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1.UvVOD
Vino je finalni proizvod mnogih biotickih i abiotickih procesa uzrokovanih mikroorganzmima od
kojih neki imaju povoljan, a drugi Stetan utjecaj na kvalitetu vina te njegova organolepticka

svojstva.

Kvasci iz roda B. bruxellensis imaju negativan utjecaj na sastav vina zbog sposobnosti
proizvodnje odredenih metabolita koji utjeCu na organolepticka svojstva vina. Ti kvasci su
proizvodaci hlapivih fenola koji nastaju iz fenolnih kiselina, prirodno prisutnih u grozdu. Na
prvom mjestu vazno je istaknuti nastanak 4-etilfenola koji pri viSim koncentracijama vinu daje
prepoznatljivi “brett” miris zbog kojeg vino gubi na svojoj kvaliteti te tako dolazi i do veéih
ekonomskih gubitaka. Uz 4-etilfenol, kvasac B. bruxellensis takoder moze sintetizirati 4-

etilgvajakol i 4-etilkatehol ako su prisutni potrebni prekursori.

Suzbijanje rasta kvasca B. bruxellensis moze se provoditi kemijskim, bioloskim ili fizikalnim
metodama. Od kemijskih metoda je najvaznija upotreba SO,, a od bioloskih je to upotreba
antimikrobnog peptida dobivenog iz prirodnog proteina. Takoder se strazuje i upotreba razlicitih
fizikalnih metoda u koje spada upotreba ultrazvuka visoke snage.

Cilj ovog rada je bio istraziti kako promjene u kemijskom sastavu vina (razliCiti pH te dodatak
Secera) utjeCu na primjenu termosonifikacije (tretman ultrazvukom visoke snage u kombinaciji s
povisenom temperaturom) na inaktivaciju kvasca iz roda Brettanomyces. Takoder se nastojalo

utvrditi postoji li utjecaj termosonifikacije na organolepti¢ke promjene u vinu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Povijest kvasca B. bruxellensis

Kvasac B. bruxellensis prvi put se spominje 1904. godine kada je H. Claussen izolirao ovaj
kvasac iz britanskih piva pri ¢emu je utvrdio kako je nakon zavrSene fermentacije s kvasacem
Saccharomyces, zapoCela druga sporija fermentacija koju je provodio B. bruxellensis. Ime je
dobio od grcke rijeCi brettano (britansko) i myces (gljiva) (Licker i sur., 1999), a okusi koji
nastaju zbog njegovog prisustva postali su karakteristi¢ni za odredena britanska piva.

B. bruxellensis je postalo ime roda koji je izoliran iz belgijskih piva i tek se 40.-ih godina 20.
stolje¢a poceo povezivati s vinima (Oelfse i sur., 2008) nakon Custersove opsezne studije na tu
temu. Kasnije, 50.-ih i 60.-ih godina 20. stoljeca identificiran je kao Brettanmoyces spp. te je
izoliran u Francuskoj, Italiji i Juznoj Africi.

Takoder, potvrdena je njegova prisutnost u zraku i na zidovima vinarije kao i na pumpama te
drugoj opremi koju je tesko Cistiti ( Peynaud, 1959; Van der Walt, 1984; Neva i sur., 1998;
Fugelsang, 1998; Connel i sur., 2002).

Krajem 1970. godine, neke vrste roda Brettanomyces pronadene su i u octu te u vodi koja se

koristila za pranje jabuka i u kanalima kojima se jabuke dovode ( Davenport, 1976).

2.2, Taksonomija

Vrste roda Brettanomyces: B. lambicus, B. bruxellensis intermedius, B. bruxellensis vini, B.
bruxellensis schanerlii, B. bruxellensis clausseni kao i Mycotorolum intermedia te mnoge druge
reklasificirane su kao B. bruxellenis, a prijasnja imena danas se koriste kao sinonimi ( Barnett i
sur.,1999).
Rod Dekkera ukljucen je u taksonomiju 1964 godine kada se promatralo stvaranje askospora, a
ime je dobio u Cast Nellie Margarethe Stelling-Dekkere (Oelffse i sur., 2008). Danas 5 vrsta
pripada rodu Brettanomyces/ Dekkera: B. custersianus, B. naardensis, B. nanus, B. anomalus i
B. bruxellensis ( Smith, 1998a, 1998 b). Od svih navednih vrsta, vrsta B. bruxellensis je najvise
povezana sa proizvodnjom vina ( Egli i Henick-Kling, 2001), a od nedavno se spominje i Dekkera
anomalia ali konvecionalne metode ne razlikuju te dvije vrste( Loureiro i MalfeitoFerreira,
2006).



Znanastvena klasifikacija roda Brettanomyces/Dekkera prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. Znanstvena klasifikacija roda Brettanomyces/Dekkera.

Brettanomyces/Dekkera
Carstvo Glyive (Fungi)
Koljeno Ascomyvcota

Podkoljeno Saccharomycotina
Fazred Saccharomycetes
Red Saccharomyveetales
Obitely Saccharomycetaceas
Fod Brettanomyvces

2.3. Glavne karakteristike

Kvasac iz roda Brettanomyces se prilagodio mnogim nepovoljnim uvjetima rasta poput visoke
koncentracije etanola, niskom pH te rastu u okruzju siromasnom dusikom (primarno koristi
amonijeve ione kao izvor dusika, ali moze koristiti i nitratne Sto ga razlikuje od S. cerevisiae).
Takoder, prilikom alkoholne fermentacije pokazuje bolju sposobnost prezivljavanja od drugih
kvasaca koji ne pripadaju rodu Saccharomyces.

Kvasac B. bruxellensis moze rasti tijekom starenja crnog vina u hrastovoj bacvi posebice kada je
koncentracija SO, niska (<0,5 mg/L), pH visok ( >3,8), a temperatura iznad 15 °C (Benito i
sur., 2009). Optimalna temperatura za rast kvasca B. bruxellensis je 19-35 °C, dok je usporen
rast na 37-42 °C, a nema sposobnosti rasta na temperaturama iznad 45 °C. Takoder, hrastove
bacve sadrze mikropore kroz koje je omogucen ulazak O, Sto poboljSava rast kvasca roda
Brettanomyces, dok je taj rast posebno izrazen u starim bacvama zbog nemoguénosti
sterilizacije istih ( Louriero i sur., 2006). Stanice kvasca Brettanomyces su kuglastog,
elipsoidnog, izduZenog ili jajolikog oblika i poznate su po tome sto formiraju pseudomicelije koji
moze biti septiran ili neseptiran ( Larue i sur., 1991).

RazmoZzavaju se bipolarnim pupanjem, a sadrze jednu do Cetiri askospore ( Medawar, 2003).

Zbog Cinjenice da je B. bruxellensis sporo rastuci kvasac potrebno je vise od tjedan dana kako bi



narasle kolonije koje je moguce izbrojati. 1945. godine Van der Walt je kolonije okarakterizirao

kao sjajne i glatke te krem do svjetlo smede boje.

Slika 1. Kvasac snimljen fazno-kontrastnim mikroskopom, povecanje 1000 x (Fugelsang i
Edwards, 2007)

2.3. Metabolizam ugljika i anaeroban rast

Analizom parametara rasta i metabolizma ugljika razlicitih izolata kvasca Brettanomyces
bruxellensis dokazano je da ovaj kvasac proizvodi etanol u aerobnim uvjetima ako je prisutna
dovoljna koli¢ina Secera u mediju, te da ima sposobnost rasta bez prisustva kisika. Uz etanol,
moze proizvoditi i octenu kiselinu te male kolicine glicerola (Rozpedowska i sur., 2011).

Vecina sojeva moZze rasti na podlozi koja sadrzi monosaharide (glukozu, fruktozu ili galaktozu) ili
disaharide (maltozu, celubiozu) pri ¢emu pretvara Secer u manje molekule koje koristi kao izvor
energije ili kao gradivne blokove za sintezu drugih molekula. Tako se npr. iz jedne molekule
glukoze dobivaju dvije molekule piruvata koje kvasac, ovisno o uvjetima, koristi za fermentaciju
ili respiraciju. S obzirom da je respiracija energetski povoljnija, vecina kvasaca provode
fermentaciju samo ako je respiracija onemoguéena zbog npr. smanjene kolic¢ine kisika. No, kod
nekih kvasaca (S.cerevisiae i B.bruxellensis) piruvat se koristi u fermentaciji ¢ak i kada je

prisutna dovoljna koli¢ina kisika tj. oni imaju sposobnost fermentirati Secere u aerobnim



uvjetima i zbog toga spadaju u tzv. “Crab-tree”pozitivne kvasce (Prank i sur., 1996;
Rozpedowska i sur., 2011).
Dostupnost kisika ovisi 0 raznim uvjetima, a kao glavni nedostatak rasta u anaerobnim uvjetima
je nedostatak finalnog akceptora elektrona u respiratornom lancu.
Prema potrebi za kisikom tijekom kvasci se klasificiraju u 3 kategorije:

(1) Obligatni aerobi-provode iskljucivo respiraciju

(2) Fakultativni anaerobi-provode i respiraciju i fermentaciju

(3) Obligatni anaerobi-provode iskljucivo fermentaciju (Merico i sur., 2007)

S.cerevisiae i B. bruxellensis su oboje fakultativni anaerobi (Rozpedowska i sur., 2011) i kod
obje vrste kvascu nije nuzan respiratorni lanac za prezivljavanje. U potpuno aerobnim uvjetima,
B. bruxellensis se razmnozava brze i povecana je proizvodnja octene kiseline, dok je
proizvodnja etanola neSto niza. Smanjivanjem koli¢ine kisika tj. kada uvjeti postanu semi-
aerobni smanjuje se koliina nastale ocetne kiseline. Rast kvasca moze se potaknuti i dodatkom

amonijevog sulfata, biotina te tiamina (Conterno i sur., 2006).

2.4. Kvarenje vina uzrokovano kvascem Brettanomyces spp.

Kvasac B. bruxellensis Cesto uzrokuje kvarenje vina zbog razli¢itih produkata koji imaju
negativan utjecaj na kvalitetu vina. Miris vina zarazenog tim kvascem moze se opisati kao
medicinski, Zzivotinjski kao i miris po misu ili dimu. Razlog tome je prisustvo kemijskih
komponenti koje nastaju kao rezultat enzimske transformacije fenolnih kiselina koje su prisutne

prilikom proizvodnje vina (Chatonnet i sur., 1992).

2.4.1. Hlapivi fenoli

U proizvodnji vina naziv hlapivi fenoli odnosi se na skupinu spojeva koja se sastoji od 4-
etilfenola, 4-etilgvajakola i 4-etilkatehola. Ovisno o njihovoj koncentraciji u vinu, hlapivi spojevi
mogu imati prihvatljivi utjecaj pri niskim koncentracijama (npr. mladim vinima daju aromu
starih) ili ih se moze smatrati uzrokom kvarenja vina kada su prisutni u visSim koncentracijama.

B. bruxellensis iz lizina i etanola sintetizira tetrahidropiridine (2-etiltetrapiridin, 2-
acetiltetrahidropiridin i 2-acetilpirolin) koji su odgovorni za miris po misSu, dok je izovalericna

kiselina odgovorna za aromu sira. “POF” ( phenolic off-flavor) moze se pojaviti u razlicitim crnim



vinima tijekom svih stadija proizvodnje, no pretezno se javlja prilikom zrenja vina (prije
buteljiranja) pogotovo ako se vino Cuva u starim bacvama. Od svih reakcija “POF-a”
najzastupljenija je reakcija nastanka 4-vinilfenola i 4-etilfenola iz p-kumarinske kiseline. Od
parametara koji utjeCu na reakciju najviSe se promatraju fizikalno-kemijski parametri koji
direktno utjeCu na koli¢inu p-kumarinske kiseline prisutne u mediju prije konverzije ili koli¢ina
vec nastalog 4-etilfenola.

P-kumarinska kiselina, uz kafeinsku, ferulinsku i sinapinsku kiselinu su hidroksicimetne kiseline
koje su prisutne u grozdu. Tijekom maceracije dolazi do njihove ekstrakcije iz grozda te se
potom prenose u grozdani sok. Povecanjem koncentracije etanola povecava se i ekstrakcija
fenolnih spojeva. Nastanak fenolnih spojeva povezan je s postojanjem dva enzima od kojih je
jedan cinaminska dekarboksilaza koja dekarboksilira p-kumarinsku, kafeinsku, ferulinsku i
sinapinsku kiselinu u hidroksistirene (4-vinilfenol, 4-vinilgvajakol i 4-vinilkatehol) koji se onda
pomocu vinilfenol reduktaze prevode u odgovarajuce derivate etila (4-¢tilfenol, 4-etilgvajakol i 4-
etilkatehol).

OH OH OH
co,
R R R
—L. EEE—
Hidroksicimetna Vinilfenol
dekarboksilaza reduktaza
CH CH CH,
i 1 '
CH CH, CH,
|
COOH

Hidroksicimetna kisclina m Etil derivait

R=H:p EKumarinska » 4-vinilfenol » 4-erilfenol
R=0CH:: lferulinska ——» 4-vinilgvajalkol *  4-etilgvajakol
R=0H: kafeinska » 4-vinilkatehol > 4-etilkatehol

Slika 2. Nastajanje hlapivih fenola putem dekarboksilacije hidroksicimetnih kiselina (Oelofse i
sur., 2008).



2.4.2 Ostale nezeljene promjene u vinu

Uz nastanak hlapivih fenola, pod utjecajem kvasca iz roda Brettanomyces u vinu moze dodi i do
nastanka octene kiseline koja predstavlja 90 % hlapljive kiselosti vina (Van der Walt i Van
Kerken, 1958). Vino u kojem je prisutna poviSena razina octene kiseline ima aromu octa i
acetona.

Do nastanka octene kiseline dolazi u aerobnim uvjetima. Takoder novija istraZivanja pokazuju da
dostupnost kisika potiCe rast kvasca roda Brettanomyces prilikom proizvodnje vina (jer
omogucuje uvjete za rast i prezivljavanje) pa tako i sintezu octene kiseline. Zbog toga je
smanjivanje prisutnosti kisika tj. odrZavanje vina u anaerobnim uvjetima jedan od nacina da
proizvodnja octene kiseline bude mala ( Aguilar-Uscanga,1998) ili nikakva ( Blondin i sur.,
1982).

Kvasac Brettanomyces takoder ima sposobnost sinteze N-heterociklickih spojeva, tocnije 2-
etiltetrahidropiridina (ETHP) i 2-acetiltetrahidropiridina (ATHP). Te molekule su odgovorne za
tzv. * moussy off-flavor “ ,tj. za neugodnu misju aromu (Grbin i sur., 1996) koja se na nepcu
osjeca kada je vino ve¢ progutano ili ispljunuto, a osjet se moze zadrzati duze od 10 minuta.

Potrebni prekursori za sintezu ovih tetrahidropiridina su aminokiseline L-lizin i L-ornitin koje su
uobicajeno prisutne u mostu (Tucknot, 1977) te etanol (Hereztyn,1986). Za redukciju ove

neugodne pojave preporuca se izbjegavanje doticaja vina s kisikom.

Osim stvaranja nepozeljnih mirisa vina, kvasac Brettanomyces moze imati nepozeljan utjecaj i
na boju vina. To se dogada zbog hidrolize antocijana te otpustanja glukoze i destabilizacije
aglikona (Mansfield i sur., 2002). Hidrolizom glukoze dolazi do stvaranja oblika antocijana koji
moze biti konvertiran u bezbojnu pseudobazu Sto ima negativan utjecaj na boju vina (Mansfield i

sur., 2002). Uz promjenu boje, kvasac Brettanomyces ima utjecaj i na povecanje mutnoce vina.

2.5. Metode sprjecavanja rasta kvasca Brettanomyces bruxellensis

Koli¢ina hlapivih fenola nastalih u vinu direktno ovisi o udjelu hidroksicimetne kiseline,

kontaminaciji, tj. prisutnosti populacije kvasca B. bruxellensis te o sposobnosti akumulacije



nastalih hlapivih spojeva. Najpogodnija metoda suzbijanja rasta kvasca B. bruxellensis je
potpuna kontrola parametara koji utjeCu na njegov rast, obzirom da to ponekad nije moguce
potrebno je koristiti razlicite metode za ograniCavanje rasta, tj. inaktivaciju kvasca B.

bruxellensis.

2.5.1. Kemijske metode

NajceS¢a kemijska metoda za spreCavanje rasta neZeljenih mikroorganizama u vinu je upotreba
SO, koji je djelotvoran i prije i poslje fermentacije. SO, ima antioksidacijska i antimikrobna
svojstva, a najdjelotvorniji je u uvjetima niskog pH (< 3,5), kada je njegova koncentracija veca
od 30 mg/L pri temperaturi medija 10-15 °C. No, zbog nedovoljno provedenih studija postoje
opre¢na misljenja te je potrebno provesti dodatna istrazivanja. Posljednjih godina smanjena je
upotreba SO, kao sredstva za suzbijanje rasta kvasca Brettanomyces jer je utvrdena povezanost
prisutnosti SO, u vinu sa pseudo-alergijama i problemima u diSnom sustavu.
1961. godine predstavljen je polivinilpolipirolidon (PVPP) koji djeluje kao adsorbens u vinu i pivu
(McMurrough i sur., 1995). PVPP je sinteticki spoj s velikom molekulskom masom koji ima
afinitet prema fenolima male molekulske mase (npr. p-kumarinska kiselina) i medu njima dolazi
do nastajanja vodikove veze. Obicno se koristi u koli¢inama 12-72 g/hL, a te koli¢ine smanjuju
koli¢ine ukupnih polifenola, fenolnih kiselina, hidroksicimetnih kiselina, procijanida, katehina te
polifenolnih i proteinskih kompleksa.
Postoje joS i mnoga druga kemijska sredstva koja se koriste u svrhu suzbijanja rasta kvasca
Brettanomyces.
Neka od njih su: (1) ozon-efektivan je u suzbijanju mikroorganizama bez da interferira sa
fenolima

(2) dimetildikarbonat (DMDC) - efektivnost ovisi o koli¢ini etanola (Malfeito-
Ferreira i sur., 2004) te njegova uporaba nije dopustena u svim zemljama
(3) slabe kiseline (benzojeva kiselina, fumarinska kiselina) - smanjuje se aktivnost enzima koji
sudjeluju u nastanku hlapivih fenolnih spojeva te ne unistavaju mikroorganizme nego inhibiraju

njihov rast.



2.5.2. Bioloske metode

U novije vrijeme bioloske metode se smatraju pozeljnijom zamjenom za kemijske metode
( Santos i sur., 2011). Enrique i sur., 2008 su opisali alternativni pristup koji se temelji na
primjeni antimikrobnog peptida dobivenog iz prirodnog proteina. Rezultati istrazivanja su
pokazali da LfcinB17-31 ili pepsin LF hidrolizat (oba dobivena iz laktoferina) inhibiraju rast
kvasca Brettanomyces u laboratorijskim uvjetima ili u vinu.

Benito i sur., 2008 su predloZili jos jednu novu strategiju kako bi smaniili dostupnost prekursora
4-etilfenola u vinu. To su postigli formiranjem piroantocijana djelovanjem sojeva kvasca S.
cerevisiae sa visokom hidroksicimetnom dekarboksilnom (HcD) aktivnosti. Ta aktivnost znacajno
povecava nastanak vinilfenolnih piroantocijana te smanjuje konacnu koncentraciju 4-etilfenola i
4-etilgvajakola u vinu. Uporabom ove metode, koncentracija 4-etilfenola umanijila se za 70 %.
JoS jedna bioloska metoda suzbijanja rasta kvasca Brettanomyces je upotreba deacetiliranog
derivata hitina, hitozina. Osim Sto je efikasan u suzbijanju rasta kvasca Brettanomyces
upotrebaljava se i kao antimikrobno sredstvo u tretiranju mnogih patogenih mikroorganizama
poput Listeria monocytogenes, Salmonella typhimorium, Staphylococus aureus te Escheria coll.
U pojedinacnoj kulturi kvasca S. cervisiae i B. bruxellensis hitozin je produzio lag fazu rasta, a
brzina rasta je bila proporcionalna koncentraciji dodanog hitozina. U mjeSovitoj kulturi doslo je
do zaustavljanja rasta B. bruxellensis i B. anomalus dok je S. cerevisiae normalno rastao.
Utvrdeno je da bi se hitozin mogao Kkoristiti u suzbijanju Stetnih vrsti kvasaca tijekom

fermentacije, ali je njegovu aktivnost potrebno dodatno istraziti.

2.5.3. Fizikalne metode

NajéeS¢ée upotrebljavane fizikalne metode za sprjeCavanje rasta kvasca Brettanomyces su
separacija mikrobnih stanica od vina, CiS¢enje opreme za proizvodnju vina i sanitacija bacvi. U
novije vrijeme tim metodama se pribrajaju i uporaba pulsiraju¢eg elektricnog polja, ultrazvuka
visoke snage ili visokog hidrostatskog tlaka.

Kod filtracije je potrebno obratiti paznju na poroznost membrane (Zuehlke i sur., 2013). Problem
se javlja jer se stanice kvasca iz roda Brettanomyces mogu smanijiti pod odredenim uvjetima

(nakon izlaganja SO; ili ulaskom u vegetativno stanje). Zbog toga stanice mogu proci kroz pore



velicine 0,45 pm, koja se do nedavno smatrala efektivom za uklanjanje kvasca iz roda
Brettanomyces. Novija istrazivanja pokazuju da je za uklanjanje kvasca Brettanomyces najbolje
koristiti pore veli¢ine 0,22 um. Negativna posljedica filtracije, kao i bistrenja, je moguéi gubitak
boje (Suarez i sur., 2007) te smanjenje spojeva nositelja arome, estera te fenolnih spojeva (Peri
i sur., 1998, Moreno i Azpiliceuta, 2006).

Jos jedna metoda koja se Cesto koristi u prehrambenoj industriji je ultrazvuk cija je upotreba
relativno sigurna, ekoloski prihvatljiva te sluzi za kontrolu mikrobnog kvarenja soka od grozda ili
vina.

Ultrazvuk visoke shage karakterizira visoka frekvencija (20-100 kHz) te visoka snaga (10-1000
W/cm?). Prolaskom ultrazvucnih valova kroz tekucinu dolazi do formiranja te skupljanja i Sirenja
mjehuri¢a nakon ¢ega oni pucaju. Taj proces nazivamo kavitacijom (Maisonhaute i sur., 2002).
Pucanje mjehuri¢a uzrokuje nastanak lokaliziranih podrucja visoke temperature i tlaka, ¢ak 5
000 °C i 50 000 kPa (Rokhina i sur., 2009) te nastanak hidroksilnih radikala (Koda i sur., 2009).
Upravo ta podrucja visoke energije mogu uzrokovati pucanje stijenke mikrobne stanice Sto
povecava osjetljivost na hidroksilne radikale (McClements i sur., 1995).

Upotrebe ultrazvuka visoke snage u procesiranju hrane su razne, a ukljucuju otplinjavanije,
ekstrakciju, inaktivaciju enzima, CiS¢enje organskih i anorganskih povrsina. Dok se ultrazvuk
niske snage koristi kako bi se povecala mikrobna aktivhost u nekim sustavima,s druge strane
kavitacija kod ultrazvuka visoke snage je povezana sa uniStavanjem mikrobnih stanica( Pyasena
i sur., 2003).

Glavni parametri koji utjecu na inaktivaciju mikroorganizama ultrazvukom su vrijeme i amplituda
ultrazvucnog tretmana te temperatura i hidrostatski tlak medija (Alvarez i sur., 2002).

Dakle, inaktivacija se povecava:

(1) povecanjem vremena trajanja tretmana - vrijeme tretmana i rast kvasca imaju obrnuto
proporcionalan odnos

(2) povisenjem tlaka - povecava se broj mjehurica i jakost implozije (Whillock i Harvery, 1997)
(3) povecanjem amplitude - dolazi do povecanja broja mijehurica ili povecanja volumena
tekucine koja je sklona kavitaciji (Suslick, 1998)

(4) poviSenjem temperature- temperatura i ultrazvuk imaju sinergisticko djelovanje.

Ucinak ultrazvuka dodatno se pojacava kada se kombinira s drugim metodama dekontaminacije
poput ekstremnog pH, upotrebe antibiotika ili kloriranja. Glavni nedostatak primjene ove metode
su visoke temperature koje mogu dovesti do nepovoljnih utjecaja na profil arome i boje vina
(Boulton i sur., 1996)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizam B. bruxellensis

Pri izradi zavrSnog rada koriSten je kvasac B. bruxellensis CBS 2499 (iz zbirke mikroorganizama
Westerdijk Fungal Biodiversity Institute).

3.1.2. Vino

Pri izradi zavrSnog rada koristeno je mlado crno vino Cabaret Souvignon iz Slavonije, Hrvatska,

proizvedeno 2016 godine.

3.1.3. Kemikalije za pripremu hranjivih podloga

Za pripremu hranjivih podloga koristene su kemikalije navedene u tablici 2.

Tablica 2. Kemikalije koriStene za pripremu hranjivih podloga.

NAZIV PROIZVODAC
D(+)-glukoza, bezvoda Gram-mol d.o.0., Hrvatska
Pepton Biolife, Italija
Kvascev ekstrakt Biolife, Italija

Agar Biolife, Italija

Ortofosforna kiselina

Kemika, Hrvatska

Brettanomyces agar

Conda, Spain

Etanol, HPLC Cistoce

JT Baker, EU
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Ostale kemikalije

Tablica 3. Ostale kemikalije

NaCl p.a.

Fischer Chemical, EU

NaOH p.a.

Carlo Erba Reagens, EU

Etanol 96%

Gram-mol d.o.0., Hrvatska

3.1.4. Hranjive podloge

Tablica 4. Sastav cvrste YPD podloge

agar 20
glukoza 20
pepton 20

kvascev ekstrakt 10
destilirana voda 1000 mL

Tablica 5. Sastav tekuce YPD podloge

glukoza 20

pepton 20
kvascev ekstrakt 10
destilirana voda 1000 mL
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Tablica 6 . Sastav ¢vrste selektivhe Brettanomyces podloge

SASTOICI MASENA KONCENTRACIJA
(gL™)
dekstroza 10
pepton 5
kvascCev ekstrakt 3
sladni ekstrakt 3
kvasceva dusi¢na baza 3
kloramfenikol 0,1
bromkrezol zeleno 0,022
tiamin 0,02
kumarinska kiselina 0,1
cikloheksimid 0,01
agar 20
destilirana voda 1000 mL

Priprema:

44,2 g Brettanomyces podloge se izvaze u jednu litru destilirane vode, dobro promijesa i otopi
zagrijavanjem uz povremeno muckanje dok se potpuno ne otopi. Potom se doda 16 mL etanola
i dobro promjeSa. Zagrijava se joS 10 minuta te izlije u sterilne Petrijeve zdjelice. Tako

pripremljene ploce trebaju se Cuvati na temperaturi 8 °C -15 °C.

3.1.5. Otopine

® 0,9 % fizioloska otopina
9 grama natrijevog klorida (NaCl) otopi se u 1000 mL destlirane vode

® 10 M NaOH

40 grama natijevog hidroksida (NaOH) otopljenog u 100 mL destilirane vode
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3.1.6. Instrumenti

Sterilni mikrobioloski kabinet, Klima oprema, Hrvatska
Centrifuga, Rotina 380 R, Hettich, Njemacka

Vaga, Sartorius, Njemacka

Vorteks, Ika, Njemacka

Autoklav, Sutjeska, Srbija

pH metar, Inolab, Njemacka

Ultrazvucni procesor S-4000, Misonix Sonicators, Newtown, USA

Vodena kupelj, Ika, Njemacka

3.1.7. Laboratorijsko posude i pribor

® Menzure, ¢ase, odmijerne tikvice
® Staklene bocice
® Stalak za epruvete
® Termometar
® Erlenmeyerove tikvice
® Staklene pipete (1 mLi 10 mL) i propipete
@ Sterilni tipsevi za mikropipete
® Plasti¢ne Petrijeve zdjelice
® Mikropipete 100 pL i 1000 pL
® Eppendorf epruvete od 1,5 mL
® Stalak za Eppendorf epruvete
® Bunsenov plamenik
® Pinceta
3.2. Metode

3.2.1. Cuvanje i odrzavanje kvasca B. bruxellensis

Radna kultura kvasca B. bruxellensis ¢uvana je na kosom agaru (YPD) u hladnjaku na
temperaturi +4 °C. Svakih 30 dana kvasac je precijeplien na svjeze pripremljeni kosi agar.
Nakon inkubacije na temperaturi od 24 °C tijekom 7 dana ponovo je ¢uvan u hladnjaku pri +4

°C. Trajna kultura ¢uvana je u 20 % glicerolu na -80 °C.
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3.2.2. Uzgoj inokuluma

Uzgoj kvasca B. bruxellensis proveden je u nekoliko koraka. Najprije je kvasac B. bruxellensis
rastao u Erlenmayerovoj tikvici s 50 mL tekuce YPD podloge u termostatu pri 28 °C. Zatim je
YPD podloga s 4 % etanola inokulirana s 10 % tako uzgojene kvasceve suspenzije. Nadalje je
10 % kvasceve suspenzije iz YPD podloge s 4 % etanola preneseno u YPD podlogu s 8 %
etanola. Nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta 10 % kvasceve suspenzije iz YPD podloge s 8 %
etanola preneseno je u YPD podloge s 12 % etanola. Rast kvasca je pracen mjerenjem opticke

gustoce na 600 nm te nacjepljivanjem na cvrste YPD podloge.

3.2.3. Priprema vina za tretman termosonifikacijom (ultrazvukom visoke snage u
kombinaciji s poviSenom temperaturom)

Stanice kvasca B. bruxellensis izdvojene su centrifugiranjem iz podloge pri 4000 x g tijekom 10
minuta i inokulirane u crno vino kako bi se postigla pocetna koncentracija stanica od 6 log
CFU/mL. Prije inokulacije odredenim uzorcima vina (tablica 7) korigiran je pH dodatkom 10 M
NaOH otopine i /ili je dodan Secer (glukoza).

Pocetna koncentracija stanica u vinu odredena je brojanjem poraslih kolonija na selektivnim
Brettanomyces podlogama. Inokulacija vina je provedena 24 sata prije tretmana, a boce su
inkubirane na 20 °C + 2 °C. Prije uzimanja uzoraka suspenzija kvasca B. bruxellensis u vinu je

dobro homogenizirala.

15



Tablica 7. Oznake ispitivanih uzoraka vina za tretman termosonifikacijom (ultrazvukom visoke

snage u kombinaciji s poviSenom temperaturom)

VARIJANTA pH DODATAK SECERA ALKOHOL
(g/L) (%)
1 3,5 13
2 3,7 13
3 3,9 13
4 3,5 4 13
5 3,7 4 13
6 3,9 4 13

3.2.4. Tretman termosonifikacijom (ultrazvukom visoke snage u kombinaciji s
poviSenom temperaturom)

Uzorak inokuliranog crnog vina (200 mL) je uliven u staklenu ¢asu od 250 mL koja je sluzila kao
komora u kojoj se provodio tretman. Za tretman je koristen ultrazvucni proces snage 600 W i 20
kHz. U uzorak je uronjena sonda (promjera=12,7 mm) i centrirana na sredinu Case. Koristena je
amplituda ultrazvucnog vala od 100 % Sto iznosi 120 um za sondu promjera 12,7 mm. Uzorci su
prije tretmana zagrijani u vodenoj kupelji oko 2 minute do 43 °C, a ultrazvucni tretman se
provodio 1,2 i 3 minute. Svi uzorci su radeni u tri ponavljanja. Tijekom ultrazvucnog tretmana

temperatura je odrzavana na 43 °C, a to se postizalo dodavanjem leda i vode.
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Slika 3. Ultrazvucni procesor S-4000, Misonix Sonicators, Newtown, USA

3.2.5. Odredivanje fizikalno-kemijskih karakteristika vina

Fizikalno-kemijski parametri vina (pH, ukupna i hlapljiva kiselost, reducirajuci Seceri te sadrzaj
alkohola) odredeni su prije inokulacije pomocu FTIR spektroskopije (Bacchus II, Microdom).
Odredivanje ukupnog i slobodnog sumporovog dioksida je provedeno na uredaju za mjerenje
sumporovog dioksida (LDS Sulfilyser, Laboratoires Dujardin-Salleron, Noizay, Francuska)
titracijom otopinom jodi /jodata pri ¢emu se jod reducira, a sumporov dioksid oksidira, uz

potenciometrijsko odredivanje krajnje tocke titracije pomocu LED indikatora.

3.2.6. Odredivanje broja stanica kvasca B. bruxellensis

Broj stanica odredivan je tijekom faze pripreme inokuluma te prije i nakon tretmana
ultrazvukom visoke snage. Broj stanica odredivan je nacjepljivanjem decimalnih razrjedenja na
Cvrste YPD ili Brettanomyces podloge. Decimalna razrijedenja su pripremljena u plasticnim

kivetama na nacin da je volumen od 100 pL kvasceve suspenzije pomijesan s 900 L sterilne
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fizioloSke otopine za prvo razrjedenje. Volumen od 100 pL tako pripremljenog decimalnog
razrjedenja prenesen je u novu fizioloSku otopinu volumena 900 pL kako bi se dobilo drugo
decimalno razrjedenje. Postupak je ponavljan do cCetvrtog razrjedenja. Volumeni od 10 pL
svakog decimalnog razrjedenja su nacjepljeni na krute YPD podloge odnosno Brettanomyces
podloge. Nakon 7 — 10 dana inkubacije pri 24 °C izbrojane su izrasle kolonije. Porasle kolonije
su brojane u onom decimalnom razrjedenju unutar kojeg je poraslo izmedu 10 i 50 kolonija.
Broj poraslih kolonija (engl. Colony Forming Unis, CFU), predstavlja srednju vrijednost tri
paralelna nacjepljenja. Na osnovu izbrojenih kolonija izracunat je broj stanica u mL podloge
odnosno vina. Ukupni broj izrazava se kao logaritam broja stanica (log CFU/mL).

Formula za izracun broja stanica:

CFU = brOJpgrqsllhkolonzja
upotrebljenivolumenuzorka

X reciprocnavrijednostdecimalnograzrjedenja

3.2.7. Senzorsko ocjenjivanje tretiranih vina prema Triangl testu

Ocjenjivanje vina, provedeno je na sobnoj temperaturi (20-22 °C) i u vremenskom periodu od
13 do 15 h. Uzorci vina prezentirani su senzori¢arima na isti nacin: 30 mL uzorka stavi se u
prozirne staklene ¢ase za degustaciju vina (ISO 3591, 1977), kodirane troznamenkastim brojem,
nakon Cega se poklope plasticnom Petrijevom zdjelicom. Kandidati su dobili zadatak da od tri

uzorka (od kojih su dva potpuno ista) izaberu onaj koji je razli¢it od preostala dva.
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TRIANGL TEST

Ime i prezime:
Datum:

Zadatak: Zaokruiite uzorak koji se razlikuje od preostala dva i poku3ajte opisno navesti razlike.

105 289 734
263 869 262
035 786 365
415 602 974
032 101 251

Slika 4. Obrazac za triangl test

Statisticka obrada triangl testova temelji se na upotrebi Chi-square ( x* ) testa (Amerine i
Roessler, 1983):

2_(a—rb)2
X= r(axb)

a - broj neispravnih odgovora u oznacavanju identi¢nih uzoraka
b - broj ispravnih odgovora u oznacavanju identi¢nih uzoraka

r - keoficijent vjerojatnosti prema b (r = 2, buduci da je moguce izvrsiti tri razlicita izbora od
kojih je samo jedan ispravan).
Hipoteza se prihvaca u sluaju kad je x> > 3,84 (p < 0,05), odnosno izmedu ocjenjivanih

uzoraka postoji statisticki znacajna razlika.

19



4. REZULTATI I RASPRAVA

Za pripremu uzoraka za ispitivanje utjecaja kemijskog sastava vina na inaktivaciju kvasca B.

bruxellensis termosonifikacijom (ultrazvukom visoke snage u kombinaciji s povisenom

temperaturom) koristeno je crno vino sljedecih fizikalno-kemijskih karakteristika (tablica 8).

Tablica 8. Fizikalno-kemijski parametri crnog vina koriStenog za pripremu varijacija u

kemijskom sastavu vina

PARAMETAR CRNO VINO
slobodni SO, (mg/L) 11
ukupni SO, (mg/L) 23
alkohol (%) 13
ukupna kiselost (g/L kao vinska) 6,4
hlapiva kiselost (g/L kao octena) 0,59
pH 3,4
reducirajuci Seceri (g/L) 3,7
Jabucna kiselina (g/L) 0,5
Mlije€na kiselina (g/L) 1,5

Kakvoéa vina utvrduje se na osnovi kemijskih analiza, mikrobioloskih ispitivanja, ispitivanju

ponasanja vina pri izlaganju zraku ili niskim i visokim temperaturama, organoleptickih ispitivanja

te odnosa pojedinih sastojaka u vinu bitnih za pojedino vino. Na temelju ¢lanka 56. stavka 1.

Zakona o vinu ("Narodne novine", br. 34/95) dopustene propisane vrijednosti iznose:

e slobodni SO, <350 mg /L
e ukupni SO, <30 mg/L

e alkohol <15 %
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e ukupna kiselost(g/L kao vinska kiselina) 4,5-14 g/L
¢ hlapiva kiselost( g/L kao ocetna kiselina) < 1 g/L

e pH3,0-3,8

e reducirajuci Seceri (g/L) 4-9 g/L

Usporedbom dobivenih vrijednosti parametara sa dopustenim propisanim vrijednostima vidljivo
je da su sve vrijednosti u crnom vinu koriStenom u ovom radu unutar granica tj. da je vino

sigurno za stavljanje na trziste i konzumaciju ( "Narodne novine", br. 34/95).

U svrhu utvrdivanja utjecaja pH vina na inaktivaciju kvasca B. bruxellensis primjenom

termosonifikacije pracena je prisutnost kvasca B. bruxellensis prije i nakon tretmana (slika 5).

broj stanica [log (CFU/mL)]

pH 3,5 pH 3,7 pH 3,9

karakteristike vina

W prije tretmana  m nakon zagrijavanja 1 min tretmana
2 min tretmana M 3 min tretmana

Slika 5. Prisutnost kvasca B. bruxellensis u vinu razli¢éitog pH prije i nakon tretmana

termosonifikacijom

Pocetni broj stanica kvasca B. bruxellensis krece se od 6,2 log CFU/mL do 6,5 log CFU/mL.
Zagrijavanjem uzorka inokuliranog vina na temperaturu od 43 °C doslo je do smanjenja broja
stanica kvasca B. bruxellensis za oko 1 log CFU/mL na 5,4 log CFU/mL kod pH vina 3,5i 3,7
odnosno na 5,2 log CFU/mL kod pH vina 3,9. Nakon 1 minute tretmana termosonifikacijom broj
stanica kvasca B. bruxellensis smanjio se za oko 2 log CFU/mL i iznosi 3,4 log CFU/mL kod pH

vina 3,5 te 3,1 log CFU/mL kod pH vina 3,7 i 3,9. Daljnim produZivanjem tretmana na 2 minute
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uocen je daljni pad broja stanica kvasca za oko 1 log CFU/mL i iznosi od 2,1 log CFU/mL kod pH
vina 3,7 do 2,7 log CFU/mL kod pH vina 3,5. Kod sve tri vrijednosti pH vina nakon 3 minute
tretmana nije uocen rast kvasca B. bruxellensis. 1z dobivenih podataka vidljivo je i povecanje
inhibicije rasta proporcionalno s vremenom provodenja tretmana te da se nakon 3 minute
tretmanom termosonifikacijom (ultrazvukom visoke snage u kombinaciji s poviSenom
temperaturom) potpuno inhibira rast kvasca B. bruxellensis. Dobiveni rezultati slazu se s
istrazivanjima za inaktivaciju kvasca S. cerevisiae u vinu koji su proveli Cacciola i sur., 2013. S
druge strane, Luo i sur., 2012 zabiljezili su znacajnu inaktivaciju kvasca B. bruxellensis u vinu
(oko 2.15 log CFUmML™) nakon 20 minuta tretmana ultrazvukom visoke snage na 23 — 25 °C ,no

oni su u svom radu koristili ultrazvuk vece frekvencije (24 Hz).

Nadalje kako bi se utvrdilo da li prisutnost SeCera moze utjecati na inaktivaciju kvasca B.
bruxellensis primjenom termosonifikacije praéena je prisutnost kvasca B. bruxellensis prije i

nakon tretmana u uzorcima vina gdje je dodan Seer (glukoza) u koncentraciji od 4 g/L (slika 6).
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- 1
pH 3,5+4g/L Secera pH 3,7+4g/L Secera pH 3,9+4g/L Secera

karakteristike vina

M prije tretmana  m nakon zagrijavanja m 1 min tretmana
2 min tretmana M 3 min tretmana

Slika 6. Prisutnost kvasca B. bruxellensis u vinu razli¢itog pH i uz dodatak 4 g/L Secera prije i

nakon termosonifikacije

Pocetni broj stanica kvasca B. bruxellensis je podjednak u svim ispitivanim uzorcima i iznosi oko
6,2 log CFU/mL. Zagrijavanjem uzorka inokuliranog vina na temperaturu od 43 °C doslo je do
smanjenja broja stanica kvasca B. bruxellensis za oko 1 log CFU/mL na 5,4 log CFU/mL kod pH
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vina 3,5 i na 5,2 log CFU/mL kod pH vina 3,7 i 3,9. Nakon 1 minute tretmana termosonifikacijom
broj stanica kvasca B. bruxellensis smanjio se za oko 2 log CFU/mL i iznosi 3,4 log CFU/mL kod
pH vina 3,5 i 3,9 dok se kod pH vina 3,7 smanjio za 2,6 log CFU/mL i iznosi 2,5 log CFU/mL.
Daljnim produZivanjem tretmana na 2 minute uocen je daljni pad broja stanica kvasca za oko 1
log CFU/mL i iznosi od 1,6 log CFU/mL kod pH vina 3,7 do 2,7 log CFU/mL kod pH vina 3,9.
Nakon 3 minute tretmana termosonifikacijom broj stanica kvasca B. bruxellensis smanjio se za
oko 1,5 log CFU/mL i iznosio 0,5 log CFU/mL kod pH vina 3,5 do 1,0 kod pH vina 3,9. Znacajniji
utjecaj Secera na smanjenje inaktivacije stanica kvasca B. bruxellensis uocen je tek nakon 3
minute tretmana. Rezek Jambrak i sur., 2017 su ocili da inaktivacija mikroorganizama ovisi o
viSe razli¢itih parametara, poput sastava medija u kojem se nalaze mikroorganizmi, vrsti

mikroorganizama kao i primjenjenoj amplitudi ultrazvuka te vremenu tretiranja.

Nadalje, kako bi se ispitao utjecaj termosonifikacije na senzorske karakteristike vina pracene su

senzorske promjene vina pomocu triangl testa (tablica 9).

Tablica 9. Senzorske karakteristike tretiranih vina odredene Triangl testom

TRIANGL TOCAN ODGOVOR POSTOTAK TOCNIH
ODGOVORA ( %)
1- vino pH 3,5 A 50
2-vino pH 3,7 B 25
3-vino pH 3,9 C 33,3
4-vino pH 3,5 + 4 g/L Secera B 46
5-vino pH 3,7 + 4 g/L Setera C 38,5
6-vino pH 3,9 + 4 g/L Secera B 23

Nadalje, kako bi se ispitao utjecaj termosonifikacije na senzorske karakteristike vina prac¢ene su
senzorske promijene vina (boja i miris) pomocu triangl testa (tablica 9). Tijekom senzorskog
ocjenjivanja kandidati su od tri ponudena uzorka trebali izabrati onaj koji se razlikuje od
preostala dva. Najveéi postotak tocnih odgovora bio je kod vina Ciji pH iznosi 3,5 sa i bez
dodatka Secera. Najmanji broj tocnih odgovora je kod vina sa pH 3,9 uz dodatak Secera. Maniji

broj tocnih odgovora ukazuje da se razlika izmedu tretiranih i ne tretiranih vina teze uocava.
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5. ZAKLJUCAK

e Upotreba termosonifikacije (ultrazvuka visoke snage u kombinaciji s poviSenom
temperaturom) uzrokuje inaktivaciju stanica kvasca B. bruxellensis.

e Termosonifikacija u trajanju od 3 minute uzrokuje potpunu inaktivaciju stanica kvasca B.
bruxellensis u vinima razli¢itog pH.

e Variranje pH vrijednosti (3,5- 3,9) vina nema znacajnijeg utjecaja na inaktivaciju stanica
kvasca B. bruxellensis.

e Koncentracijia Se¢era u vinu od 4 g/L smanjuje ucinkovitost termosonifikacije na
inaktivaciju stanica kvasca B. bruxellensis .

o Senzorski nije utvrden negativan utjecaj termosonifikacije na senzorske karakteristike
vina.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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