsebnost poliaminov v grozdju ter lahko poveca
koncentracijo aminokislin v grozdju in posledi¢no tudi vsebnost BA v vinu. Pri sortah z
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vecjim delezem asimilacijskega duSika je navadno kon¢na koncentracija BA vinu vecja
(Smit in sod., 2008).

Koncentracija poliaminov v grozdju je manjsSa v vinogradih z ozelenitvijo tal. Vsebnost
BA (predvsem etilamina in izopentilamina) v gnilem grozdju je precej vecja, prav tako
vsebnost BA narasca s stopnjo infekcije z plesnijo Botrytis cinerea (Grossmann in sod.,
2009).

Cecchini in sod. (2005) so primerjali vpliv sorte na koncentracijo BA v vinu. Izmed sort
merlot, syrah, sangiovese, cesanese d’affile in cabernet franc, so bile v povprec¢ju najvisje
koncentracije BA izmerjene pri sorti cabernet franc. Vec §tudij je pokazalo, da sorta modri
pinot v povprecju vsebuje visje koncentracije BA od sorte cabernet sauvignon (Smit in
sod., 2008).

Del Prete in sod. (2009) so na sedmih razli¢nih sortah grozdja proucevali vpliv grozdja na
vsebnost BA v vinu. Pri vseh sortah so ugotovili prisotnost etanolamina, etilamina in
putrescina v grozdju. Prisotnosti tiramina v grozdju niso zaznali, Ceprav nekateri avtorji
navajajo, da je tiramin v manjSih koncentracijah lahko prisoten v grozdju. Rezultati Studije
potrjujejo, da je vsebnost BA v grozdju odvisna od sorte in precej tudi od letnika, kar
pomeni, da vremenske razmere bistveno vplivajo na nastajanje BA v grozdju.

Tudi Martin-Alvarez in sod. (2006) navajajo, da lahko povpreéna vsebnost BA razen
kadaverina precej variira med razlicnimi letniki. Vzrok je delno v razli¢nih koncentracijah
aminokislinskih prekurzorjev med razli¢nimi letniki, delno pa tudi v diverziteti mikrobiote
grozdja, ki se med letniki lahko razlikuje.

Cecchini in Morassut (2010) sta proucevala vpliv skladis¢enja grozdja na vsebnost BA v
grozdju sort chardonnay, rizling in sauvignon. V mostih iz takoj stisnjenega grozdja so pri
vseh treh sortah ugotovili prisotnost etanolamina, etilamina in putrescina, pri sorti
ur, pa so ugotovili tudi prisotnost agmatina, histamina, kadaverina in tiramina. Rezultati
kazejo, da so etanolamin, etilamin, putrescin ter delno tiramin, izvirali iz grozdja, ostali BA
pa so nastali naknadno zaradi mikrobioloske aktivnosti tekom skladisc¢enja grozdja.

Marques in sod. (2008) so proucevali vpliv regije, sorte grozdja in uporabo fungicidov na
vsebnost BA v vinih. Rezultati so potrdili, da so koncentracije BA v vinu odvisne od sorte
grozdja, razlikujejo pa se tudi med posameznimi pokrajinami. Vina pridelana iz grozdja, Ki
je bilo tretirano z fungicidi so vsebovala manjSe koncentracije BA v primerjavi z vini iz
grozdja, pridelanega brez uporabe fungicidov.
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2.3.2 Vpliv alkoholne fermentacije

Marques in sod. (2008) so proucevali vpliv aktivatorjev fermentacije. Uporabili so dva
aktivatorja fermentacije in sicer prvega so dodali v most pred zacetkom AF, drugega pa po
koncu AF, pred zadetkom JMKF. Ugotovili so, da dodatek aktivatorjev vrenja nima
posebnega vpliva na koncentracijo BA.

Del Prete in sod. (2009) so ugotovili, da je med AF prislo do poveCanja koncentracij
etanolamina. Slednji je prekurzor fosfatidilholina, ki je najbolj zastopan fosfolipid v
membrani evkariontskih celic in je zaradi regulacije metabolizma fosfolipidov verjetno
priSlo do sproScanja v vino. Med AF je priSlo do znatnega zmanjSanja koncentracije
putrescina. Razlog je verjetno v tem, da ga kvasovke vkljucijo v metabolizem, kot
prekurzor za spermidin ali spermin. Med AF je prislo tudi do znizanja koncentracije
etilamina, verjetno zato, ker predstavlja vir ogljika in dusika za kvasovke. Med JMKF ni
priSlo do znatnih sprememb koncentracij putrescina in etilamina.

Garcia-Marino in sod. (2010) so proucevali vpliv postopkov vinifikacije na tvorbo BA v
rdecih vinih. Do najvec¢jega povecanja skupne koncentracije BA v vinih je prislo ob koncu
AF, kar le potrjuje dejstvo, da so nekateri sevi S. cerevisiae sposobni tvoriti BA. Med AF
je prislo predvsem do povecanja koncentracije etilamina, kar je v nasprotju z ugotovitvami
Del Prete in sod. (2009).

2.3.3 Vpliv maceracije

Maceracija omogoca ekstrakcijo Stevilnih komponent iz grozdja, predvsem fenolnih spojin,
proteinov, polisaharidov in aminokislin, ki so med drugim tudi prekurzorji BA. Pri vecini
rdecih vin poteka maceracija hkrati z AF. Maceracija lahko pri nekaterih rdecih vinih
poteka tudi po konCani AF. Pri hladni maceraciji se belo grozdje macerira pri nizki
temperaturi pred AF. V primeru dodatka pektoliti¢nih encimov se ekstrahira v most Se ve¢
snovi, ki vplivajo na koncentracijo BA (Smit in sod., 2008).

Kovacevi¢ Gani¢ in sod. (2009) so proucevali vsebnost BA v vinu v razli¢nih tehnoloSkih
stopnjah pridelave. V vinu, kjer so opravili nekaj-urno hladno maceracijo pred zacetkom
AF, so izmerili ve¢je koncentracije BA v primerjavi z vini, kjer maceracije ni bilo.

Martin-Alvarez in sod. (2006) so ugotovili, da trajanje maceracije precej vpliva na
koncentracijo BA v vinu. Vina, kjer je maceracija potekala ve¢ kot 10 dni, so vsebovala
znatno vecje koncentracije BA, v primerjavi z vini, kjer je bila maceracija krajsa od 10 dni.

Smit in sod. (2013) so primerjali vpliv maceracije na koncentracijo aminokislin in tvorbo
BA v vinu. Presenetljivo so v vinu, kjer maceracije niso opravili, izmerili velike
koncentracije Stevilnih aminokislin in BA. Delno je lahko za to odgovorna manjsa
koncentracija fenolnih spojin, kar ugodno vpliva na tvorbo BA. Najvecje koncentracije BA
so izmerili v vinih, kjer so opravili klasi¢no in podaljSano maceracijo. Pri vinih, kjer so
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opravili hladno maceracijo, so takoj po koncani hladni maceraciji izmerili ve¢je vsebnosti
aminokislin in BA, vendar so bile kon¢ne vrednosti BA v teh vinih najmanjse. Kaze, da
hladna maceracija negativno vpliva na tvorbo BA.

Soleas in sod (1999) niso nasli nobene povezave med trajanjem maceracije in vsebnostjo
BA v vinu.

2.3.4 V/pliv pektoliti¢nih encimov

Uporaba pektolitiénih encimov je v procesu vinifikacije zelo pogosta, saj povecamo
ekstrakcijo komponent, dosezemo boljsi ucinek stiskanja in boljSe bistrenje. Vendar imajo
tovrstni encimi lahko sekundarno aktivnost, med drugim tudi proteoliticno aktivnost, ki se
odraza v povecanju koncentracije aminokislin v mostu (Moreno-Arribas in Polo, 2009).

Martin-Alvarez in sod. (2006) so ugotovili, da dodatek 2 g pektolitinega encima / 100 kg
grozdja ne vpliva na povecanje koncentracije BA v vinu.

Smith in sod. (2013) so primerjali vpliv pektoliticnega encima pri hladni maceraciji na
koncentracijo BA v vinu. Ugotovili so, da je vpliv dodanega pektoliticnega encima na
koncentracijo BA v vinu minimalen in zanemarljiv.

2.3.5 Vpliv fenolnih spojin

Med maceracijo se ekstrahirajo tudi polifenoli. Te spojine so odgovorne za Stevilne
kemijske reakcije v grozdju in vinu, saj so med drugim vkljucene v oksidacijske reakcije
(so mo¢ni antioksidanti) in vplivajo na barvo in okus vina. Znano je, da fenolne spojine
lahko pozitivno in negativno vplivajo na rast in metabolizem MKB. Galna Kislina,
katehini, kaftarna kislina, kutarna kislina, feruli¢na kislina, p-kumarna Kislina in prosti
antociani lahko stimulirajo rast MKB (Smit in sod., 2008).

Alberto in sod. (2007) so primerjali vpliv fenolnih spojin na metabolizem agmatina s strani
L. hilgardii X;B. Pretvorba agmatina v putrescin poteka brez aktivnosti aminokislinske
dekarboksilaze. Ugotovili so, da je tvorba putrescina manjSa v prisotnosti fenolnih
komponent z izjemo kvercetina in galne kisline.

Tkachenko in sod. (2004) so ugotovili, da je putrescin sposoben zas¢ititi DNA pred
poskodbami s strani reaktivnih kisikovih zvrsti in tako povecati prezivelost celic

Escherichia coli v okolju oksidativnega stresa. Fenoli so mo¢ni antioksidanti in $¢itijo
celice pred oksidativnim stresom, zato je tvorba putrescina v njihovi pristnosti manjsa.

2.3.6 Vpliv lezanja vina na droZeh

Vloga finih drozi je glede vpliva na tvorbo BA v vinu klju¢na, saj predstavljajo zalogo
proteinov, peptidov in aminokislin. Poleg tega se med avtolizo kvasovk $e dodatno



Stalcar J. Biogeni amini v vinu. 18
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

spros¢ajo aminokisline, vitamini in drugi rastni faktorji, ki omogocajo rast in aktivnost
bakterij. Poleg kvasovk, vsebujejo fine drozi Se Stevilne druge mikroorganizme (predvsem
MKB), ki lahko tvorijo BA (Pérez-Serradilla in Luque de Castro, 2008).

Na podrocju vpliva drozi na tvorbo BA v vinu, je bilo opravljenih ve¢ Studij. Pri vecini so
rezultati pokazali, da podaljSan stik s kvasnimi droZzmi vodi v vec¢je koncentracije BA v
vinu (Pérez-Serradilla in Luque de Castro, 2008).

Martin-Alvarez in sod. (2006) so preuéevali vpliv leZanja na drozeh na koncentracijo BA v
vinu. Ugotovili so, da so vina, ki so dva meseca lezala na drozeh, vsebovala vecje
koncentracije metilamina in putrescina. Vzrok je najverjetneje v hidrolizi proteinov do
peptidov in nadalje do aminokislin, ki so prekurzorji BA. Koncentracije tiramina in
histamina pa so bile manjSe v vinih, ki so bila v podaljSanem stiku z drozmi. Avtorji
predvidevajo, da so bakterijske celice porabile del tiramina za izgradnjo ogljikohidratnega
skeleta ali amino skupin.

Marques in sod. (2008) so ugotovili, da vina, ki so lezala v stiku z drozmi (2 ali 6 mesecev)
vsebujejo povecane koncentracije tiramina in putrescina, medtem ko se vsebnost histamina
ni povecala.

2.3.7 Vpliv jabol¢no mle¢nokislinske fermentacije

JMKF je pomemben biokemijski proces s pomocjo katerega zmanjSamo koncentracijo
skupnih kislin, hkrati pa izboljSamo senzori¢ne lastnosti vina, v kolikor je proces izpeljan
pravilno s pomocjo Zelenih mle¢nokislinskih bakterij. Poleg tega se poveca mikrobioloska
stabilnost vina. JMKF je zelo priporoc¢ljiva za vecino rdecih in nekatera bela vina.
Oenococcus oeni so najpomembnejse bakterije JMKF, saj so najbolje prilagojene na okolje
v vinu (nizek pH, visoka vsebnost etanola, majhna vsebnost hranil). Kljub temu, da se
zaradi svojih lastnosti uporabljajo kot najpogostejSa starterska kultura, nekatere Studije
kazejo, da lahko nekateri sevi Oenococcus oeni tvorijo razlicne BA (Corzani, 2007).
Pomembno je, da po zaklju¢eni JMKF onemogocimo razvoj avtohtonih MKB, zaradi
morebitne tvorbe BA (KoSmerl in sod., 2013).

Martin-Alvarez in sod. (2006) so v 224-ih vzorcih §panskih rde¢ih vin primerjali spontano
in vodeno JMKF, kjer so uporabili startesko kulturo. V vinih, Kkjer so uporabili
selekcionirano kulturo so izmerili manjSe koncentracije BA v primerjavi z vini, kjer je
JMKEF potekala z avtohtono mikrobioto. Starterske kulture delno prepreéijo rast avtohtoni
mikrobioti in tako preprecijo nastanek BA s pomocjo nezelenih sevov.

Inokulacija s selekcionirano startersko kulturo je torej zelo priporo€ljiv nac¢in zmanjSevanja
vsebnosti BA v vinu. V primerjavi z naknadno inokulacijo po koncani AF se je ko-
inokulacija s selekcionirano kulturo ob zacetku AF izkazala za celo bolj uc¢inkovit nacin
preprecevanja tvorbe BA v vinu (Moreno-Arribas in Polo, 2009).
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Schneider in sod. so v $tudiji dokazali, da imajo vina, kjer je bila po koncu AF dodana
selekcionirana kultura MKB manjSo vsebnost histamina v primerjavi z vini, kjer je JMKF
potekala spontano (Kosmerl in sod., 2013).

Marques in sod. (2008) so proucevali vpliv dodatka aktivatorjev fermentacije in uporabo
selekcionirane starterske kulture MKB na tvorbo BA v belih in rdec¢ih vinih. Ugotovili so,
da aktivatorji fermentacije nimajo posebnega vpliva. Vina, kjer so uporabili selekcionirane
MKB, so vsebovala bistveno manjSe koncentracije BA, v primerjavi z vini, kjer je JMKF
potekala spontano z avtohtono mikrobioto. Rezultati Studije kazejo, da je uporaba
selekcioniranih kultur smiselna in priporocljiva, saj na ta nacin lahko pridelamo vina z
manj$imi koncentracijami BA.

2.3.8 Vplivi med zorenjem in staranjem vina

Landete in sod. (2005) so v prvih Sestih mesecih zorenja vina v steklenici opazili
naraSCanje koncentracije histamina. Tudi Kovacevi¢ Gani¢ in sod. (2009) porocajo o
povecanju koncentracij BA v prvih mesecih po konc¢ani JMKF v vinu sorte sauvignon.
Studija, ki so jo izvedli Herbert in sod. (2005), kaze na konstantno naraitanje
koncentracije BA v rdecih in belih vinih v prvih 18. mesecih po konc¢ani JMKF. Izjema sta
tiramin in putrescin, katerih koncentracije so se povecale takoj po konc¢ani JMKF.

Do naknadnega povecCevanja koncentracij BA po koncani JMKF je najverjetneje prislo
zaradi premajhne koncentracije zveplovega dioksida v vinu, ki ni popolnoma preprecil
nadaljnje biokemijske in encimske aktivnosti. Delno je za to odgovoren tudi razmeroma
visok pH, ki predstavlja ugodnejSe pogoje za mikrobioloSko aktivnost, hkrati pa je pri visji
pH-vrednosti antimikrobni uc¢inek zveplovega dioksida manjsi, saj se delez molekularnega
zveplovega dioksida z viSanjem pH vrednosti zmanjSuje. Tudi leZanje vina na drozeh
poveca moznost za naknadno tvorbo BA (Smit in sod., 2008).

Coton in sod. (1998) so zaznali histidin dekarboksilazno aktivnost tudi po tem, ko v vinu ni
bilo ve¢ zivih celic. To kaze, da se lahko del BA tvori tudi kasneje tekom zorenja oz.
staranja vina. Poleg tega je vecina aminov, kot tudi dekarboksilaznih encimov toplotno
stabilnih, kar pomeni, da s toplotnimi postopki ne moremo inhibirati njihove aktivnosti
(Smit in sod., 2008).

Po zaCetnem poviSanju koncentracij BA, pride kasneje med staranjem vin do zmanjSanja
koncentracije BA, delno tudi zaradi delovanja oksidacijskih encimov, prisotnih v nekaterih
bakterijah. To pojasnjuje dejstvo, da so Vasquez-Lasa in sod. (1998) v povpre¢ju izmerili
vedje koncentracije histamina v mladih rde¢ih vinih iz Rioje v Spaniji, v primerjavi s
tistimi, ki so bila starana na tradicionalen naéin.

Hernandez-Orte in sod. (2008) so proucevali tvorbo BA v vinih sorte cabernet sauvignon
in tempranillo. Primerjali so spremembe v koncentraciji BA in aminokislin tekom
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vinifikacije in zorenja vin v lesenih sodc¢kih. Opazili so korelacijo med skupno
koncentracijo BA in skupno koncentracijo aminokislin, kakor tudi korelacijo med
naras¢anjem koncentracije dolo¢enega BA in manjSanjem koncentracije prekurzorske
aminokisline. Uporaba komercialnih starterskih kultur se je izkazala za priporocljivo, saj
so vina, kjer je JMKF potekala z avtohtonimi MKB, vsebovala znatno vecje koncentracije
BA. Ugotovili so, da je v Casu zorenja nastalo ve¢ BA, kot med JMKF. Pri vinih,
inokuliranih s selekcionirano kulturo O. oeni, so koncentracije histamina v vseh fazah
zorenja primerljive s kontrolo, kjer JIMKF ni potekla. Predvsem v vinih, Kjer je JMKF
potekala spontano, se je tekom 6-mesecnega zorenja, koncentracija histamina povecala za
nekajkrat. To kaze na bodisi naknadno bakterijsko aktivnost ali prisotnost ekstracelularnih
dekarboksilaznih encimov v ¢asu po koncani JMKF. Pomembno je poudariti, da se je
koncentracija histamina tekom zorenja povecala tudi pri kontrolnih vzorcih, kjer JMKF ni
potekla. Populacija MKB se je tekom zorenja vina zmanj$ala skoraj na ni¢, ¢eprav se je pri
nekaterih vzorcih, tudi kontrolnih, po Sestih mesecih zorenja populacija rahlo povecala,
najverjetneje zaradi padca koncentracije prostega SO,.

Znano je, da nihanja temperature lahko povzroc¢ijo nezeleno kemijsko, mikrobiolosko in
encimsko aktivnost, vendar je direkten vpliv temperature na tvorbo BA v Casu zorenja vin,
minimalen. Izkazalo se je, da je tvorba histamina med zorenjem vina pri 20 °C rahlo vecja,
kot pri temperaturi 4 °C ali 35 °C. Najve¢ BA tekom zorenja nastane v prvih 45- ih dneh
po koncani JIMKF zaradi dekarboksilazne aktivnosti (Smit in sod., 2008).

Tudi vrsta posode v Kateri poteka zorenje vpliva na koncentracijo BA. Dokazano je, da v
posodah iz nerjavnega jekla povprecno nastane ve¢ BA, kot v lesenih sodih. Sestavine lesa,
predvsem fenolne spojine, naj bi vplivale na skupno koncentracijo BA. Vrsta hrasta iz
katerega je narejen sod ne vpliva na koncentracijo BA. Tudi uporaba lesnih ¢ipsov ali
enoloskih taninov lahko zmanjsa koli¢ino BA. Po drugi strani pa lahko zorenje v lesenih
sodih poveca verjetnost za kontaminacijo z bakterijami, prisotnimi v posodi (Moreno-
Arribas in Polo, 2009).

2.3.9 Vpliv stila vina

Navadno so pri rdecih vinih koncentracije BA vecje, kot pri belih ali rose vinih. Razlog je
predvsem v JMKF, ki pogosteje poteka pri rde¢ih vinih. V primeru JMKF, so tudi pri belih
in rose vinih koncentracije BA primerljive oz. malo manjSe v primerjavi z rde¢imi vini.
Bela vina vsebujejo navadno tudi manjse koncentracije aminokislinskih prekurzorjev in
imajo nizji pH, poleg tega razen nekajurne hladne maceracije, navadno belih vin ne
maceriramo. Delni razlog je lahko tudi, da je uporaba bentonita pri rdecih vinih manjsa in
bolj poredka, kakor pri belih vinih. Bentonit namre¢ adsorbira del aminov. Med JMKF
lahko pride do dodatnega sproScanja prekurzorskih aminokislin zaradi avtolize kvasovk
(Smit in sod., 2008).
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2.3.10 Vpliv fizikalno-kemijske sestave vina

Fizikalno-kemijski faktorji vina, kot so pH, temperatura, SO, §tevilne snovi vina ter
produkti fermentacije, lahko vplivajo na koli¢ino in sestavo mikroorganizmov v vinu, kot
tudi na dekarboksilazno encimsko aktivnost in gensko ekspresijo le-te (Smit in sod., 2008).

e Vpliv sestave vina na encimsko aktivnost in ekspresijo gena za dekarboksilazo

Prisotnost gena za histidin dekarboksilazo v vinu ne pomeni nujno, da je encim aktiven in
da se bo tvoril histamin. V mediju, kjer primanjkuje hranil, lahko dekarboksilacija histidina
predstavlja dodaten vir energije za celice. Ceprav navadno nastane ve¢ histamina v mediju,
kjer primanjkuje hranil, ima lahko prisotnost L — jabol¢ne kisline in glukoze stimulativen
ucéinek na aktivnost aminokislinske dekarboksilaze (Smit in sod., 2008). Moreno-Arribas in
sod. (2000) porocajo, da je TDC pozitiven sev Lactobacillus, tvoril ve¢ tiramina v
prisotnosti glukoze. Nasprotno pa so Arena in sod. (2007) ugotovili, da je koncentracija
tiramina padala s povecanjem koncentracije glukoze, fruktoze in L — jabol¢ne kisline.
Glukoza naj ne bi vplivala na aktivnost encima HDC bakterij O. oeni, medtem ko jabol¢na
kislina igra klju¢no vlogo za zacetek razgradnje arginina s strani O. oeni in s tem tvorbo
putrescina.

Mlecna kislina deluje inhibitorno na delovanje HDC, medtem ko na aktivnost ODC nima
vpliva. Na HDC in TDC imajo v manj$i meri inhibitoren vpliv tudi citronska, jantarna in
jabol¢na kislina ter D-sorbitol. TDC aktivnost v razlicnem obsegu inhibirajo Se glicerol, B-
merkaptoetanol, mle¢na kislina in etanol. Vendar je koncentracija teh spojin premajhna, da
bi lahko zadostno inhibirale tvorbo tiramina (Smit in sod., 2008).

Tudi pH vrednost vina in etanol lahko delujejo inhibitorno na dekarboksilazno encimsko
aktivnost. HDC aktivnost in posledi¢no tvorba histamina je intenzivnej$a pri pH nad 3,5 in
delezu etanola do 10 % vol. Visoke koncentracije etanola (nad 12 % vol) zmanjsujejo
HDC aktivnost, saj vplivajo na fizikalno-kemijske lastnosti membrane in upocasnijo
transport histidina v celico (Smit in sod., 2008).

Tvorba histamina je odvisna tudi od koncentracije histidina, histamina, piridoksal 5’-
fosfata ter faze rasti bakterij. Prisotnost histidina (1-2 g/L) inducira ekspresijo HDC gena,
histamin (1-2 g/L) pa deluje zaviralno. Prisotnost piridoksal 5’-fosfata (0,5 g/L) poveca
HDC aktivnost (Smit in sod., 2008).

Lucas in sod. (2005) so odkrili, da je fenotipska izrazenost HDC odvisna od okolja. V
kislem mediju z malo hranili je Stevilo HDC pozitivnih celic L. hilgardii 0006 narascalo,
medtem ko je v bogatem mediju z vi$jo pH-vrednostjo, stevilo HDC celic upadalo oziroma
se je povecalo Stevilo mutantskih celic, brez HDC aktivnosti.
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Redki sevi O. oeni imajo proteolitiéno aktivnost, ki pa je odvisna tudi od hranilne sestave
medija in je navadno vecja proti koncu eksponentne faze rasti, ko so zaloge hranil ze
iz¢rpane. Navadno pride do ekspresije proteoliticne in dekarboksilazne aktivnosti v
stresnih razmerah, ko ni lazjega nacina za prezivetje (Smit in sod., 2008).

e Vpliv sestave vina na rast in prezivetje bakterij

Marcobal in sod. (2006) so v studiji primerjali vpliv petih faktorjev (temepratura in cas
inkubacije, pH medija, koncentracija dodanega tirozina in piridoksal 5’-fosfata) na rast
celic in tvorbo tiramina v aerobnih in anaerobnih pogojih s strani bakterij L. brevis CECT
4669 in Ent. faecium BIFI-58, izoliranih iz grozdnega mosta. S pomo¢jo multiple linearne
regresije so ugotovili, da so idealni pogoji za tvorbo tiramina, anaerobna inkubacija pri pH
4,4 v prisotnosti visoke koncentracije tirozina.

Zveplov dioksid prepreduje tvorbo BA, ker zmanjSuje S$tevilo in aktivnost MKB.
Inhibitoren ucinek zveplovega dioksida je pri vinih z visoko pH vrednostjo manjsi, zato
lahko kljub Zveplanju koncentracija BA med zorenjem vina naraste. Vec Studij je potrdilo,
da se visoke koncentracije histamina (nad 10 mg/L) navadno pojavljajo v vinih, ki imajo
pH vrednost 3,7 in ve¢ (Kosmerl in sod. ,2013).

Pri vis§jem pH je Stevilo razlicnih bakterij vecje, posledi¢no vsebujejo vina z visjo pH-
vrednostjo navadno ve¢ BA. Landete in sod. (2005) so preucevali vsebnost BA v vinih iz
La Rioje. Ugotovili so, da so imela vina, ki so vsebovala vecje koli¢ine histamina pH ve¢;ji
od 3,6.

Gardini in sod. (2005) so ugotovili, da je tvorba BA pri veliki koncentraciji etanola in
majhni vsebnosti piridoksal 5’-fosfata majhna. Razlog za manjSo tvorbo BA pri veliki
vsebnosti etanola in nizkem pH gre pripisati zmanjSani metabolni aktivnosti in prezivetju
celic.

Vecje koncentracije ocetne kisline (hlapne kisline) so bile v Studiji, ki so jo izvedli Vidal-
Carou in sod. (1990) v korelaciji z velikimi koncentracijami histamina v belih in rose
vinih. Vzrok za to povezavo ni znan.

2.3.11 Vpliv ¢istilnih sredstev

Pomemben vpliv na tvorbo BA po koncani JMKF ima filtracija z uporabo diatomejske
zemlje, ki veze nase aminokisline in kationske proteine ter tako zmanj$a moznost za pojav
BA (Smit in sod., 2008). Tudi uporaba bentonita lahko zaradi svoje adsorptivne
sposobnosti delno zmanjsa vsebnost BA, predvsem histamina. Grossmann in sod. (2009)
so preucevali vpliv nekaterih Cistilnih sredstev (kalijev kazeinat, Zelatina, aktivno oglje,
natrijev bentonit, natrij kalijev bentonit, kalcijev bentonit) na zmanjSanje koncentracije
putrescina, spermidina in spermina v moStu in vinu. Pri tretiranju mosSta s Cistilnimi
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sredstvi, je pri vseh sredstvih prislo do znatnega zniZanja koncentracij BA. Vpliv Cistilnih
sredstev na zmanjSanje vsebnosti BA v vinu je bil bistveno manjsi, do opaznega
zmanjSanja je prislo le pri uporabi bentonita. Vrsta bentonita na obseg znizanja ni imela
vpliva.

2.4 UKREPI ZA ZMANJSEVANIJE IN PREPRECEVANJE NASTAJANJA BA

Trenutno je naju¢inkovitej$i nacin omejevanja tvorbe BA preprecevanje rasti avtohtonih in
drugih mikroorganizmov, ki imajo sposobnost dekarboksilacije aminokislin. Zveplov
dioksid je zaenkrat najucinkovitej$e antimikrobno sredstvo. Dodatek zveplovega dioksida
takoj po koncu JMKEF inhibira delovanje bakterij in nadaljnjo tvorbo BA. Kljub temu so v
nekaterih vinih dokazali povecanje koncentracije histamina tudi po koncani JMKF in
dodatku zveplovega dioksida, kar kaze na to, da dodatek Zveplovega dioksida ne inhibira
popolnoma bakterijskih encimskih reakcij vkljuéno z dekarboksilazno aktivnostjo. Zaradi
vi§je pH vrednosti je ucinkovitost zveplovega dioksida manjsa. Nekaj Studij je potrdilo
povezavo med vi§jo pH vrednostjo vina in ve¢jo koncentracijo histamina v rde¢ih vinih
(Moreno-Arribas in Polo, 2009).

Lizocim je encim, ki povzroca lizo celi¢nih sten Gram-pozitivnih bakterij, kamor spadajo
tudi MKB. Njegova aktivnost je tudi pri visokem pH vina nespremenjena. Je u¢inkovit
nacin za inhibicijo rasti vec¢ine MKB, predvsem, kadar se uporablja v kombinaciji z
zveplovim dioksidom. Bakteriocini so antimikrobni peptidi, ki jih proizvajajo nekateri sevi
MKB. Nizin je komercialno dostopen bakteriocin, ki deluje na citoplazemsko membrano
Gram-pozitivnih bakterij. Kombinirana uporaba nizina in zveplovega dioksida bi bila
uc¢inkovita za inhibicijo rasti kvarnih bakterij, vendar za vino ni dovoljena. Obstaja tudi
moznost uporabe naravnih fenolov, kot antimikrobno sredstvo (Smit in sod., 2008).

Inokulacija vina s komercialnimi sevi O. oeni, ki nimajo sposobnosti dekarboksilacije
aminokislin je pomemben in u¢inkovit pristop k zmanjSevanju koncentracije BA v vinu.
KaZe, da ima koinokulacija s kulturo MKB med oz. v zaCetku AF celo vecji uinek pri
zmanjSevanju tvorbe BA, kot klasi¢na inokulacija po kon¢ani AF (Smit in sod., 2008).

Vinogradniski ukrepi, ki bi lahko zmanjsali koli¢ino BA v grozdju in vinu so predvsem
vezani na primerno oskrbo tal in trte s hranili (Smit in sod., 2008).

Manjse koncentracije BA v vinu lahko dosezemo tudi z omejevanjem tehnoloskih ukrepov,
kjer prihaja do ekstrakcije aminokislin, predvsem maceracija in stik z vina z vinskimi
droZzmi (Smit in sod., 2008).

Bistrenje je najucinkovitejsi enoloski ukrep za zmanjSanje koncentracije BA v vinu. Tudi
uporaba Cistilnih sredstev, predvsem bentonita je zelo u€inkovita, saj ze 80 g/hL bentonita
zmanj$a koli¢ino histamina tudi do 60 %. Uporaba bentonita je ucinkovitejSa, Ce ga
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dodamo v most, kasneje v postopku bistrenja se veze nanj le manjsi delez BA (KoSmerl in
sod., 2013).

Zaradi tvorbe BA s strani MKB, so Husnik in sod. (2006) s pomoc¢jo genskega inzeniringa
razvili genetsko stabilen sev kvasovk Saccharomyces cerevisiae MLOL, ki so sposobne
popolnoma razgraditi L-jabol¢no kislino med AF. S tem se izognemo potrebi po
mle¢nokislinski fermentaciji in posledi¢no neZeleni tvorbi BA. Sev je s strani organizacije
FDA priznan kot varen.

Znano je, da lahko nekateri mikroorganizmi, med drugim tudi MKB, razgradijo BA s
pomocjo encimov amin oksidaz. To so predvsem aerobni mikroorganizmi, ki pa navadno
tehnolosko niso sprejemljivi (Smit in sod., 2008). Garcia-Ruiz in sod. (2011) so na 85-ih
sevih mlec¢nokislinskih bakterij izoliranih iz vina ter treh mlecnokislinskih starterskih
kulturah, proucevali sposobnost razgradnje histamina, tiramina in putrescina. Zmanjsanje
koncentracij histamina so zaznali pri 25 % sevov, zmanj$anje tiramina in putrescina pa pri
18 % sevov. Pri nobeni od mle¢nokislinskih starterskih kultur niso ugotovili zmanj$anja
BA. Najve¢jo sposobnost razgradnje BA so opazili pri rodovih Lactobacillus in
Pediococcus.

2.5 BIOLOSKIRAZKIS

Bioloski razkis ali jaboléno mle¢nokislinska fermentacija (JMKF) je za AF drugi
najpomembnejsi mikrobioloski proces v vinu. V osnovi gre za pretvorbo jabol¢ne kisline v
mlecno kislino in ogljikov dioksid pod vplivom mlecnokislinskih bakteriy (MKB).
Najpomembne;jsi u€inek JMKF je zmanjSanje kislosti, kar je priporocljivo za vina z vecjo
koncentracijo skupnih kislin oziroma ve¢jo koncentracijo jabol¢ne kisline iz hladnejSih
pridelovalnih obmocij. Poleg tega pride do znacCilnih sprememb vonja in okusa zaradi
tvorbe novih ali sprememb obstojecih aromati¢nih spojin (Bav¢ar, 2009).

2.5.1 Mle¢nokislinske bakterije

MKB so enoceli¢ni, prokariontski organizmi, Gram-pozitivne palCke ali koki. So
fakultativno anaerobne fermentativne bakterije, odporne na nizek pH in obcutljive na
zveplov dioksid. MKB v osnovi delimo na homofermentativne, ki tvorijo v veliki meri
samo mlecno kislino in heterofermentativne, ki poleg mlecne kisline tvorijo Se etanol,
ocetno in jantarno kislino ter glicerol. PomembnejSe so heterofermentativne bakterije,
kamor spadajo tudi Oenococcus oeni (McKay in sod., 2011).

V procesu JMKF sodelujejo rodovi Oenococcus, Pediococcus, Lactobacillus in
Leuconostoc. Najpomembnejse so bakterije Oenococcus oeni, saj so najbolj prilagojene na
nizek pH, majhne koncentracije hranil ter visoko vsebnost alkohola v vinu (Lonvaud-
Funel, 1999).
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MKB so na zdravem grozdju prisotne v majhnem S$tevilu, med AF pa se njihovo Stevilo Se
dodatno zmanjsa iz 10° na 1 celico/mL. Njihov izvor je lahko tudi na vinarski opremi,
predvsem v primeru slabe higiene. Po kon¢ani AF so Oenococcus oeni prevladujoée MKB
v vinu in so najbolj odgovorne za potek JMKF. Njihovo §tevilo naraste do 10° celic/mL.
Seveda je rast bakterij precej odvisna od pH vrednosti. Pri pH nad 3,5 se lahko uspe$no
namnozijo tudi rodovi Pediococcus in Lactobacillus, kateri so pogosto odgovorni za kvar
in imajo lahko antagonisti¢en ucinek na O. oeni (Smit in sod., 2008).

Kvasovke in druge bakterije lahko delujejo inhibitorno na MKB. Kvasovke tvorijo etanol,
zveplov dioksid, toksicne maScobne kisline, ki inhibirajo rast MKB. Poleg tega kvasovke
porabijo vefino aminokislin in ostalih hranil, ki so potrebna za normalno rast MKB.
Nekateri sevi kvasovk lahko tvorijo tudi lizocim, ki deluje baktericidno. Proti koncu AF je
negativen vpliv kvasovk manjsi, tudi zaradi avtolize kvasnih celic in posledicnega
sproSCanja hranil v vino. Rast ocetnokislinskih bakterij lahko pozitivno vpliva na rast
MKB, saj deluje ocetna kislina inhibitorno na kvasovke S. cerevisiae (McKay in sod,
2011).

JMKF poveca mikrobioloSko stabilnost vina, saj se zmanjSa vsebnost hranilnih snovi za
ostale mikroorganizme, ki bi lahko povzrodili kvar. Nasprotno pa vis§ji pH omogoca
nadaljnjo rast MKB in drugih bakterij (Bavcar, 2009). Zato se po konc¢ani JMKF priporoca
ohladitev, zveplanje in pretok ali celo sterilna filtracija vina (Ribéreau-Gayon in sod.,
2006).

2.5.2 Spremembe med JIMKF

Glavna reakcija JMKF je dekarboksilacija dikarboksilne jabol¢ne kisline v piruviéno, le-ta
pa se nato reducira v monokarboksilno mle¢no kislino. Teoreti¢no nastane iz 1 g jabol¢ne
kisline 0,67 g mle¢ne kisline in 0,33 g ogljikovega dioksida. V praksi je izkoristek manjsi,
okoli 80 %. Koncentracija skupnih kislin se povpre¢no zmanjsa za 1 do 3 g/L, pH pa se
poveca za 0,1 do 0,3 enote (Bavcar, 2009).

Poleg mlecne kisline in ogljikovega dioksida nastajajo med JMKF Stevilni stranski
produkti. Eden najpomembnejsih je diacetil, ki ima vonj po maslu in nastaja pretezno iz
citronske kisline. V koncentracijah od 1 do 4 mg/L pozitivno vpliva na kakovost vina, v
koncentracijah nad 5 mg/L pa je nezazelen in negativno vpliva na aromo vina. Znano je, da
ve¢ diacetila nastane v aerobnih pogojih in pri nizjem pH. Koncentracija diacetila je
najvi§ja ob koncu JMKF, ko je porabljena vsa jabol¢na kislina, nato se po€asi zmanjSuje na
racun redukcije v 2,3-butandiol (McKay in sod., 2011).

MKB lahko kot vir energije uporabljajo tudi glukozo in fruktozo, kar vodi v nastanek
manitola in ocetne kisline. V nekaterih primerih lahko metabolizirajo glicerol do akroleina,
ki ima grenek okus. MKB lahko metabolizirajo tudi sorbinsko kislino, kar vodi v nastanek
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geranijevega tona, ki je nezazelen. Nekatere MKB lahko razgradijo dolocene aldehide in
tako odstranijo vegetativne vonje (Bavcar, 2009).

Nekateri sevi MKB imajo izrazeno B-glukozidazno aktivnost, ki se odraza v cepitvi
vezanih aromati¢nih spojin iz prekurzorjev. Poleg tega lahko sprostijo vezane
antocianidine in vplivajo na spremembo barve vina. Do zmanjSanja intenzivnosti barve
pride tudi zaradi dviga pH, delno pa tudi zaradi kondenzacije antocianov s tanini
(Ribéreau-Gayon in sod., 2006).

Fenolne kisline (predvsem ferulna in p-kumarna) so naravno prisotne v grozdju. Med
JMKEF lahko pride do dekarboksilacije teh spojin in nastanek hlapnih fenolov, kot sta na
primer 4-etil gvajkol in 4-etil fenol, ki imata neprijeten vonj po konjih in hlevu (McKay in
sod., 2011).

Ostale spojine, ki lahko vplivajo na vonj, so acetaldehid, acetoin, dietil sukcinat, etilacetat,
etil laktat in heksanol (Bavcar, 2009).

?OOH ?OOH
HO-C-H —— > H-C-OH + CO,
I I

H- (lj— H CH;
COOH
L-jaboléna kislina L-mleéna kislina

Slika 6: Pretvorba jabol¢ne kisline v mle¢no kislino (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a: 145)

2.5.3 Dejavniki, ki vplivajo na rast MKB

e pH: Je eden najpomembnejsih faktorjev, ki vplivajo na rast MKB. JMKF lahko
poteka, ¢e je pH visji od 3,0. Nizji pH povzro¢i zamik JMKF in pocasnejsi potek
procesa zaradi inhibitornega vpliva in povecane obcutljivosti bakterij na alkohol,
zveplov dioksid in toksi¢ne mascobne kisline (Bavc¢ar, 2009). Pri pH pod 3,5
navadno prevladujejo bakterije O. oeni, nad 3,5 pa dobro rastejo tudi bakterije vrst
Pediococcus in Lactobacillus. Poudariti je potrebno, da so pogosto za kvar
odgovorne bakterije iz rodu Lactobacillus. pH vpliva tudi na metabolizem in tvorbo
stranskih produktov. Pri pH vrednosti nad 3,5 bakterije izdatneje razgrajujejo
sladkorje, vinsko kislino in citronsko kislino, nastane tudi manj diacetila (Kosmerl
in sod., 2013).
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e Zveplov dioksid: Bakterije so v primerjavi s kvasovkami bistveno bolj ob¢utljive
na prosti in skupni zveplov dioksid. Od prostih oblik SO, ima molekularna oblika
najvecji antimikrobni ucinek. Nizji kot je pH, tem vecji je antimikrobni u¢inek
zveplovega dioksida (KoSmerl in sod., 2013). Prosti Zveplov dioksid nad 25 mg/L
navadno prepreci rast MKB, za skupni zZveplov dioksid pa ta vrednost znasa od 50
do 100 mg/L (Bavcar, 2009). Obcutljivost na zveplov dioksid se razlikuje glede na
sev, O. Oeni spadajo med najbolj obcutljive. Optimalna temperatura delovanja
MKB se z nara$¢anjem koncentracije Zveplovega dioksida znizuje (McKay in sod.,
2011).

e Temperatura: Zaradi tvorbe nezelenih spojin, znaSa priporocena temperatura za
potek JIMKF med 18 in 20 °C. MKB lahko rastejo v temperaturnem obmoc¢ju med
10 in 30 °C, izven teh meja je metabolizem zmanjsan ali celo prekinjen. Optimalna
temperatura rasti MKB se spreminja s koncentracijo alkohola. Vecja kot je
koncentracija alkohola, tem nizja je optimalna temperatura rasti MKB (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006). Jabol¢na kislina se najbolj uspesno porablja pri temperaturah
med 20 in 25 °C, pri temperaturah pod 10 °C pa se dekarboksilacija prekine. V
takem primeru se lahko JMKF nadaljuje tudi nekaj mesecev pozneje, ¢e pride do
povisanja temperature (Bavcar, 2009).

e Etanol: Mlecnokislinske bakterije so obcutljive na etanol ze pri 8 — 10 %vol. Koki
so bolj obcutljivi od bacilov. Obcutljivost na alkohol je odvisna tudi od seva, pH
vina in temperature (KoSmerl in sod., 2013). Koncentracije nad 13 % delujejo
inhibitorno, saj pride do zmanjSanja pretvorbe jabol¢ne kisline v mle¢no celo do
80 % (McKay in sod., 2011).

e Kisik: Manjse koncentracije kisika v zacetni fazi delujejo stimulativno na rast
MKB (Bav¢ar, 2009).

e Ostali dejavniki: MKB so glede hranil zelo zahtevne, zato se ob inokulaciji
priporoca dodatek hranil, ki vsebujejo aminokisline, nikotinsko kislino, tiamin,
biotin, pantotensko kislino, itd. (Bavcar, 2009). Dokazano je, da postopki
maceracije ugodno vplivajo na rast MKB. Tudi stik s kvasnimi drozmi stimulativno
vpliva na rast MKB, saj predstavlja vir hranil, ki se spros¢ajo med avtolizo kvasovk
(McKay in sod., 2011). Nekateri pesticidi lahko delujejo inhibitorno na rast MKB
(Vrs¢aj Vodosek, 2007).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Vzorci

Vzorce vina modra frankinja smo pridobili v treh belokranjskih vinskih kleteh. Pri vseh
vzorcih je potekla JMKF z razliko, da je pri polovici vzorcev potekala spontana JMKEF, pri
drugi polovici pa so uporabili selekcionirano kulturo MKB. V nadaljevanju bo postopek
vinifikacije vzorcev na kratko opisan. V oznaki vzorca je naveden pridelovalec s ¢rko A, B
ali C; dvomestno $tevilo za njim pa oznacuje letnik pridelave vina (2011, 2012 in 2013).
Vsaka oznaka vzorca vsebuje Se pripono -S ali -V, ki oznacuje spontano (-S) oziroma
vodeno (-V) JMKF.

Izbor vzorcev:

Vzorec A11-S: modra frankinja letnik 2011, pridelovalec A)
Vzorec A12-S: modra frankinja letnik 2012, pridelovalec A
Vzorec B12-S: modra frankinja letnik 2012, pridelovalec B
Vzorec B13-S: modra frankinja letnik 2013, pridelovalec B_)
Vzorec B12-V: modra frankinja letnik 2012, pridelovalec B)
Vzorec B13-V: modra frankinja letnik 2013, pridelovalec B
Vzorec C12-V: modra frankinja letnik 2012, pridelovalec C
Vzorec C13-V: modra frankinja letnik 2013, pridelovalec C J

Spontana JMKF

Vodena IMKF

Vzorec A11-S

Trgatev je bila 16. 9. 2011. Sladkorna stopnja mosta je bila 96 °Oe. Grozdje je bilo
razpecljano, zdrozgano ter preCrpano v vinifikator, kjer je bil dodan kvasni nastavek. AF je
potekala 14 dni pri temperaturi do 30 °C. Maceracija je trajala Stiri tedne, nakar je sledilo
stiskanje in pretok v rabljene barrique sodcke, kjer je vino ob rednem meSanju eno leto
lezalo na drozeh, hkrati pa je spontano potekla tudi JMKF. Temperatura v Kleti je bila 10 —
15 °C; odvisno od letnega ¢asa. Po enem letu so vino pretocili v cisterno in zveplali.

Vzorec Al12-S

Trgatev je potekala 21. 9. 2012. Sladkorna stopnja mosta je bila 91 °Oe. Grozdje je bilo
razpecljano, zdrozgano ter precrpano v vinifikator, kjer je bil dodan kvasni nastavek. AF je
potekala 14 dni pri temperaturi do 30 °C. Maceracija je trajala Stiri tedne, nakar je sledilo
stiskanje in pretok v rabljene barrique sodcke, kjer je vino ob rednem mesSanju eno leto
leZalo na droZeh, hkrati pa je spontano potekla tudi JMKF. Temperatura v kleti je, odvisno
od letnega Casa, znasala 10 — 15 °C. Po enem letu so vino pretocili v cisterno in Zveplali.
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Vzorec B12-S

Trgatev je potekala 18. 9. 2012. Sladkorna stopnja mosta je bila 84 °Oe. Grozdje je bilo
takoj razpecljano, zdrozgano ter pre¢rpano v vinifikator, kjer so drozgi dodali kvasni
nastavek. Temperatura drozge ob zacetku AF je bila 20,5 °C, kasneje pa se je povecala na
25 °C. Maceracija je trajala 6 dni, nato je sledilo stiskanje in pretok v cisterno, kjer je po
kon¢ani AF spontano potekla JMKF pri temperaturi 20 °C. Po 23-ih dneh je bila JIMKF
koncana, sledil je pretok vina in Zveplanje.

Vzorec B12-V

Trgatev je bila 18. 9. 2012. Sladkorna stopnja mosta je bila 90 °Oe. Grozdje je bilo takoj
razpecljano, zdrozgano ter precrpano v vinifikator, kjer so drozgi dodali kvasni nastavek.
Zacetna temperatura AF je bila 22,5 °C, v najbolj intenzivni fazi AF pa 30 °C. Maceracija
je trajala 17 dni, nakar je sledilo stiskanje in pretok v cisterno, kjer je potekala JIMKF. Vinu
so dodali selekcionirano kulturo MKB Oeno 2 proizvajalca Lamothe-Abiet. Zaradi tezav
pri rehidraciji liofilizirane kulture MKB so vino cepili Sele dva dni po pretoku. JMKF je
potekala 12 dni pri temperaturi 18 °C, sledil je pretok in Zveplanje vina. Zaradi kasnejSega
dodatka selekcionirane kulture MKB je mozno, da je v zaetku priSlo do aktivnosti
avtohtonih MKB.

Vzorec B13-S

Trgatev je bila 2. 10. 2013. Sladkorna stopnja mosta je bila 83 °Oe. Grozdje je bilo takoj
razpecljano, zdrozgano ter precrpano v vinifikator, kjer so drozgi dodali kvasni nastavek.
Ker je bila drozga zaradi vremenskih razmer precej hladna, se je AF zacela Sele tretji dan
po polnitvi vinifikatorja. Ob zacetku AF je bila temperatura drozge 13 °C; kasneje pa je
maceracija potekala pri temperaturi 23 °C. Maceracija je trajala 9 dni, nato je sledilo
stiskanje in pretok v cisterno, kjer je AF potekla do konca. Po kon¢ani AF so vinu dodali
manj$o koli¢ino vina (10 %), kjer je Ze potekala spontana JMKF. JMKEF je v 23-ih dneh pri
temperaturi 20 °C potekla do konca. Sledilo je hlajenje, pretok in zZveplanje vina.

Vzorec B13-V

Trgatev je potekala 3. 10. 2013. Sladkorna stopnja mosta je bila 88 °Oe. Grozdje je bilo
takoj razpecljano, zdrozgano ter preérpano v vinifikator, kjer so drozgi dodali kvasni
nastavek. Ker je bila drozga zaradi vremenskih razmer precej hladna, se je AF zacela Sele
tretji dan po polnitvi vinifikatorja. Ob zafetku AF je bila temperatura drozge 16,5 °C,
kasneje pa je maceracija potekala pri temperaturi 24 °C. Maceracija je trajala 20 dni. Nato
je sledilo stiskanje in pretok v cisterno. Ker je AF med maceracijo potekla do konca, so
takoj dodali selekcionirano kulturo MKB Oeno 2 proizvajalca Lamothe-Abiet. JMKF je
potekala 13 dni pri temperaturi 20 °C. Sledil je pretok in Zveplanje vina.
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Vzorec C12-V

Sladkorna stopnja mosta je bila 93 °Oe. Takoj po pecljanju in drozganju je bil dodan
kvasni nastavek. Maceracija je potekala 21 dni pri temperaturi 30 °C v c¢asu najbolj
intenzivne AF. Sledilo je stiskanje in pretok ter dodatek selekcionirane kulture MKB
Extremo X03. JMKF je potekala 3 tedne pri temperaturi 21 — 22 °C. Po kon¢ani JMKF je
bilo vino ohlajeno in po enem mesecu pretoceno v 225 L sodcke, kjer je vino lezalo na
drozeh. Ves cas je bilo drozi potrebno redno mesati, zaradi moznosti pojava reduktivnih
vonjev.

Vzorec C13-V

Sladkorna stopnja mosta je bila 83 °Oe. Takoj po pecljanju in drozganju je bil dodan
kvasni nastavek. Maceracija je potekala 14 dni pri temperaturi do 30 °C v ¢asu najbolj
intenzivne AF. Po dveh tednih je sledil pretok vina v cisterno, kjer je AF potekla do konca.
Po koncani AF je bilo vino pretoc¢eno in cepljeno z MKB Extremo X03. JMKF je potekala
3 tedne pri temperaturi 21 — 22 °C. Po konc¢ani JMKEF je bilo vino ohlajeno in po desetih
dneh pretoceno v 225 L sodcke, kjer je vino lezalo na drozeh. Ves cas je bilo potrebno
redno mesati droZi, zaradi moznosti pojava reduktivnih vonjev.

3.2 METODE

3.2.1 Doloc¢anje pH vina

Potenciometri¢na metoda (Kosmerl in Kac, 2009):

Pri dolo¢anju pH merimo razliko v potencialu med dvema elektrodama, ki sta potopljeni
neposredno v vzorec vina. Referenc¢na elektroda ima stalen potencial, merilna steklena
elektroda pa ima potencial, ki je funkcija aktivnosti HsO" ionov v raztopini. Uporabili smo
pH meter Mettler Toledo DL50 Graphix s kombinirano stekleno elektrodo. Pred analizo
smo pH meter pri temperaturi 20 °C umerili s pufrnima raztopinama s pH 4,00 in 7,02 in
nato Se s standardno raztopino (nasi¢ena raztopina kalijevega hidrogentartrata), katere pH
pri 20 °C znasa to¢no 3,57.

3.2.2 Doloc¢anje skupnih in titrabilnih kislin

Potenciometri¢na metoda (Kosmerl in Kac, 2009):

Metoda temelji na potenciometri¢ni titraciji skupnih kislin z 0,1 M raztopino NaOH. Pri
Kislinsko-bazni potenciometri¢ni titraciji merimo razliko v potencialu med referen¢no in

merilno elektrodo. Titracija poteka na avtomatskem titratorju do pH 7,0 oziroma 8,2.
Uporabili smo pH meter Mettler Toledo DL50 Graphix s kombinirano stekleno elektrodo.

Pri dodajanju baze je potekla naslednja reakcija: H30+ + OH™ — 2 H20 ..(1)
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Masno koncentracijo oz. titrabilnih kislin, izrazeno v g vinske kisline/L, izraunamo s
pomocjo naslednjih formul:

a; mL -cM(g mol)
v(mL)'n

TK,(g L) = Q)

oziroma

az(mL)-cM(g mol)
v(mL)-n

TK,(g L) =

..3)

Legenda: TK; — titrabilne kisline
TK; — skupne kisline
a; — volumen porabljene baze pri titraciji do pH 7,00 (mL)
as — volumen porabljene baze pri titraciji do pH 8,20 (mL)
¢ — koncentracija NaOH (0,10067 mol/L oz. 0,10220 mol/L)
M — molska masa vinske kisline (150,09 g/mol)
v — volumen vzorca (25 mL)
n — molsko razmerje kemijske reakcije med NaOH in vinsko Kkislino (n = 2)

3.2.3 Dolocanje relativne gostote, alkohola in ekstrakta

Denzimetrija (Kosmerl in Kag¢, 2009):

Termostatiranemu vzorcu vina pri temperaturi 20 °C izmerimo relativno gostoto z
denzimetrom znamke Mettler Toledo DE45 Density Meter. Nato 100 mL ponovno
termostatiranega vzorca kvantitativno prenesemo v destilacijsko napravo D.E.E. Gibertini
ter v destilacijsko posodo dodamo $e 5 mL 12 % raztopine kalcijevega oksida in 2-3
kapljice protipenilca. Stene destilacijske posode speremo z deionizirano vodo ter vzorec
predestiliramo v 100 mL bucko. Po destilaciji vzorca dobljeni alkoholni destilat
termostatiramo, dopolnimo do oznake z destilirano vodo ter izmerimo njegovo relativno
gostoto z denzitometrom. Od¢itamo tudi koncentracijo oz. volumski delez alkohola.

Relativno gostoto skupnega ekstrakta vina (dsg) izraCunamo s pomocjo Tabariéjevega
obrazca:

dsg = dv -da + 1,0000 ...(4)

Masno koncentracijo skupnega ekstrakta v vinu (g SE/L vina) odCitamo iz tabele, na
podlagi znane relativne gostote skupnega ekstrakta vina (dsg).

Legenda: dsg — relativna gostota skupnega ekstrakta vina
dy — relativna gostota vzorca vina
da — relativna gostota alkoholnega destilata
SE — skupni ekstrakt
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3.2.4 Dolocanje zZveplovega dioksida
Titracijska metoda (Ripperjeva metoda — jodometri¢na titracija) (Kosmerl in Kac¢, 2009):

Dolocanje prostega in skupnega zveplovega dioksida (SO;) po Ripperjevi metodi temelji
na oksidacijsko-redukcijski reakciji z raztopino joda (I2).

Koncentracijo prostega SO, dolo¢imo tako, da 25 mL vzorca vina najprej nakisamo z
dodatkom 5mL zveplove(VI) kisline (s tem zmanjSamo oksidativni vpliv vina). Nato
dodamo 5SmL skrobovice (indikator) in titriramo s standardizirano raztopino joda. Jod
oksidira zveplovo(IV) kislino v zveplovo(VI) kislino. V kon¢ni tocki titracije prebitna
koli¢ina joda obarva raztopino modro. Koncentracijo skupnega SO, pa dolo¢imo tako, da
vzorcu vina najprej dodamo 25 mL 1 M NaOH, ki povzro¢i hidrolizo vezanega SO,. Nato
dodamo ostale reagente in izvedemo jodometri¢no titracijo, kot pri doloCanju prostega
S0Os.

Pri dolocanju SO, v vinu po Ripperju pride do znacilne reakcije: oksidacija zveplove(1V)
kisline v zveplovo(VI) kislino:

SO, + I3 + H,0 - SO; + 31~ + 2H* ..(5)

Koncentracijo prostega in skupnega SO, (mg/L) izraCunamo s pomocjo naslednje formule:

a-c,"M-1000

o mg L =
so, Mg -

...(6)
Legenda: a — volumen standardizirane raztopine joda (mL)

c(l) — koncentracija joda (0,01 M)

M — molska masa SO, (64,06 g/mol)

n — molsko razmerje kemijske reakcije med jodom in SO, (n = 1)

v — volumen vzorca vina (25 mL)

3.2.5 Doloc¢anje hlapnih Kislin

Destilacijska metoda (Cash steam distillation, Markham steam distillation) (Ko$merl in
Kacg, 2009):

Hlapne kisline dolo¢imo titrimetri¢no v destilatu vina. V destilacijsko buc¢ko odpipetiramo
20 mL vzorca vina, dodamo 1 mL 50 % raztopine vinske kisline in 2-3 kapljice
protipenilca. Stene destilacijske bucke speremo z deionizirano vodo. Vzorec nato
destiliramo s pomocjo destilacijske naprave D. E. E. Gibertini in generatorja pare VADE
Gibertini v 250 mL erlenmajerico do kon¢nega volumna destilata 150 mL. Po koncani
destilaciji dodamo destilatu 2-3 kapljice raztopine fenolftaleina in takoj titriramo s
standardizirano 0,1 M raztopino NaOH do prehoda brezbarvne raztopine v svetlo roZnato
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barvo. Iz volumna porabljene NaOH nato izratunamo koncentracijo hlapnih kislin.
Rezultat izrazimo kot koncentracijo ocetne kisline (g/L). Opravimo tudi korekcijo na prosti
in vezan zveplov dioksid.

Koncentracijo hlapnih kislin v vinu izra¢unamo s pomocjo naslednje formule:

HK; =a; *c*M(g mol)- % ..(7)
Korekcijo za prosti zveplov dioksid opravimo tako, da takoj po koncani prvi titraciji
hlapnih kislin z bazo, dodamo v erlenmajerico 1 mL zveplove(VI]) kisline, 1 mL raztopine
Skrobovice ter titriramo z 0,01 M raztopino joda do prehoda v modro-zeleno barvo
raztopine. Korekcijo za prosto zveplovo(IV) kislino izratunamo kot masno koncentracijo
ocetne kisline (g/L):

HK, = a, - 0,06 ...(8)

Korekcijo za vezani zveplov dioksid opravimo tako, da takoj po koncani drugi titraciji,
dodamo v raztopino 10 mL 1M raztopine NaOH, segrevamo do vrenja, ohladimo in
dodamo 5 mL raztopine zveplove(VI) kisline, ImL raztopine Skrobovice ter titriramo z
0,01 M raztopino joda do prehoda v modro-zeleno barvo. Korekcijo za vezani Zveplov
dioksid izra¢unamo kot masno koncentracijo ocetne kisline (g/L):

HK; = a5 - 0,03 ...(9)

Upostevajo¢ korekcijo za prosti in vezani zveplov dioksid, izra¢unamo koncentracijo
hlapnih kislin v vinu s pomoc¢jo naslednje formule:

HK = HK, — (HK, + HKj) ...(10)

3.2.6 Doloc¢anje vsebnosti organskih kislin
Dolocanje organskih kislin s pomo¢jo HPLC (OIV, 1990):

S pomoc¢jo HPLC metode smo dolocali citronsko, vinsko, jabol¢no in mle¢no kislino.
Vzorec za HPLC analizo smo pripravili tako, da smo vino degazirali z dusikom in filtrirali
v vialo skozi filter s celulozno membrano velikosti por 0,45 um (Minisart RC25,
Sartorius).

Za identifikacijo in kvantifikacijo posameznih organskih kislin v vzorcu vina smo
uporabili visokotlacni tekocinski kromatograf HPLC (Agilent 1100) z dioda array
detektorjem DAD (Agilent Technologies, Paolo Alto, ZDA). Za identifikacijo posameznih
spojin smo posneli UV-VIS spekter med 190 in 300 nm z detekcijo vrhov pri 210 nm.
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Kromatografski pogoiji:
e predkolona §t. 125-0129 (Bio-Rad Laboratories);
e izmenjevalna kolona (HPX-87 H BIO-RAD), dimenzije 300 mm x 7,8 mm,
velikost delcev 0,9 pum, $t. 125-0140 (Bio-Rad Laboratories);
e mobilna faza: 0,0125 M H,SO, v deionizirani vodi (18 MQcm);
e temperatura: 65 °C;
e Cas locevanja: 35 min;
e pretok mobilne faze: 0,5 mL/min;
e volumen vzorca: 10 pL.

Preglednica 3: Meje detekcije (LOD) in meje kvantitativne dolo¢itve (LOQ) organskih
Kislin
Organska kislina LOD (g/L) LOQ (g/L)

Citronska kislina 0,006 0,021
Vinska kislina 0,020 0,050
Jabol¢na kislina 0,020 0,050
Mlecna kislina 0,020 0,080

3.2.7 Dolo¢anje biogenih aminov v vinu

Analize BA so bile opravljene na Fakulteti za znanosti o okolju, Univerze v Novi Gorici po
prirejeni metodi po standardu OIV-MA-AS315-18 (Rakar, 2013):

Vzorce smo za HPLC analizo pripravili tako, da smo jih prefiltrirali skozi filter s celulozno
membrano, velikosti por 0,45 um (Minisart RC25, Sartorius). Vzorce vina smo nato
razredCili z metanolom in jih pri sobni temperaturi derivatizirali z ortoftalaldehidom ob
prisotnosti 2-merkaptoetanola in boratnega pufra s pH-vrednostjo 10,5. Med reakcijo
derivatizacije poteCe tvorba derivatov med BA in ortoftalaldehidom. Derivati oddajajo
fluorescenco pri visji valovni dolzini, kjer je manj interferen¢nih spojin. Fluorescirajoce
derivate BA smo nato analizirali na tekoCinskem kromatografu Agilent 1100 v povezavi s
fluorescen¢nim detektorjem Agilent 1100 Series G2321A, kjer smo merili intenziteto
luminiscence, ki je podan z enoto LU. Zaradi nestabilnosti derivatov smo meritve izvajali
neposredno po derivatizaciji vzorcev. Detekcija je potekala pri valovni dolzini 445 nm,
medtem ko je vzbujanje fluorescence potekalo pri valovni dolzini 356 nm.

Kromatografski pogoji:
e Kkolona (Supelco Discovery C18), dimenzije 250 mm x 4,6 mm, velikost delcev 5
um;
e stacionarna faza: oktadecilsilan C18;
e mobilna faza: (A) metanol / (B) raztopina 0,05 M natrijevega acetata in
tetrahidrofurana v razmerju 96:4;
e pretok mobilne faze: 1 mL/min;
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e temperatura kolone: 35 °C;
e volumen vzorca: 25 pL;
e Cas locevanja: 95 min.

Ker je vino kompleksen matriks je na kromatogramu veliko interferen¢nih vrhov, ki ne
pripadajo BA. S pomocjo metode standardnega dodatka natan¢no identificiramo
posamezne vrhove na kromatogramu.

Za izdelavo umeritvene krivulje, pripravimo S§tiri red¢itve standardne meSanice BA.
Standardno mesanico pripravimo tako, da zatehtamo razli¢cne mase BA in jih raztopimo v
sinteticnem vinu.

Preglednica 4: Meje detekcije (LOD) in meje kvantitativne dolo¢itve (LOQ) biogenih
aminov

BA LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
Histamin 0,5 15
Tiramin 0,2 0,6
Putrescin 2,2 6,9
Etanolamin 0,2 0,5
Metilamin 0,2 0,5
Butilamin 0,1 0,4
Kadaverin 1,8 5,4
Triptamin 0,2 0,7
2-metil-butilamin 0,2 0,6
Izopentilamin 0,2 0,6
Heksilamin 0,8 2,3
3.2.8 Obdelava podatkov

Rezultate analize BA smo statisti¢no obdelali s programom SigmaPlot 13 (Systat Software
Inc., Erkrath, Germany). Najprej smo opravili Shapiro-Wilkov test normalnosti ter Brown-
Forsythov test homogenosti varianc. V primerih, kjer sta oba testa pokazala statisticno
neznacilne razlike, smo uporabili t-test; kjer pa je eden od testov pokazal statisticno
znacilne razlike, smo uporabili Mann-Whitney U-test. V' primeru, ko so bile vrednosti BA
manjSe od LOQ, smo v statisticni analizi uporabili povprecno vrednost med LOD in LOQ.



Stalcar J. Biogeni amini v vinu. 36
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

4 REZULTATI Z RAZPRAVO

41 REZULTATI OSNOVNIH KEMIJSKIH ANALIZ VINA

V spodnji preglednici so prikazani rezultati osnovnih kemijskih analiz vzorcev vin modra
frankinja.

Preglednica 5: Rezultati osnovnih kemijskih analiz vina modra frankinja

Preiskovani Vzorci — spontana JIMKF Vzorci — vodena IMKF

parameter  All-S Al12-S B12-S B13-S | B12-Vv B13-v Cl12-V C13-V

Alkohol

(% vol) 12,63 1247 11,77 1120 12,44 11,70 1259 11,65
Skupni
ekstrakt 31,96 29,14 24,47 24,41 25,83 21,72 27,01 24,44
(g/L)
pH-

vrednost 3,35 3,37 3,36 3,30 3,33 3,27 3,44 3,38

Titrabilne
kisline TK; 6,20 5,50 5,45 5,27 6,32 6,09 5,30 5,35
(9/L)

Skupne
kisline TK, 6,75 6,00 5,87 5,68 6,77 6,58 5,85 5,73
(9/L)

Hlapne
kisline (g/L) 0,62 0,50 0,45 0,44 0,89 0,53 0,45 0,41

Prosti SO,
(mg/L) 13 23 12 31 17 21 20 25

Skupni SO,
(mg/L) 50 85 84 105 50 64 60 79
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4.1.1 Rezultati dolo¢anja vsebnosti alkohola

Ko govorimo o alkoholu, mislimo predvsem na etanol, ki je najpomembnejsi alkohol v
vinu. Nastane kot posledica delovanja kvasovk Saccharomyces cerevisiae v ¢asu AF. Vinu
daje stabilnost, deluje kot topilo in zagotavlja posebne senzori¢ne lastnosti (Bavcar, 2009).
Poleg etanola vsebuje vino tudi druge monohidroksialkohole in nekatere poliole.
Koncentracija etanola v vinu je med drugim odvisna od sorte, vsebnosti fermentativnih
sladkorjev, kvasovk, temperature AF, vsebnosti hranilnih snovi v mostu, itd. Obi¢ajno ves
razpolozljiv sladkor v mostu ne povre v etanol, zato je njegova koncentracija manjsa od
pri¢akovane (Kosmerl in Kag, 2009).

Glede na vsebnost alkohola delimo vina na (Bavcar, 2009):
e tanka (do 9,0 % vol alkohola);
e lahka (9,5 - 10,5 % vol alkohola);
e srednje mocna (10,5 — 12,0 % vol);
e mocna (12,5 — 14,0 % vol);
e zelo mocna (ve¢ kot 14,0 % vol).
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Slika 7: Koncentracije alkohola (% vol) v vzorcih vina

Slika 7 prikazuje vsebnost alkohola (% vol) v preiskovanih vzorcih. Najve¢jo vsebnost
alkohola smo izmerili v vzorcu Al11l-S (12,63 % vol); najmanjSo pa v vzorcu B13-S
(11,20 % vol). Glede na vsebnost alkohola lahko vzorce vin uvrstimo med srednje mo¢na
in mo¢na vina. Relativno velike koncentracije alkohola kazejo na dobro kakovost vin in so
v skladu z izmerjenimi vsebnostmi sladkorja ob trgatvi. Ugotovimo lahko, da vzorci vin
letnika 2012 vsebujejo vecje koncentracije alkohola v primerjavi z vzorci vin letnika 2013,
kar je rezultat slabse zrelosti grozdja v letu 2013 zaradi vremenskih razmer.
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4.1.2 Rezultati dolo¢anja skupnega ekstrakta

Skupni ekstrakt vina sestavljajo po definiciji O.1.V. pri 100 °C nehlapne komponente vina
(sladkorji, fiksne kisline, organske soli, itd.). Glede na vsebnost ekstrakta v vinu lahko
sklepamo na zacetno vsebnost sladkorja v mostu, iz katerega je bilo vino pridelano.
Sladkorja prosti ekstrakt je razlika med skupnim ekstraktom in reducirajo¢imi sladkorji.
Vina navadno vsebujejo 7 — 30 g/L sladkorja prostega ekstrakta (Kosmerl in Kag., 2009).
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Slika 8: Koncentracije skupnega ekstrakta (g/L) v vzorcih vina

Slika 8 prikazuje rezultate doloc¢anja skupnega ekstrakta. 1z grafa je razvidno, da smo
najvecjo vsebnost skupnega ekstrakta izmerili v vzorcu A11-S (31,96 g/L); najmanjSo pa v
vzorcu B13-S (24,41 g/L). Relativno velike koncentracije skupnega ekstrakta, ob
predpostavki, da je Slo pri vseh vzorcih za suho vino, kazejo na visoko kakovost vseh
vzorcev vin. Velika vsebnost skupnega ekstrakta je posledica tehnologije vinifikacije,
predvsem visoke temperature med AF ter zelo zrelega grozdja. Opazimo lahko, da sta
vsebnost alkohola in skupnega ekstrakta tesno povezani. Vzorec All-S ima najvecji
vsebnosti alkohola in skupnega ekstrakta, vzorec B13-S pa najman;jsi.

4.1.3 Rezultati merjenja vrednosti pH

Vpliv vrednosti pH v vinu se kaze v selektivnem delovanju na mikroorganizme, v
intenzivnosti in odtenku barve, okusu, oksidacijsko-redukcijskem potencialu, razmerju
med prostim in vezanim Zzveplovim dioksidom, itd. MoS§t normalnih trgatev ima pH
navadno med 3,1 in 3,6. Obic¢ajno imajo vina pH pod 3,6 (KoSmerl in Kac, 2009). Pri
JMKEF pride zaradi zmanj$anja razgradnje jabol¢ne kisline do povecanja pH za 0,1 do 0,3
enote, kar lahko med drugim negativno vpliva na mikrobiolosko stabilnost vina in delno
izgubo barve rdecih vin (Bavcar, 2009).
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Slika 9: Vrednost pH v vzorcih vina

Slika 9 prikazuje izmerjene pH vrednosti vzorcev. Najvecjo pH vrednost smo izmerili v
vzorcu C12-V (3,44); najmanjso pa v vzorcu B13-V (3,27). Pri vseh vzorcih je pH v
obmocju normalnih vrednosti za rdeca vina, kjer je potekla JMKF. Opazimo da, so pH-
vrednosti vzorcev letnika 2012 vi§je od vzorcev 2013, kar je posledica slabse zrelosti
grozdja v letu 2013 in dejstva, da je bilo leto 2013 hladnejse, posledi¢no so bile tudi pH-
vrednosti grozdja manjse.

4.1.4 Rezultati dolo¢anja titrabilnih in skupnih Kislin

Grozdje vsebuje znatne koli€ine razli¢nih §ibkih karboksilnih kislin, katerih koncentracija
se tekom zorenja grozdja zmanjSuje, hkrati pa se poveCuje pH. Vsebnost karboksilnih
kislin izrazamo kot mnozino vinske kisline na liter vina. Glede na pH kon¢ne tocke
titracije, uporabljamo izraz skupne in titrabilne kisline. V grozdnem mostu prevladujejo
vinska, jabol¢na in citronska kislina. Med in po AF pa lahko nastanejo $e: ocetna, mlecna,
piruvi¢na, propionska, jantarna, galakturonska, glikolna, oksalna in fumarna kislina
(Kosmerl in Kac, 2009). Vsebnost skupnih karboksilnih kislin v vinu (izrazeno v g vinske
kisline/L vzorca) je navadno med 5,5 in 8,5 g/L. Znano je, da vina iz hladnejsih
pridelovalnih obmocij vsebujejo veje koncentracije kislin. Koncentracija kislin je
pomembna za stabilnost, barvo, primeren pH in obstojnost vina. Pomembno vplivajo tudi
na senzori¢no ravnotezje vina (Bavcar, 2009). NajmanjSa zahtevana koncentracija skupnih
kislin, dolo¢ena s strani zakonodaje, je 3,5 g/L (Pravilnik o pogojih ..., 2004).
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Slika 10: Koncentracije titrabilnih in skupnih kislin (g/L) v vzorcih vina

Na sliki 10 so prikazani rezultati dolocanja titrabilnih kislin (g/L) (modri stolpci) in
skupnih kislin (g/L) (rdeci stolpci). Najvecjo vsebnost titrabilnih kislin smo izmerili v
vzorcu B12-V (6,32 g/L); najmanjso pa v vzorcu B13-S (5,27 g/L). Najvecjo vsebnost
skupnih kislin smo dolo¢ili v vzorcu B12-V (6,77 g/L); najmanjSo pa v vzorcu B13-S
(5,68 g/L). Rezultati, kljub razlikam med letniki, kaZejo na zelo izenaCene vsebnosti
skupnih (titrabilnih) Kislin v vzorcih. Prav tako so koncentracije skupnih kislin v obmocju
obic¢ajnih vrednosti za rdeCa vina.

4.1.5 Rezultati dolo¢anja hlapnih kislin

Glavne hlapne kisline v vinu so ocetna, mravlji¢na in butanojska kislina. Najpomembne;jSa
je ocetna kislina, ki ima v normalnih koncentracijah v vinu pomembno vlogo kot
aromaticna spojina in pri tvorbi estrov (Bavcar, 2009). Manjse koli¢ine hlapnih kislin (do
0,3 g ocetne kisline/L) se tvorijo ze med AF pod vplivom kvasovk, nastajajo pa lahko tudi
med JMKF zaradi razgradnje citronske kisline ali sladkorjev s strani MKB. Povecane
koncentracije hlapnih kislin so posledica delovanja ocetno kislinskih bakterij v vinu in
lahko pri koncentracijah 0,6 — 0,9 g ocetne kisline/L vina povzro¢ajo bolezen vina,
imenovano ocetno-kislinski ton ali cik. Mlada vina obi¢ajno vsebujejo manj hlapnih kislin
kot stara (KoSmerl in Kac¢, 2009). Koncentracija hlapnih kislin, izraZenih kot ocetna kislina
(g/L), je zakonsko omejena in za rdeca vina ne sme presegati 1,2 g/L (Pravilnik o pogojih
...» 2004).
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Slika 11: Koncentracije hlapnih kislin (g/L) v vzorcih vina

Slika 11 prikazuje vsebnosti hlapnih kislin (g/L). Najvecjo vsebnost hlapnih kislin smo
dolo¢ili v vzorcu B12-V (0,89 g/L), najmanjSo pa v vzorcu C13-V (0,41 g/L). 1z rezultatov
je razvidno, da je vrednosti hlapnih kislin pri vseh vzorcih pod zakonsko doloceno mejo
1,2 g/L. Od vseh vzorcev izstopa le vzorec B12-V, ki v primerjavi z ostalimi vzorci,
vsebuje precej ve¢ hlapnih kislin. Delno je vzrok lahko v visoki temperaturi AF (do 30 °C)
ter dolgotrajni maceraciji (17 dni), kjer je lahko proti koncu AF zaradi zmanjSane tvorbe
ogljikovega dioksida priSlo do aktivnosti ocetnokislinskih bakterij. Pri ostalih vzorcih so
vsebnosti hlapnih kislin relativno majhne, kar kaze na zdravo in kakovostno grozdje ter
ustrezno tehnologijo predelave grozdja.

4.1.6 Rezultati dolo¢anja prostega in skupnega Zveplovega dioksida

Zveplov dioksid v vinarstvu uporabljamo z namenom prepreéevanja aktivnosti
oksidacijskin  encimov in reakcij porjavenja, prepreCevanja rasti nezelenih
mikroorganizmov ter vezave s porabniki. Ze same kvasovke lahko med AF tvorijo Zveplov
dioksid v koncentracijah nad 15 mg/L. Vecje koncentracije pa so posledica uporabe
enoloskih sredstev, ki vsebujejo zZveplov dioksid. Nove smernice v vinarstvu gredo v smeri
zmanjSanja uporabe zveplovega dioksida, vendar ga zaenkrat ni mogocCe popolnoma
nadomestiti (Bavcar, 2009). Vina obicajno vsebujejo 5 — 40 mg/L prostega zveplovega
dioksida (KoSmerl in Ka¢, 2009). Slovenska zakonodaja doloca najvecjo dovoljeno
koncentracijo skupnega Zveplovega dioksida, ki za rde¢a vina znaSa 160 mg/L. Za
vrhunska rdea vina je najvecja dovoljena vsebnost skupnega zveplovega dioksida
140 mg/L, prostega pa 35 mg/L. Vrednosti veljajo za suha vina, ki vsebujejo do 5 g/L
oziroma v primeru vrhunskih vin do 7 g/L reducirajocih sladkorjev (Pravilnik o pogojih ...,
2004).
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Slika 12: Koncentracije prostega in skupnega zveplovega dioksida (mg/L) v vzorcih vina

Slika 12 prikazuje izmerjene vrednosti prostega in skupnega zveplovega dioksida. 1z grafa
je razvidno, da smo najvecjo vsebnost prostega SO, izmerili v vzorcu B13-S (31 mg/L),
najmanjSo pa v vzorcu B12-S (12 mg/L). Najvecjo vsebnost skupnega SO, smo dolocili v
vzorcu B13-S (105 mg/L), najmanj$o pa v vzorcih A11-S in B12-V (50 mg/L). Ce
pogledamo koncentracije skupnega SO,, ugotovimo, da so krepko pod zakonsko dovoljeno
mejo, kar kaze na dobro kakovost vin in tehnologijo vinifikacije. Majhne vrednosti so tudi
odraz prizadevanj po zmanjSani uporabi SO, v vinarstvu ter dejstva, da rdefa vina
vsebujejo veliko fenolnih snovi, ki so antioksidanti, kar v doloeni meri zmanjSa potrebo
po dodatku SO,. Splosno so vzorci vin letnika 2013 vsebovali ve¢ skupnega SO, v
primerjavi z vzorci letnika 2012. Najvecji vzrok je v slabsi kakovosti grozdja v letu 2013,
ko je bilo zaradi deZzevnega vremena ve¢ gnilega ali poSkodovanega grozdja. Vzorci B12-
S, B13-S, B12-V, B13-V so iz iste Kleti, razlika je le v tem, da spadajo vzorci s pripono -S
v kakovostni razred vina, vzorci s pripono -V pa v vrhunski razred vin. Ker so za vrhunski
razred vin izbirali bolj zdravo grozdje, je bila potreba po dodatku SO, manjsa, kar se
odraza tudi v manj$i koncentraciji skupnega SO,. Pri prostem SO, so vrednosti med vzorci
precej razlicne. Ker so bili vzorci vin po vzorcenju v kleti nekaj tednov pred analizo SO,
shranjeni v steklenicah, je pri nekaterih vzorcih priSlo do zmanjSanja koncentracije
prostega SO,, vendar ne pod mejo, ki bi ogrozala stabilnost vina.
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4.2 REZULTATI ANALIZE ORGANSKIH KISLIN

Preglednica 6: Koncentracija posameznih organskih Kislin v vzorcih vina modra frankinja

Organske Vzorci — spontana JMKF Vzorci — vodena IMKF

k. (g/L) All-S Al2-S B12-S B13-S | B12-V B13-V Cl2-V Cl13-V
Citronska

Kislina 0,72 0,10 0,17 0,09 0,09 0,13 0,06 0,97
Vinska

kislina 2,80 2,90 2,80 2,60 2,60 2,90 2,20 2,30
Jabol¢na

kislina 0,20 0,30 0,10 0,10 0,40 0,10 0,10 0,20
Mlecna

kislina 1,60 1,40 1,60 1,30 1,20 1,30 1,10 1,40

4.2.1 Rezultati doloc¢anja citronske Kisline
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Slika 13: Koncentracije citronske kisline (g/L) v vzorcih vina

Citronska kislina je v grozdni jagodi vezana na celi¢ne opne, zato je mnogo zaostane v
tropinah, predvsem v vinih, kjer maceracija ne potece. V vinu je stabilna, neobstojna je le v
primeru aktivnosti MKB. Vsebnost citronske kisline v grozdju se lahko poveca tudi kot
posledica delovanja plesni Botrytis cinerea (Bavcar, 2009). Koncentracija citronske kisline
v vinu pred JMKF znasa od 0,5 do 1,0 g/L (Ribéreau-Gayon in sod., 2006b). Kljub majhni
koncentraciji v vinu je zelo pomembna, saj lahko iz nje pod vplivom MKB nastaja ocetna
kislina, kar poveca koncentracijo hlapnih kislin v vinu; ter diacetil, ki zelo vpliva na aromo
vina. Znano je namre¢, da diacetil v koncentraciji do 5 mg/L pozitivno v vpliva na
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kompleksnost vina, pri ve¢jih koncentracijah pa deluje negativno (Costantini in sod.,
2009).

Slika 13 prikazuje vsebnost citronske kisline v vzorcih. Najvecjo koncentracijo citronske
Kisline smo izmerili v vzorcu C13-V (0,97 g/L); najmanjSo pa v vzorcu C12-V (0,06 g/L).
Iz grafa je razvidno, da sta vzorca C13-V in All-S vsebovala bistveno ve¢ citronske
Kisline v primerjavi z ostalimi vzorci, pri katerih se koncentracije gibljejo med 0,06 mg/L
in 0,17 mg/L. Pri slednjih je najverjetneje priSlo do razgradnje citronske kisline med JMKF
bodisi v diacetil ali ocetno kislino, medtem ko razgradnja citronske kisline pri vzorcih
C13-V in A11-S najverjetneje ni potekla. Zanimivo je tudi dejstvo, da vzorec C13-V izmed
vseh vzorcev vsebuje najvecjo koncentracijo citronske kisline, hkrati pa tudi najmanjSo
koncentracijo hlapnih kislin. Manj verjetno je, da je pri vzorcih C13-V in All-S k vedji
koncentraciji citronske kisline prispevala plesen Botrytis cinerea, saj so vrednosti v teh
dveh vzorcih v obmoc¢ju normalnih koncentracij v vinu, poleg tega je bilo grozdje zdravo
in minimalno okuzeno s plesnijo Botrytis cinerea.

4.2.2 Rezultati dolo¢anja vinske kisline
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Slika 14: Koncentracije vinske kisline (g/L) v vzorcih vina

Vinska kislina je v zrelem grozdju prevladujoca kislina. V grozdju se nahaja v
koncentracijah med 5 in 10 g/L mosta (Bavcar, 2009). Mosti iz toplejSih pridelovalnih
obmodij pa lahko vsebujejo tudi manj kot 3 g/L vinske kisline (Ribéreau-Gayon in sod.,
2006b). Njena koncentracija je odvisna predvsem od sorte in kon¢nega volumna grozdne
jagode ob trgatvi, med dozorevanjem pa njena koncentracija ne upada. Vinska kislina je
slabo topna in se izloca kot kalijev bitartrat in kalcijev tartrat. Mikroorganizmi v vinu je ne
uporabljajo kot substrat (Bavcar, 2009). Po zakonu je predpisana najmanj$a koncentracija
vinske kisline v vinu, ki predstavlja 1,0 g/L (Pravilnik o pogojih ..., 2004).



Stalcar J. Biogeni amini v vinu. 45
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Slika 14 prikazuje vsebnost vinske kisline v vzorcih. Najve¢jo koncentracijo vinske kisline
smo dolo¢ili v vzorcih A12-S in B13-V (2,9 g/L); najmanjso pa v vzorcu C12-V (2,2 g/L).
Vzorci so glede vsebnosti vinske kisline, kljub razlicnim letnikom, med seboj precej
izenaceni. Pri vseh vzorcih so koncentracije relativno majhne, tudi zato, ker se je del
vinske kisline izlo€il v obliki soli.

4.2.3 Rezultati dolo¢anja jabol¢ne Kisline
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Slika 15: Koncentracije jabol¢ne kisline (g/L) v vzorcih vina

Jabol¢na kislina se v zrelem grozdju iz hladnejSih pridelovalnih obmoc¢ij nahaja v
koncentracijah od 4 do 6 g/L mosta, medtem ko lahko mosti iz toplejsih pridelovalnih
obmo¢ij vsebujejo le 1-2 g/L jaboléne kisline (Ribéreau-Gayon in sod., 2006b).
Koncentracija je odvisna predvsem od sorte in temperature v ¢asu dozorevanja grozdja. Z
dozorevanjem grozdja se njena koncentracija zmanjSuje, Se posebej pri visokih
temperaturah. Ker je mikrobiolosko nestabilna, jo lahko MKB v procesu JMKF spremenijo
v mlec¢no kislino (Bavcar, 2009).

Na sliki 15 je prikazana vsebnost jabol¢ne kisline v vzorcih. Iz grafa je razvidno, da je
najvec jaboléne kisline vseboval vzorec B12-V (0,4 g/L); najmanj pa vzorci B12-S, B13-S,
B13-V, C12-V (0,1 mg/L). 1z grafa je razvidno, da so tudi po kon¢ani JIMKF v vzorcih
ostale manjSe koncentracije jabol¢ne kisline, kar je po novejsih ugotovitvah zazeleno, saj
jabol¢na kislina v manj$ih koncentracijah pozitivno vpliva na harmonijo sadni znacaj vina.
Predvsem je ostanek jabolc¢ne kisline priporocljiv za vina, ki imajo majhno koncentracijo
skupnih kislin.
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4.2.4 Rezultati dolo¢anja mle¢ne Kisline
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Slika 16: Koncentracije mle¢ne kisline (g/L) v vzorcih vina

Mlecna kislina se v vinu se nahaja v koncentracijah od 0 do 2,5 g/L, izjemoma tudi vec.
Nastane predvsem kot rezultat dekarboksilacije jabol¢ne kisline pod vplivom MKB (L-
mlecna kislina) (Bavcar, 2009). Med AF lahko kvasovke tvorijo D-mlecno kislino v
koncentracijah od 200 do 300 mg/L vina (Ribéreau-Gayon in sod., 2006a).

Slika 16 prikazuje izmerjene vsebnosti mleéne kisline v vzorcih. Najvecjo vsebnost mle¢ne
kisline smo dolo¢ili pri vzorcih A11-S in B12-S (1,6 g/L); najmanjso pa pri vzorcu C12-V
(1,1 g/L). Vzorci so glede vsebnosti mlecne kisline med seboj zelo izenaceni. Glede na
vsebnosti mle¢ne kisline in ostanke jabol¢ne kisline, lahko ugotovimo, da je pri vseh
vzorcih JMKF potekla v optimalnem obsegu. Preve¢ mlecne kisline lahko namrec
negativno vpliva na senzori¢no kakovost vina.
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4.3 REZULTATI ANALIZE BIOGENIH AMINOV

Preglednica 7: Vsebnost biogenih aminov (BA) (mg/L) v vzorcih vina modra frankinja

Koncentracija Vzorci — spontana IMKF Vzorci — vodena JMKF

BA (mg/L) All-S Al2-S B12-S B13-S |Bl12-v B13-v Cl2-v Ci13-V
Histamin 4,83 <150 <150 3,98 <150 5,04 6,56 4,59
Tiramin 1,76 1,31 <0,60 <0,60 0,77 0,65 0,93 < 0,60
Putrescin 1183 1513 <690 <690 <690 <690 <690 <6,90
Etanolamin 27,24 3485 40,47 22,53 27,24 29,11 28,92 17,31
Metilamin <0,50 0,90 <050 <050 <050 <050 0,85 <0,50
Butilamin <0,40 1,01 0,87 0,97 0,87 0,85 0,94 0,85
Kadaverin <540 <540 <540 <540 <540 <540 <540 <540
Triptamin ND” ND ND ND ND ND ND ND
2-metil-

butilamin ND ND ND ND ND ND ND ND
Izopentilamin ND ND ND ND ND ND ND ND
Heksilamin ND ND ND ND ND ND ND ND

“ND- ni detektirano



Stalcar J. Biogeni amini v vinu. 48
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2015

Preglednica 8: Statisti¢na primerjava vsebnosti biogenih aminov (BA) v vzorcih med
spontano in vodeno JMKF

Posamezni  Povpredje Povprecje Sign.* Sign. Sign. Sign.

BA -spontana - vodena (test (test (Student  (Mann-
JMKF JMKF Shapiro- Brown- t-test)  Whitney
(mg/L) (mg/L) Wilk) Forsythe) U- test)

Histamin 2,70 4,30 0,415 ns 0,827 ns 0,341 ns

Tiramin 0,97 0,69 0,729 ns <0,05** 0,464ns 0,886 ns

Putrescin 9,02 4,55 0,231 ns <0,05** 0,145ns 0,343 ns

Etanolamin 31,27 25,65 0,302 ns 0,336 ns 0,292 ns

Metilamin 0,49 0,48 <0,05 ** 0,949ns 0,949ns 0,886 ns

Butilamin 0,78 0,88 <0,05 ** 0,266ns 0,587ns 0,486 ns

*stopnja statisticne znacilnosti (signifikanca)
**statisticno znacilne razlike (p<0,05)
Nns- ni statisticno znacilnih razlik

V primeru, ko so bile vsebnosti BA manjSe od LOQ (Preglednica 7), smo za statisti¢no
analizo uporabili srednjo vrednost med LOD in LOQ. V primeru naSih vzorcev nismo
ugotovili statisticno znaéilnih razlik v vsebnosti BA med spontano in vodeno JMKF.
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4.3.1 Rezultati dolo¢anja histamina
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Slika 17: Koncentracija histamina (mg/L) v vzorcih vina

Slika 17 prikazuje vsebnost histamina v vzorcih. Med vzorci, pri katerih smo koncentracijo
histamina lahko dolocili kvantitativno, je najve¢ histamina vseboval vzorec C12-V
(6,56 mg/L); najmanj pa v vzorec B13-S (3,98 mg/L). Pri vzorcih A12-S, B12-S in B12-V
smo dolod¢ili prisotnost histamina, vendar pod mejo kvantifikacije LOQ, ki je bila
1,5 mg/L.

Iz rezultatov je razvidno, da je kar 5 od 8-ih vzorcev preseglo zakonsko dolo¢eno mejo, ki
je 2 mg histamina/L vina (Pravilnik o pogojih ..., 2004). Rezultati vsebnosti histamina so
si glede na izvor vzorcev precej razlicni. Opazimo, da med vsebnostjo histamina in
nacinom poteka JMKF (s pomocjo avtohtonih ali selekcioniranih MKB) ni jasne povezave.
Pri vzorcih Al1-S, Al12-S, B12-S, B13-S je JMKF potekala spontano z avtohtonimi MKB,
pri vzorcih B12-V, B13-V, C12-V, C13-V pa smo uporabili selekcionirano kulturo MKB.

Med tem, ko med vzorci, kjer je potekla spontana oziroma vodena JMKF ni bistvene
razlike; lahko opazimo razliko pri vzorcih iz iste kleti med razli¢nimi letniki. Vzorca Al1-
S in A12-S sta pridelana v isti kleti iz grozdja iz istega vinograda, primerljive kakovosti in
zrelosti. Razlika je le v letniku, tehnologija vinifikacije pa je enaka. Glede vsebnosti
histamina pa se med seboj precej razlikujeta; vzorec A11-S vsebuje 4,83 mg/L histamina,
vzorec A12-S pa manj kot 1,5 mg/L, torej pod mejo kvantifikacije. Tudi pri vzorcih B12-S
in B12-V je koncentracija histamina manjsa od 1,5 mg/L; medtem ko je pri vzorcih B13-S
(3,98 mg/L) in B13-V (5,04 mg/L) bistveno vecja.

Glede na rezultate lahko sklepamo, da vsebnost histamina v nasih vzorcih ni povezana z
nacinom inokulacije (avtohtona/selekcionirana kultura) in se bolj razlikuje glede na letnik.
Pricakovali bi, da vzorci, kjer smo uporabili selekcionirano kulturo O. oeni, vsebujejo
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manjSe koncentracije histamina zlasti, ker selekcionirane kulture MKB nimajo sposobnosti
dekarboksilacije histidina. Prav nasprotno. Opazimo lahko, da vzorec C12-V, kjer je IMKF
potekla s pomocjo selekcioniranih MKB, vsebuje najvecjo koncentracijo histamina, hkrati
pa smo pri vzorcih B12-S in A12-S, kjer je JMKF potekala s pomo¢jo avtohtonih MKB,
dolo¢ili koncentracijo histamina pod mejo kvantifikacije. Vzrok je lahko v razli¢ni sestavi
avtohtone mikrobiote med letniki ter razliéni vsebnosti histidina, kot prekurzorja
histamina. Hkrati se poraja vpraSanje uspesnosti inokulacije s selekcioniranimi MKB, ter
morebitne tvorbe BA iz njihove strani. Pomembno je opozoriti na dejstvo, da je imel
vzorec C12-V, pri katerem smo dolocili najvecjo koncentracijo histamina, hkrati tudi
najve¢jo pH vrednost (3,44). Znano je namre¢, da pri vecji pH vrednosti lazje rastejo
bakterije vrst Lactobacillus in Pediococcus, ki so potencialni tvorci histamina. Tudi
Landete in sod. (2005) porocajo, da so vina z ve¢jim pH, vsebovala vecje koncentracije
histamina. Glede na omenjena dejstva, obstaja sum, da so poleg selekcionirane kulture v
JMKF zaradi ve¢jega pH, sodelovale tudi druge MKB, ki so odgovorne za nastali histamin
v vinu. Po drugi strani pa je vzorec B13-V, ki je vseboval drugo najvecjo koncentracijo
histamina in pri katerem je bila dodana selekcionirana kultura MKB, imel najmanjSo pH
vrednost (3,27). To kaze na kompleksnost problema tvorbe histamina v vinu in odvisnost
od stevilnih dejavnikov.

Ce nase rezultate primerjamo z drugimi $tudijami, ugotovimo naslednje: Cus in sod. (2013)
so analizirali 7 vzorcev vina modra frankinja letnikov 2006, 2007, 2009 iz Dolenjskega
vinorodnega okolisa. V enem vzorcu so dolocili 2,0 mg/L histamina, pri vseh ostalih
vzorcih pa so bile dobljene vrednosti manjSe od 0,5 g/L. Pri vseh vzorcih je potekla tudi
JMKF. Opazimo lahko, da so ti vzorci v primerjavi z nasimi, vsebovali precej manjSe
koncentracije histamina, kljub geografski blizini in podobni tehnologiji vinifikacije. Bolj
primerljive vrednosti nasim, so v 25-ih vzorcih modre frankinje, doloc¢ili Konakovsky in
sod. (2011). V vzorcih so dolocili vsebnost histamina od 0,73 mg/L do 20,2 mg/L.
Povpre¢no so vzorci vsebovali 6,54 mg/L histamina, kar je primerljivo nas§im vrednostim.
Basa Cesnik in sod. (2014) so analizirali 82 vzorcev vina teran letnikov 2011-2013. Pri
priblizno 60% vzorcev so dolocili prisotnost histamina v koncentracijah od 0,003 mg/L do
13,86 mg/L; povprecno so vzorci vsebovali 2,63 mg/L histamina.

Glede na podatke iz literature, lahko zaklju¢imo, da so vrednosti histamina v nasih vzorcih
primerljive s povprecnimi koncentracijami histamina v vzorcih, analiziranih v podobnih
Studijah. Pomembno je poudariti, da so v nekaterih drugih Evropskih drzavah omejitve
glede vsebnosti histamina precej manj stroge kot v Sloveniji.
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4.3.2 Rezultati dolo¢anja tiramina
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Slika 18: Koncentracija tiramina (mg/L) v vzorcih vina

Slika 18 prikazuje vsebnost tiramina v vzorcih. Z izjemo vzorcev B12-S, B13-S in C13-V,
kjer so bile koncentracije tiramina pod mejo kvantifikacije (< 0,6 mg/L), smo v ostalih
vzorcih kvantitativno dolocili vsebnost tiramina. Najvecjo koncentracijo je vseboval
vzorec Al1-S (1,76 mg/L); najmanjSo pa vzorec B13-V (0,65 mg/L).

Tudi v primeru tiramina ni povezave med koncentracijo tiramina in na¢inom inokulacije
vina. Najvecje koncentracije tiramina pripadajo vzorcema iz kleti, kjer je JMKF potekla
popolnoma spontano, brez nadzora temperature, vino je lezalo tudi na drozeh. Ce
primerjamo vzorce pridelovalca B, ugotovimo, da vzorca B12-V (0,77 mg/L) in B13-V
(0,65 mg/L), pri katerih je bila uporabljena selekcionirana kultura MKB, vsebujeta vecje
koncentracije tiramina od vzorcev B12-S (< 0,6 mg/L) in B13-S (0,6 mg/L), pri katerih je
JMKEF potekla s pomocjo avtohtonih MKB.

V primerjavi s histaminom, je vsebnost tiramina v vseh vzorcih manjsa, kar je v skladu z
rezultati analiz, ki so jih opravili Konakovsky in sod. (2011). V vzorcih modre frankinje so
dologili od 1,14 mg/L do 9,35 mg/L tiramina (povpre¢no 3,77 mg/L). Cus in sod. (2013) so
med sedmimi vzorci modre frankinje izmerili najve¢jo koncentracijo 2,1 mg/L; Stirje
vzorci pa so vsebovali manj kot 0,3 mg/L tiramina. V 82-ih vzorcih terana so Basa Cesnik
in sod. (2014) pri 60% odstotkov vzorcev dolocili prisotnost tiramina v koncentracijah od
0,01 mg/L do 10,77 mg/L (povprecno 1,72 mg/L). Podobne podatke je moc¢ zaslediti tudi v
drugi literaturi, kar kaze na dejstvo, da so koncentracije tiramina v vinu navadno
primerljive ali celo manjSe od koncentracij histamina (Landete in sod., 2005b; Vazquez-
Lasa in sod., 1998; Tuberoso in sod., 2015; Garcia-Marino in sod., 2010).
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4.3.3 Rezultati dolo¢anja putrescina
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Slika 19: Koncentracija putrescina (mg/L) v vzorcih vina

Slika 19 prikazuje vsebnost putrescina v vzorcih. Najvecjo koncentracijo putrescina smo
dolocili v vzorcu A12-S (15,13 mg/L); sledil je vzorec A11-S (11,83 mg/L). Pri vseh
ostalih vzorcih so bile koncentracije putrescina manjse od 6,9 mg/L; torej pod mejo
kvantifikacije. Podobno, kot pri tiraminu, vsebujeta najve¢ putrescina vzorca Al2-S in
A11-S. Pri obeh vzorcih je JIMKF potekala z avtohtonimi MKB. Zal je bila v primeru
putrescina meja kvantifikacije precej visoko (6,9 mg/L); kar nam onemogoca bolj natan¢no
primerjavo vzorcev. Kot sem Ze omenil v poglavju 2.3.1, je dokazano, da je konc¢na
koncentracija putrescina v vinu najbolj odvisna od njegove vsebnosti v grozdju, kar le Se
potrjuje dejstvo, da smo v obeh vzorcih iz iste kleti dolo€ili podobne koncentracije
putrescina.

Podatki iz literature kazejo na velike razlike v vsebnosti putrescina med posameznimi
vzorci. Medtem ko so Cus in sod. (2013) izmed sedmih vzorcev modre frankinje izmerili
najvisjo koncentracijo 4,6 mg/L, Konakovsky in sod. (2011) porocajo o bistveno vecjih
vsebnostih putrescina. 1zmed 25-ih vzorcev je bila najmanjsa izmerjena koncentracija
4,2 mg/L; najvecja pa kar 108,0 mg/L (povprecje 19,6 mg/L). V vzorcih terana so Basa
Cesnik in sod. (2014) dolo¢ili tudi do 78,71 mg/L putrescina, povpreéno so vzorci
vsebovali 15,97 mg/L putrescina. 1zmed vseh BA se putrescin v vinu navadno nahaja v
najvecjih koncentracijah, kar pa ne drzi za naSe vzorce, pri katerih smo v primerjavi s
podatki iz literature izmerili manjSe koncentracije.
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4.3.4 Rezultati dolo¢anja etanolamina
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Slika 20: Koncentracija etanolamina (mg/L) v vzorcih vina

Slika 20 prikazuje vsebnost etanolamina v vzorcih. Najve¢jo koncentracijo etanolamina
smo izmerili v vzorcu B12-S (40,47 mg/L); najmanjSo pa v vzorcu C13-V (17,31 mg/L).
Izmed vseh analiziranih BA, smo najvi§je koncentracije pri vseh vzorcih izmerili prav pri
etanolaminu. Tudi v tem primeru ni povezave med koncentracijo etanolamina v
posameznem vzorcu in tehnologijo vodenja JMKF. Prav tako ni opaziti bistvenih razlik
med letniki.

V primerjavi s podatki, ki jih navajajo Basa Cesnik in sod. (2014), vsebujejo nasi vzorci
ve¢je koncentracije etanolamina. Slednji so v vseh 82-ih vzorcih terana izmerili od
9,03 mg/L do 37,5 mg/L (povprecno 18,78 mg/L). Vrednosti etanolamina so v literaturi
precej skopo omenjene, med podatki posameznih Studij pa so velike razlike. Znatne
koli¢ine etanolamina lahko nastanejo ze med AF, o ¢emer pricajo izsledki studije, ki so jo
opravili Buteau in sod. (1984).
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4.3.5 Rezultati dolo¢anja metilamina
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Slika 21: Koncentracija metilamina (mg/L) v vzorcih vina

Slika 21 prikazuje vsebnost metilamina v vzorcih. Z izjemo vzorcev A12-S (0,90 mg/L) in
C12-V (0,85 mg/L) so bile pri vseh ostalih vzorcih koncentracije manjse od 0,5 mg/L.

Vsebnosti metilamina so pri vseh vzorcih majhne in primerljive z rezultati Studije, ki so jo
izvedli Tuberoso in sod. (2015). V osmih vzorcih vina cannonau so povprecno izmerili
0,90 mg/L metilamina. Basa Cesnik in sod. (2014) so pri 60 % izmed 82-ih vzorcev terana
dolo¢ili vsebnost metilamina med 0,004 mg/L in 1,2 mg/L (povprecje 0,36 mg/L).

4.3.6 Rezultati dolo¢anja butilamina
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Slika 22: Koncentracija butilamina (mg/L) v vzorcih vina
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Slika 22 prikazuje vsebnost butilamina v vzorcih. Najve¢jo koncentracijo butilamina smo
doloc¢ili v vzorcu Al12-S (1,01 mg/L), najmanjSo pa v vzorcih B13-V in C13-V
(0,85 mg/L). V vzorcu All-S je bila vsebnost butilamina manjsa od 0,4 mg/L. Glede na
rezultate lahko ugotovimo, da so vrednosti pri vseh vzorcih razen vzorca All-S, zelo
izenacene in relativno majhne.

Primerljive koncentracije butilamina so v tretjini vzorcev terana dolo¢ili tudi Basa Cesnik
in sod. (2014) in sicer do 1,85 mg/L.

4.3.7 Rezultati dolo¢anja kadaverina

Pri vseh vzorcih smo dolocili kadaverin v koncentracijah pod mejo kvantifikacije;
vrednosti kadaverina so bile torej vecje od 1,8 mg/L in manjse od 5,4 mg/L. Kot pri
putrescinu, je bila tudi v primeru kadaverina meje kvantifikacije precej visoka (5,4 mg/L).
V raziskavah drugih avtorjev (Konakovsky in sod., 2011; Cus in sod., 2013; Basa Cesnik
in sod., 2014) so bile vrednosti LOQ bistveno manjSe, kar pomeni, da lahko vzorce
kvantificiramo pri manjSih koncentracijah ter posledi¢no lazje primerjamo vrednosti med
seboj.

Vsebnost kadaverina v naSih vzorcih je v skladu z vrednostmi, ki so jih dolocili
Konakovsky in sod. (2013). Vzorci modre frankinje so vsebovali od 0,09 mg/L do
2,13 mg/L kadaverina (povpre¢no 0,42 mg/L). Cus in sod. (2013) so v vseh sedmih vzorcih
izmerili koncentracije kadaverina manjse od 0,5 mg/L. Tudi drugi avtorji so v razli¢nih
vrstah rdecih vin dolocili primerljive vrednosti (Tuberoso in sod., 2015; Vazquez-Lasa,
1998).

4.3.8 Rezultati dolo¢anja triptamina

V nobenem od preiskovanih vzorcev nismo dolo€ili triptamina, kar pomeni, da so bile
morebitne koncentracije pod mejo detekcije (LOD = 0,2 mg/L).

Konakovsky in sod. (2013) navajajo, da so bile koncentracije triptamina v preiskovanih
vzorcih manjse od 0,27 mg/L. Tudi Basa Cesnik in sod. (2014) ter Tuberoso in sod. (2015)
porocajo o zelo nizkih vsebnostih triptamina v vinu teran oziroma cannonau.

4.3.9 Rezultati dolo¢anja 2-metil-butilamina

2-metil-butilamina nismo dolo¢ili pri nobenem izmed vzorcev (LOD = 0,2 mg/L). Basa
Cesnik in sod. (2014) so pri desetini vseh vzorcev terana dolocili vsebnost 2-metila-
butilamina in sicer v koncentracijah pod 1,16 mg/L, v povpreéju 0,24 mg/L. Zal v literaturi
nisem zasledil dodatnih podatkov o vsebnosti 2-metil-butilamina v vinih, vendar je jasno,
da gre v nasem primeru za zanemarljivo majhne koncentracije.
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4.3.10 Rezultati dolo¢anja izopentilamina

Izopentilamina nismo dolo¢ili pri nobenem izmed vzorcev (LOD = 0,2 mg/L). V vzorcih
terana so Basa Cesnik in sod. (2014) izmerili povpre¢no koncentracije izopentilamina
0,20 mg/L; najvecja izmerjena koncentracija je bila 4,69 mg/L.

4.3.11 Rezultati dolocanja heksilamina

Heksilamina nismo dolo¢ili v nobenem vzorcu (LOD = 0,8 mg/L). Prav tako tudi Basa
Cesnik in sod. (2014) v nobenem vzorcu niso dolo¢ili heksilamina.

4.3.12 Skupna vsebnost kvantitativno dolocenih BA

60

50

40 -
30
20

Hinth

10
All-S Al2-S B12-S B13-S B12-Vv B13-V (Cl2-V C13-V

Pripona -S: spontana JMKF Oznaka vzorca
Pripona -V: vodena JMKF

Skupna koncentracija BA (mg/L)

Slika 23: Skupne koncentracije kvantitativno dolo¢enih biogenih aminov v posameznih
vzorcih vina

Na sliki 23 so prikazane skupne koncentracije BA pri posameznem vzorcu. Za skupno
vsebnost smo upostevali le koncentracije nad mejo kvantifikacije, ki je za vsak BA
razlicna. Iz grafa je razvidno, da je najvecjo skupno koncentracijo BA vseboval vzorec
A12-S (53,2 mg/L), sledil je vzorec A11-S (45,65 mg/L). NajmanjSo skupno koncentracijo
BA pa je vseboval vzorec C13-V (22,75 mg/L). Ugotovimo lahko, da sta najvecji skupni
koncentraciji BA vsebovala vzorca pridelovalca A, Kjer je JMKF potekla popolnoma
spontano z avtohtonimi MKB. V obeh primerih je vino lezalo eno leto na drozeh, kar Se
dodatno vpliva na vecje koncentracije BA.
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5

SKLEPI

Pri vseh vzorcih smo opravili osnovne kemijske analize ter analize organskih kislin.
Ugotovili smo, da so bile vse vrednosti analiziranih parametrov v skladu s
pric¢akovanji in znotraj mej, ki jih doloca zakonodaja. Rezultati osnovnih kemijskih
analiz kazejo na ustrezno kakovost analiziranih vzorcev.

Najvecjo skupno vsebnost BA smo dolocili v vzorcih A12-S in A11-S, pri katerih
je JIMKF potekla spontano s pomoc¢jo avtohtone mikrobiote.

NajmanjSo skupno koncentracijo BA smo dolo¢ili v vzorcu C13-V, kjer je IMKF
potekla s pomocjo selekcioniranih MKB.

Izmed vseh preiskovanih BA smo pri vseh vzorcih dolocili najvecje koncentracije
etanolamina.

Pri dolo¢anju histamina je kar 5 od 8-ih preiskovanih vzorcev vsebovalo vecje
koncentracije od zakonsko dolo¢ene meje, ki je 2 mg/L. V primerjavi z drugimi
drzavami ima Slovenija strozje kriterije glede vsebnosti histamina v vinu.

Najvecjo koncentracijo histamina smo dolo¢ili v vzorcu, kjer je JIMKF potekla s
pomocjo selekcionirane kulture MKB. To kaze na moznost, da so poleg
selekcioniranih bakterij O. oeni, v procesu JMKF sodelovale tudi avtohtone MKB
ali na morebitno tvorbo histamina s strani bakterij O. oeni.

Koncentracije tiramina v vzorcih so bile manjSe od koncentracij histamina, kar je
skladno s podatki iz literature.

Inokulacija s selekcionirano kulturo MKB ni pokazala statisti¢cno znacilnih razlik
med vzorci, pri katerih smo dodali startersko kulturo MKB in vzorci, kjer je IMKF
potekla s pomocjo avtohtone mikrobiote.

Vsebnosti triptamina, 2-metilbutilamina, izopentilamina in heksilamina nismo
dolocili pri nobenem izmed vzorcev.

Koncentracije BA v nasih vzorcih so razen etanolamina, ki smo ga dolocili v vecjih
koncentracijah, primerljive s podatki drugih avtorjev iz literature.
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6 POVZETEK

Namen naloge je bil v osmih vzorcih vina modra frankinja dologiti vsebnost BA. Zeleli
smo ugotoviti razlike v vsebnosti BA v vinih, kjer je JMKF potekla spontano s pomocjo
avtohtone mikrobiote in vinih, kjer je bila dodana selekcionirana kultura O. oeni. Hkrati
smo opravili tudi analizo osnovnih fizikalno-kemijskih parametrov vina ter dolog¢ili
vsebnost organskih kislin.

Vzorce vina modra frankinja smo pridobili v treh vinskih kleteh iz vinorodnega okolisa
Bela krajina. Pri polovici vzorcev je JMKF potekla spontano, pri polovici pa je bila dodana
komercialna starterska kultura O. oeni. S pomoc¢jo metode HPLC smo v vzorcih dolo¢ili
vsebnost 11-ih BA (histamin, tiramin, putrescin, etanolamin, metilamin, butilamin,
kadaverin, triptamin, 2-metilbutilamin, izopentilamin, heksilamin). Prav tako smo v
vzorcih s pomoc¢jo HPLC analize dolocili vsebnost citronske, vinske, jaboléne in mle¢ne
kisline. Pri vseh vzorcih smo opravili tudi analizo osnovnih fizikalno-kemijskih
parametrov (alkohol, skupni ekstrakt pH, titrabilne/skupne kisline, hlapne Kisline, prosti in
skupni SO,).

Izmed vseh BA smo v vzorcih dolocili najvecje koncentracije etanolamina. Vsebnosti
triptamina, 2-metilbutilamina, izopentilamina in heksilamina nismo dolo¢ili pri nobenem
izmed vzorcev. Najvecjo skupno koncentracijo BA smo doloCili v vzorcu A12-S
(53,2 mg/L), pri katerem je JMKF potekla popolnoma spontano s pomocjo avtohtone
mikrobiote. Najmanj$o skupno koncentracijo BA pa smo dolo¢ili v vzorcu C13-V
(22,75 mg/L), pri katerem je JMKF potekla s pomocjo selekcioniranih MKB. Kljub temu
je najvecjo koncentracijo histamina vseboval vzorec C12-V, kateremu je bila dodana
selekcionirana kultura MKB in sicer 6,56 mg/L. Kar pet od osmih vzorcev je vsebovalo
histamin nad zakonsko mejo, ki je 2 mg/L. Vsebnosti tiramina so bile pri vseh vzorcih
manjSe od vsebnosti histamina. Koncentracije ostalih BA so bile primerljive s podatki iz
literature.

Kljub temu, da je najveCjo skupno koncentracijo BA vseboval vzorec, kjer je JMKF
potekla spontano, nismo ugotovili statisticno znaéilnih razlik med vzorci v vsebnosti BA.
Razlog za to je lahko moznost, da so poleg selekcioniranih MKB med JMKF delovale tudi
avtohtone MKB in tvorile BA, predvsem histamin. Zaklju¢imo lahko, da je inokulacija s
selekcionirano kulturo sicer priporocljiva, vendar pod pogojem, da med JMKF ne
sodelujejo tudi avtohtone MKB. K temu najve¢ pripomore pravilna inokulacija, po koncani
JMKF pa odstranitev drozi ter dodatek Zveplovega dioksida, ki prepreci nadaljnjo aktivnost
mikroorganizmov.
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