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1. Uvod

Proizvodnja vina dugotrajan je proces koji ukljucuje razlicite tehnike, varijable i tretmane
kojima se oblikuje konacni proizvod. Okusna, aromaticna i vizualna svojstva te ukupni dojam
vina nastoje se odrzati na najboljoj mogucoj razini. Neka od tih svojstava usko su povezana s
proteinima u vinu koji utjecu na stabilnost bijelih vina tijekom skladistenja (Waters i sur.,
2005).

Bistroca vina, osobito bijelih vina, vrlo je vazna vecini potrosaca. Zamuéenje u bijelom vinu
vizualno je nepozeljno, a moze se pojaviti uslijed neprikladnih uvjeta skladistenja i transporta.
Nuzno je sprijeCiti pojavu zamucenja, jer se zamucéeno vino ne moze plasirati na trziste (Pocock
i sur., 2011). Prije punjenje vina u boce, potrebno je osigurati njegovu stabilnost. Stabilno
bijelo vino je bistro i nema vidljivog taloga pri punjenju, transportu niti skladistenju (Van
Sluyter i sur., 2015). UobicCajeni razlozi pojavi zamucéenja i taloga su narusavanje
mikrobioloske, tartaratne i proteinske stabilnosti (Ribereau-Gayon i sur., 2006). No, proteinsko
zamucenije jedno je od kljucnih nestabilnosti u proizvodnii bijelih vina (Pocock i sur., 2011).

Bistrenje je proces dodavanja tvari koje izazivaju precipitaciju Cestica u otopini i poticu
njihovo taloZenje. Bistrenje bentonitom provodi se dodavanjem bentonita u most i/ili vino s
ciliem smanjenja udjela (nestabilnih) proteina, a ¢ime se smanjuje i mogucnost pojavljivanja
zamucenja u vinu (Lira i sur., 2015; Waters i sur., 2005). Sredstva za bistrenje mogu djelovati
nepredvidivo i rezultirati prebistrenjem, stvaranjem prekomijerne koli¢ine taloga i gubitkom
kvalitete vina (Sanborn i sur., 2010). Tako i primjena bentonita ima negativne strane, npr.
znacajni su gubici volumena vina (3-10%) zbog slabog taloZenja, a osim toga bentonit nije
selektivan/specifican i moze ukloniti proteine koji inace doprinose pozeljnim svojstvima vina te
pozeljne tvari arome, okusa i boje (Waters i sur., 2005), osobito ako se prekomijerno
upotrebljava. Uklanjanje navedenih nedostataka standardne primjene bentonita od velikog je
interesa za proizvodace te predstavlja veliki izazov znanstvenicima i strucnjacima koji nastoje
pronadi djelotvornija alternativna bistrila ili razviti protokole s manjim potrebama za
bentonitom. Unato¢ svim potencijalnim negativnim stranama, bentonit je joS uvijek naj¢esce
koriSteno sredstvo za bistrenje (Lira i sur., 2014; 2015) i najucinkovitije za stabilizaciju vina
djelovanjem na proteine (Chagas i sur., 2012). UcCinkovitost, jednostavnost primjene i nizi
troskovi povezani s njegovom primjenom, glavne su prednosti bentonita zbog kojih je vrlo

Cesto u upotrebi (Waters i sur., 2005).



2. Bentonit - struktura i svojstva

Bentonit, alumosilikatna glina, dioktaedarski smektit, pripada skupini slojevitih silikata ili
filosilikata. Tetraedar od kisikovih atoma sa silicijevim atomom u srediStu, osnovna je
strukturna jedinica silikata. Dio silicijevih atoma moze biti zamijenjen nekim drugim atomima,
najesSce aluminijevima pa se takvi silikati nazivaju alumosilikatima. Tetraedri se preko
zajednickoga kisikovog atoma mogu medusobno povezivati na razlicite nacine, pri ¢emu
stvaraju strukturno i kemijski raznovrsne spojeve. Prema nacinu povezivanja [SiO4]-tetraedara
silikati se dijele u Sest skupina. Kod filosilikata tetraedri su u ravnini povezani u sloj i sa
susjednim tetraedrima dijele tri kisikova atoma. Bentonit je uglavnom sastavljen od minerala
montmorilonita, sastava (Na, Ca)o,33(Al, Mg).Sis010(OH); - n H,O (Anonimus 1, 2020). Ima 2:1
strukturu tetraedarskih i oktaedarskih slojeva tako da je izmedu dva tetraedarska sloja jedan
oktaedarski sloj (Slika 1; Ismadji i sur., 2015).
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Slika 1. Prikaz strukture montmorilonita (Ismadji i sur., 2015)

Svojstva povrsine minerala gline ovise o kemijskom sastavu, povrsinskim atomima, kolicini
i vrsti naboja te wvrsti izmjenjivih kationa. Naboj kisikovih atoma ovisi o razlici
elektronegativnosti izmedu kisika i atoma s kojima je vezan. Sto je veca razlika njihove
elektronegativnosti, veéi je ionski karakter veze. U smektitu je planarna povrsina negativno



nabijena. Hidrofobnost i hidrofilnost povrsine pod utjecajem su atoma metala vezanih na kisik.
Kada nema izomorfne supstitucije, Si-O veze prevladavaju u tetraedarskom sloju, a Al-O veze
u oktaedarskom sloju i povrsina je hidrofobna. Kada dolazi do supstitucije trovalentnih kationa
sa Si** u tetraedrima i dvovalentnih kationa s A** u oktaedrima, javlja se hidrofilnost i prisutni
su izmjenjivi kationi. Negativni naboj, koji proizlazi iz izomorfnih supstitucija, balansiran je
prisutnim izmjenjivim kationima (Na*, Ca?*, Mg?* i K*) u prostoru izmedu slojeva i na vanjskim
povrsinama Cestica gline te se moze otpustati u medij (npr. vino) (Lambri i sur., 2016).

Od svih glina, smektiti imaju najve¢u mo¢ bubrenja. Molekule vode koje se okupljaju oko
izmjenjivih kationa, povezuju se s glinom vodikovim vezama, dipolnim privlacenjem i van der
Waalsovim interakcijama te proSiruju prostor izmedu slojeva. Ekspanzija ili bubrenje ovisi o
prisutnim kationima, ionskoj jakosti medija i drugim faktorima. Molekule vode negativnim se
dijelom dipola okre¢u prema kationu i pritom oslabljuju elektrostatske interakcije s nabijenim
slojem Cime se povecava razdvajanje izmedu dva sloja. Kationi s povrSine mogu se zamijeniti
kationima u okolnom mediju. Smektit moZe nabubriti tako da odrzi svoju strukturu ili se
struktura raspada i slojevi razdvoje. Natrijev i kalcijev bentonit razliCiti su prema mogucnosti
bubrenja. Natrijev bentonit jace bubri od kalcijevog i ¢eSce dolazi do raspada strukture. Koli¢ina
Na* potrebnog za kompenziranje negativhog naboja povrsine dvostruko je veéa od potrebne
koli¢ine Ca?* jer Na* ima dvostruko manji naboj od Ca?*. Na temelju ionskog polumjera
hidratiziranih kationa, broj molekula vode koje se mogu umetnuti u prostor izmedu slojeva
tijekom mocenja vedi je u prisustvu Na* nego u prisustvu Ca?*. Strukturu mogu sacinjavati i
terminalne OH skupine koje nose naboj ovisan o vrsti metalnog iona za koji su vezane i pH
vrijednosti medija.

Da bi bili optimalnih karakteristika za primjenu u odredene svrhe, bentoniti se podvrgavaju
mineralnoj aktivaciji ili organskoj modifikaciji. U procesu mineralne aktivacije, vlazan mulj
zagrijava se na 80 °C u prisutnosti Na,COs pri ¢emu se Ca?* ioni taloZe u obliku CaCO;s te se
meduslojni i povrsinski Ca?* zamjenjuju s Na* ionima. Tako se povecava moc¢ bubrenja i
poboljSava adsorpcija proteina iz vina. Alkalna aktivacija magnezijem takoder omogucuje
znacajne promijene viskoznosti, pH, kapaciteta izmjene kationa i strukture. Organska
modifikacija kiselinama (HCI i H,SO4) provodi se na bentonitima koji svoju primjenu nalaze u
uklanjanju teskih metala i organskih spojeva (fenola) iz vode (Lambri i sur., 2016).



3. Proteini u vinu

Proteinski sastav razlikuje se od vina do vina jer ovisi o viSe faktora - karakteristikama
berbe, sorti grozda, tretmanima prije i poslije fermentacije. Proteini su najvaznija frakcija
koloida mosta i vina jer imaju glavnu ulogu u nastanku zamuéenja, a pretpostavlja se da i neki
drugi faktori utjeCu na stvaranje zamuéenja - sulfati, ionska jakost, fenolni spojevi, organske
kiseline, pH vrijednost (Waters i sur., 2005).

Taumatinu sli¢ni proteini (thaumatin-like proteins, TL proteini), neke hitinaze te manje
istrazivane B-glukanaze - proteini povezani s patogenezom grozda - najnestabilniji su proteini
bijelih vina (Sauvage i sur., 2010). Uz njih se jos spominju i lipid transfer proteini, ali ne i kao
znacajni u pojavi zamucenja. Proteini patogeneze stalno nastaju tijekom sazrijevanja grozda i
mogu biti prisutni u visokim koncentracijama neovisno o izloZenosti patogenima (Pocock i sur.,
2000).

Proteinima najodgovornijima za nastanak zamucenja smatraju se TL proteini, koji Cine ve(i
dio ukupnih proteina u vinu i grozdanom soku (Vincenzi i sur., 2011). Uz njih su odgovorne i
najzastupljenije hitinaze (Pocock i sur., 2000; Marangon i sur., 2011; Vincenzi i sur., 2011). Te
su grupe proteina molekulske mase manje od 35 kDa, kompaktne globularne strukture
(Marangon i sur., 2014), pozitivho su nabijene pri pH vrijednosti vina i podnose uvjete niskog
pH u groZzdanom soku i vinu (Waters i sur., 2005). Stabilni su tijekom vinifikacije jer su otporni
na proteolizu i kisele pH uvjete, ali tijekom vremena i u uvjetima poviSene temperature mogu
denaturirati i stvarati netopljive agregate koji rasprsuju svjetlost i vino ¢ine zamuéenim (Slika
2) te precipitirati tvoreci nepriviacan talog (Van Sluyter i sur., 2015).

Suprotno tome, glikoproteini velike molekulske mase porijeklom iz kvasca i grozda
pokazuju stabilizirajuci ucinak u bijelim vinima i smatraju se faktorima zastite od zamucenja
(Waters i sur., 2005). Manoproteini mogu biti u interakciji sa spojevima arome i tako utjecati
na profil aroma konacnog proizdvoda (Chalier i sur., 2007).

Proteinska stabilnost nije u dobroj korelaciji s ukupnom koncentracijom proteina jer se
pojedinacni proteini razli¢ito ponasaju (Hsu i sur., 1987). Nestabilni proteini mogu se taloZiti i
stvarati zamucenje Cak i kad su prisutni u malim koncentracijama (Waters i sur., 1991).
Potencijal zamuéenja zapravo ovisi o sastavu proteina na pocetku vinifikacije, odnosno omjeru

nestabilnih proteina i proteina koji djeluju stabilizirajuce (Vincenzi i sur., 2011).
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Slika 2. Prikaz mehanizma razmatanja i agregiranja toplinski nestabilnih proteina u vinu
(Van Sluyter i sur., 2015)

4. Spojevi arome u vinu

Aroma vina razvija se nizom razli¢itih procesa koji uklju¢uju metabolicke reakcije u grozdu
ovisne o sorti, tipu tla, klimatskim uvjetima i vinogradarskim postupcima, biokemijske
fenomene (oksidacija, hidroliza) prije fermentacije potaknute ekstrakcijom soka i maceracijom,
fermentativni metabolizam mikroorganizama odgovornih za alkoholnu i malolakticku
fermentaciju te kemijske i enzimske reakcije nakon fermentacije, tijekom dozrijevanja vina u
bacvi i boci. Na aromu vina koje dozrijeva u drvenoj bacvi, utjeCu i mirisni spojevi koje otpusta
(hrastova) bacva. Najvecu ulogu u odredivanju kvalitete i karaktera vina s obzirom na
podrijetlo imaju spojevi iz grozda. Oni su odgovorni za sortnu aromu vina, medutim, spojevi
arome vina mogu se razlikovati od slobodnih spojeva arome grozda (Ribereau-Gayon i sur.,
2006).

4.1. Spojevi sortne arome

Aroma grozda razvija se tijekom rasta bobica i bitno doprinosi okusu i svojstvima vina,

osobito kod aromaticnih sorti. Most i vino aromaticnih sorti (npr. Muskat) imaju slian sastav



spojeva arome, dok su mostovi mnogih manje aromatic¢nih sorti gotovo bez mirisa, ali njihova
vina su karakteristicnih aroma (npr. Merlot, Cabernet sauvignon, Chardonnay, razli¢ite Pinot
sorte i dr.). U vinarstvu je, stoga, vazan koncept prekursora spojeva sortne arome, bezmirisnih
spojeva iz kojih nastaju spojevi sortne arome. Pojam sortne arome ne znaci da svaka sorta
ima specifi¢an sadrzaj hlapljivih spojeva — isti mirisni spojevi i njihovi prekursori nalaze se u
mostovima i vinima viSe sorti grozda pa ¢ak i kod drugih biljnih vrsta. Aromatska posebnost
vina razlicitih sorti rezultat je beskonacnih kombinacija kvalitativnog sastava i koncentracija
spojeva (Ribereau-Gayon i sur., 2006).

Terpeni, jedna od glavnih skupina spojeva sortne arome, prisutni su u slobodnom obliku i
(uglavnom) kao glikozilirani bezmirisni prekursori. Odgovorni su za karakteristicnu aromu
grozda i vina sorte Muskat, a u manjim koncentracijama ima ih i u drugim, manje aromati¢nim
sortama. Sortnoj aromi doprinose i norizoprenoidi koji nastaju kemijskom ili enzimskom
razgradnjom karotenoida u grozdu i takoder se javljaju u obliku glikoziliranih prekusora.
Promjenjive koncentracije C-13 norizoprenoida, kao Sto je B-damaskenon, mogu pojacati
vocne note, ¢ak i u nizim koncentracijama, i odgovorni su za aromu vina Cabernet sauvignon
i drugih sorti koje nisu poznate po cvjetnim notama. Rijetko se u ovoj skupini nalaze i
metoksipirazini i sumporni spojevi s tiolnim funkcionalnim skupinama. Metoksipirazini se vezuju
uz zelene i biljne arome Cabernet sauvignona, Sauvignon blanca, Cabernet franca i Merlot
noira, a prisutni su u slobodnom obliku u grozdu. Tioli su osobito karakteristicni za Sauvignon

blanc sortu i u obliku su S-cistein konjugata (Ribereau-Gayon i sur., 2006).

4.2. Spojevi fermentativhe arome

Kompleksnost arome jako se povecava tijekom alkoholne fermentacije kada dolazi do
sinteze vaznih hlapljivih spojeva i otpustanja prekursora nekih spojeva sortne arome (Swiegers
i sur., 2005). Koji se hlapljivi spojevi sintetiziraju i u kojoj kolicini, ovisi 0 mnogim faktorima,
npr. o sadrzaju dusika u mostu, temperaturi fermentacije i soju kvasca. To su spojevi u Sirokom
rasponu polarnosti, topljivosti i hlapljivosti. Najvazniji hlapljivi spojevi koje sintetiziraju vinski
kvasci ukljucuju vise alkohole, srednjelancane i dugolan¢ane masne kiseline, acetatne estere,
etil estere i aldehide (Molina i sur., 2007).

Glavni visi alkoholi su 1-propanol, izobutanol, amilni alkohol, izoamilni alkohol, 2-
feniletanol. Nastaju metabolizmom ugljikohidrata ili transformacijom odgovarajucih
aminokiselina (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).



Kvasci proizvode malu koli¢inu octene kiseline, ali ona ukazuje i na bakterijsku aktivnost u
vinu i njegovo kvarenje, bas kao i propionska i maslacna kiselina. Octena kiselina je
dominirajuca sastavnica hlapljive kiselosti vina. Za ukupnu aromu vina vazne su srednjelancane
masne kiseline (npr. kapronska, kaprilna i kaprinska kiselina) koje su meduprodukti biosinteze
dugolancanih masnih kiselina (Jackson, 2008).

Acetatni esteri viSih alkohola (npr. 2-metilpropil acetat, 3-metilbutil acetat, heksil acetat i
2-feniletil acetat) i etilni esteri masnih kiselina (npr. etil kaproat i etil kaprilat) odgovorni su za
voénu aromu vina. Osim esterifikacijom pomocu enzima tijekom fermentacije, mogu nastati i
kemijskom esterifikacijom tijekom dozrijevanja vina.

Acetaldehid je najvazniji od karbonilnih spojeva u koje se joS ubrajaju aldehidi i ketoni
(Ribereau-Gayon i sur., 2006).

5. Djelovanje bentonita na sastojke mosta i vina

Osnovna namjena primjene bentonita u vinarstvu je dobivanje proteinski stabilnih vina, tj.
uklanjanje proteina koji bi kasnije u odredenim uvjetima mogli dovesti do pojave zamucenja
(Slika 3; Van Sluyter i sur., 2015). Medutim, osim proteina, bentonitom se mogu ukloniti i
fenolni spojevi (Salazar i sur., 2006) te spojevi arome (Lira i sur., 2015). Njihovo uklanjanje
moze biti neizravno, uslijed interakcije s proteinima, ili izravno, adsorpcijom na povrSinu
bentonita (Lambri i sur., 2010).

Slika 3. Bijelo vino izbistreno bentonitom (lijevo) i netretirano zamuéeno vino (desno)
(Van Sluyter i sur., 2015)



5.1. Utjecaj bentonita na proteine

Proteinska stabilnost u proizvodnii vina gotovo uvijek se postize dodavanjem bentonita, na
koji se elektrostatski adsorbiraju proteini (Pocock i sur., 2011) te uklanjaju iz vina
precipitacijom (Van Sluyter i sur., 2015). Bentonit ima ograniceni kapacitet za vezanje proteina,
a na njega utjeCu fizikalna svojstva bentonita, temperatura, pH vrijednost i sadrzaj etanola u
mediju.

Pri nizim temperaturama dolazi do promjena konformacije proteina pa je povecana
adsorpcija vjerojatnija pri viSim temperaturama (Blade i Boulton, 1988; Sun i sur., 2007). Na
Slici 4. prikazan je utjecaj vremena kontakta s bentonitom i temperature na koli¢inu
adsorbiranog proteina.

Trajanje kontakta s bentonitom vazno je za ucinkovito bistrenje. Uobicajena praksa je dulje
vrijeme kontakta vina i bentonita (nekoliko dana) (Ribéreau-Gayon i sur., 2006), medutim, u
literaturi se kao optimalan kontaktni period spominje i krace vrijeme jer se ve¢ nakon nekoliko
minuta kontakta postize maksimum adsorpcije (Slika 4; Sun i sur., 2007), neovisno o

temperaturi provedbe bistrenja (Blade i Boulton, 1988; Sun i sur., 2007).
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Slika 4. Utjecaj vremena kontakta s bentonitom i temperature na koli¢inu adsorbiranog
proteina (m-20 °C, ¢-10 °C, A-5 °C) (Sun i sur., 2007)



Vecu vaznost ima pH vrijednost medija, jer utjece na naboj proteina i ucinkovitost izmjene
kationa na bentonitu (Sun i sur., 2007; Lambri i sur., 2012a; Dordoni i sur., 2015). Pri pH
vrijednosti koja odgovara izoelektri¢noj tocki proteina, ukupan naboj proteina jednak je nuli i
protein je najmanje topljiv. Vino ima pH vrijednost koja je blizu izoelektricne tocke veéine
frakcija proteina u njemu (Tablica 1; Anelli, 1977). Kada je pH vrijednost vina niza od
izoelektricne tocke proteina, ukupan naboj proteina je pozitivan (Zoecklin, 1988). Pri pH
vrijednostima svojstvenim vinima, povrSina bentonita negativno je nabijena te je omogucena
adsorpcija proteina pozitivnih neto naboja (Slika 5; Sanborn i sur., 2010) i time njihovo
uklanjanje iz vina (Lira i sur., 2015).

Udio etanola u vinu utjeCe na adsorpcijski kapacitet time Sto molekule etanola mogu
zamijeniti molekule vode izmedu slojeva bentonita i uzrokovati jaCe bubrenje. Jace bubrenje
trebalo bi povecati broj izmjenjivih kationa rezultiraju¢i povecanjem adsorpcijskog kapaciteta.
Koncentracija etanola iznad 10% u modelnoj otopini vina znatno povecava adsorpcijski
kapacitet (Blade i Boulton, 1988). Medutim, razdvajanje slojeva bentonita molekulama etanola
ide do odredene granice i moguca je adsorpcija samo onih proteina koji su dovoljno mali da
udu u strukturu bentonita (Achaerandio i sur., 2001).

Tablica 1. Zastupljenost proteina u nekim bijelim vinskim sortama prema vrijednostima
njihovih izoelektricnih toc¢aka (Anelli, 1977).

sorta izoelektricna tocka (pH) udio proteina (%)

2,5 18

2,8 11

3,1 4

Malvazija istarska o %0
6,5 13

7,1 5

8,3 9

8,7 10

3,6 19

Bijeli rizling 3 >3
6,7 17

7,1 11
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Slika 5. Elektrostatske interakcije izmedu pozitivno nabijenih proteina (a) i negativho
nabijenog bentonita (b) rezultira neutralnim kompleksom (c) i njegovim talozenjem (Sanborn
i sur., 2010)

Kapacitet izmjene kationa (CEC), indeks bubrenja (SI) i specificna povrsina (SSA) u
direktnoj su vezi s ucinkovitoS¢u bentonita u uklanjanju proteina (Sun i sur., 2007).

Optimalno djelovanje bentonita uklju¢uje uklanjanje toplinski nestabilnih proteina i
odgovornih za koloidno zamucéenje. Bentonit znacajno utjee na hitinaze, B-glukanaze i neke
izooblike TL proteina, ali su potrebne vece kolicine bentonita da bi se uklonile mnogo stabilnije
invertaze (Sauvage i sur., 2010).

Opcenito, mostovi i vina s visokim sadrzajem proteina trebaju relativno velike kolicine
bentonita da bi postigli proteinsku stabilnost, u usporedbi sa mostovima i vinima s manje
proteina, iako veza izmedu potreba za bentonitom i koncentracije proteina nije strogo linearna
(Mesquita i sur., 2001). Ukupan sadrzaj proteina koristan je podatak, ali ne daje nam
informaciju o riziku pojave zamucenja. Za to su vazniji podaci o vrsti proteina i njihovim

relativnim koncentracijama (Lambri i sur., 2012a).

5.2. Utjecaj bentonita na spojeve arome

Proteinska stabilnost i prisustvo intenzivnih pozeljnih aroma dva su vazna uvjeta koja
moraju ispunjavati aromaticna bijela vina (Puig-Deu i sur., 1999). Hlapljive tvari odgovorne za
aromu konacnog vina nastaju tijekom fermentacije, iz spojeva iz grozda (slobodni spojevi

arome i prekursori aroma) te tijekom sazrijevanja vina.
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Bentonit ima mali utjecaj na smanjenje koncentracije terpena, ali uklanja etil estere i masne
kiseline (Vincenzi i sur., 2015). Bistrila smanjuju koncentraciju spojeva arome kao Sto su etil
esteri, acetati i alkoholi u vinima razli¢itih sorti (Moio i sur., 2004). Vecina spojeva
fermentativhe arome indirektno se uklanja bentonitom kroz deproteinizaciju. Neki hidrofilni
mirisni spojevi arome vezu se na povrsinu proteina slabim vodikovim vezama, a hidrofobniji
spojevi arome mogu se vezati za mjesta jaceg afiniteta prema hidrofobnim tvarima u
unutrasnjosti proteinske molekule, dok se samo neke molekule mirisnih spojeva direktno
adsorbiraju na bentonit (Lambri i sur., 2010).

Bentonit se uobicajeno dodaje u vino, ali moze se dodati i grozdanom soku da bi se ubrzalo
njegovo bistrenje i potpomoglo taloZzenje suspendiranih Cestica (Puig-Deu i sur., 1999).
Primjena bentonita moZe utjecati na sastav mosta. Bistrenje mosta prije pocCetka alkoholne
fermentacije moze poboljSati senzorska svojstva rezultiraju¢ih bijelih vina (Armada i Falqué,
2007). Uklanjanje Cvrstih dijelova groZzda od mosta potiCe proizvodnju etil estera i acetata te
ogranicava otpustanje viSih alkohola tijekom alkoholne fermentacije, a ¢ime se povelava
kvaliteta arome vina (Puig-Deu i sur., 1999). Koloidne Cestice ipak moraju biti prisutne u
odredenoj kolicini, jer doprinose strukturi i punodi, fiksiranju spojeva arome i primjerice,
stvaranju mjehuri¢a u pjenusavim vinima zbog povrsinski aktivnog djelovanja (Achaerandio i
sur., 2001). Nedovoljna izbistrenost mosta rezultirat ¢e prisustvom biljnih aroma u vinu, a
prebistrenost moze usporiti ili Cak zaustaviti fermentaciju (Armada i Falqué, 2007).

Ucinak tretmana bentonitom na spojeve arome bijelih vina bitno ovisi o kemijskim
svojstvima i pocetnim koncentracijama hlapljivih spojeva te kolicini i vrsti proteina u vinu
(Lambri i sur., 2010). Pri nizim primijenjenim koncentracijama bentonita (20 g/hL)
koncentracije vedine spojeva arome nisu narusene.

Dodavanje bentonita narusava aromu vina zbog adsorpcije spojeva, te Cak i utjeCe na
njihovo nastajanje tijekom fermentacije. Uz moguci gubitak hlapljivih spojeva zbog adsorpcije
na bentonit, ucinak na proizvodnju tih spojeva mogao bi biti povezan i s promjenama sadrzaja
duSika i drugih nutrijenata u mostu i vinu (Lira i sur., 2015). Bentonit moze djelovati kao
adsorbens aroma (Vincenzi i sur., 2015), ali i kao inhibitor aktivnosti enzima B-glukozidaze
(Jaeckels i sur., 2015) koji je odgovoran za cijepanje glikozidnih veza tijekom fermentacije i
oslobadanje hlapljivin sastojaka arome. B-Glukozidaza ¢ée se svojom pozitivno nabijenom
povrsinom i velikom strukturnom fleksibilnoS¢u adsorbirati izmedu negativno nabijenih slojeva
bentonita, dok negativni naboji smjesteni u utoru enzima nece sprijeciti adsorpciju na bentonit
(Slika 6; Jaeckels i sur., 2015).

11



(\ = \.\-_/./:) @ @
>
< ¥ B-glukozidaza .
= ./ R \\\* . S R o @
b 4 P o Tt o w e
* : ,/ + + o+ o+ 4 »

Slika 6. Interakcije izmedu B-glukozidaze i bentonita (Jaeckels i sur., 2015)

U modelnoj otopini, prisutnost ukupnih i procis¢enih proteina (TL proteini i hitinaze) i
bentonita utjeCe na povedanje gubitka estera masnih kiselina duljih ugljikovih lanaca - etil
oktanoata i etil dekanoata (Vincenzi i sur., 2015). Prema tome, pretpostavlja se da bi
hidrofobnost mogla biti pokretacka sila ukljucena u interakcije spojeva arome s bentonitom i
proteinima.

Bentoniti manje SSA vrijednosti i vee gustole naboja po jedinici povrSine (CDSU) s
vecinom su mirisnih spojeva arome primarno u interakciji putem fizikalnih mehanizama.
Suprotno tome, na glini vece SSA vrijednosti i nize CDSU vrijednosti adsorpcija je jaca,
vjerojatno zbog postojanja kemijske interakcije, osobito kada se radi o etil esterima. Za mirisne
spojeve fermentativne arome, razlike u jacini i kapacitetu adsorpcije uglavhom su ovisne o
svojstvima bentonita, a ne i o svojstvima tvari. U fazi kada spojevi koje proizvode kvasci
postanu vazna frakcija makromolekula vina, koloidi koji mogu vezati spojeve arome odrzavaju
se u suspenziji. U tom slucaju, manje je vjerojatno da ¢e se mirisne tvari direktno adsorbirati
na bentonit (Lambri i sur., 2010).

6. Strategije bistrenja bentonitom

Alternativni tretmani bistrenja, koji ne ukljuuju bentonit, manje su ili viSe ucinkoviti, ali
joS uvijek su u fazi istrazivanja ili nisu u primjeni u vinarskoj industriji zbog odredenih
nedostataka, najCeSce neprakticnosti i/ili ekonomske neisplativosti. Bistrenje bentonitom se

moze provesti u gotovo bilo kojoj fazi proizvodnje vina. Dostupne informacije jos uvijek su
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nepotpune i proizvodacima vina nisu dovoljna pomo¢ u donosenju odluke o tipu bentonita koji

bi trebali i mogli koristiti te o najboljem nacinu njegove primjene.

6.1. Bistrenje bentonitom u razlicitim fazama vinifikacije

Prema nekim autorima, bistrenje grozdanog soka bentonitom moze smanjiti ukupnu
potrebnu dozu bentonita u usporedbi s uobicajenim bistrenjem i tako umaniiti gubitke u koli¢ini
vina (Lambri i sur., 2012b). Medutim, u vecini istraZivanja koja su ukljucivala bistrenje
grozdanog soka prije fermentacije uocen je negativan ucinak na koli¢inu kvascu dostupnog
dusika, na koncentraciju sastojaka sortne i fermentativhe arome te na senzorsku kvalitetu vina
(Lambri i sur., 2012b).

Alternativan pristup, koji je u skladu s trenutno vazeéom regulativom te se pokazao
obecavajucim i relativno lako primjenjivim, je bistrenje mosta tijekom fermentacije. Moguc¢nost
smanjenja ukupne doze bentonita, te poboljSanje kvalitete vina bistrenjem mosta tijekom
fermentacije (u odnosu na standardno bistrenje vina nakon fermentacije) je uocena jos u
osamdesetim godinama proslog stoljec¢a (Ewart i sur., 1980). Medutim, od tada pa do danas
objavljeno je svega nekoliko radova na tu temu s utvrdenim manije ili viSe pozitivnim ucincima
(Pocock i sur., 2011; Lira i sur., 2014; 2015). Uglavnom su uoceni vrlo slabo istrazeni popratni
ucinci na senzorski vazne aktivne kemijske sastojke, a time i na senzorsku kvalitetu vina (Lira
i sur., 2014; 2015). Kao pozitivan primjer istiCe se rad Lire i suradnika (2015) u kojem je
postignuto ¢ak 50%-tno smanjenje potrebne doze bentonita u odnosu na standardno bistrenje,
uz odredena poboljSanja u pogledu pojedinih parametara kemijskog sastava i senzorske
kvalitete vina kultivara Albarifio. Isti autori utvrdili su znacajan utjecaj trenutka primjene
bentonita tijekom fermentacije, s najboljim rezultatima nakon tretmana u sredini ili pred sam
kraj fermentacije.

UnatoC€ obecavajuéim rezultatima, ucinak bistrenja bentonitom tijekom fermentacije na
proteinsku stabilnost (potrebnu dozu bentonita) i sadrzaj razliCitih kljucnih kemijskih i
senzorskih parametara opcenito je izrazito slabo proucen.

Novije istrazivanje na Sauvignon blanc vinima (Vela i sur., 2017) ukazuje na opravdanost
primjene bentonita nakon fermentacije. Bentonit znacajno negativno utjece na koncentraciju
tiola, klju¢nih spojeva sortne arome tih vina, ali manje nego kada se primijeni na samom
pocetku fermentacije. U toj fazi primjene, za postizanje proteinske stabilnosti vina, bila
potrebna manja doza bentonita.
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6.2. Bistrenje razlicitim bentonitima

Osim trenutka primjene bentonita, i vrsta primijenjenog bentonita moze utjecati na razinu
uklanjanja proteina, pa time i na stabilizaciju vina, te na koli¢inu proizvedenog taloga i
aromatski profil finalnog vina.

Na Sauvignon blanc sorti istrazivana je primjena dva tipa bentonita tijekom fermentacije,
natrijevog i aktiviranog natrijevog bentonita (Salazar i sur., 2017). Prema koliCini bentonita
potrebnog za postizanje proteinske stabilnosti grozdanog soka, pokazalo se da natrijev
bentonit moZe vezati znaCajno viSe proteina groZzda nego aktivirani natrijev bentonit.
Kontrolnim vinima je za postizanje stabilnosti bila potrebna manja doza bentonita nego
grozdanom soku, bez obzira o kojem tipu bentonita se radilo, iz ¢ega se zakljuCuje da se
znacajno smanjuje potreba za bentonitom kada ga se primjenjuje nakon fermentacije u odnosu
na primjenu prije fermentacije, Sto je potvrda ranijih istraZivanja drugih autora (Van Sluyter i
sur., 2015; Muhlack i sur., 2016). Iako postoje male razlike, vina tretirana natrijevim
bentonitom i aktiviranim natrijevim bentonitom u razli¢ito vrijeme, sli¢ha su po odredenim
fizikalno-kemijskim svojstvima (koncentracija slobodnog SO., koncentracija neprevrelog
Secera, pH vrijednost, ukupna kiselost i hlapljiva kiselost, volumni postotak etanola,
koncentracija ukupnih proteina, zamucenost nakon toplinskog testa izrazena u NTU
jedinicama). Slinost njihovih fizikalno-kemijskih svojstava pokazuje da tretmani nisu
negativno utjecali na alkoholnu fermentaciju i u skladu je s rezultatima objavljenim za Muscat,
Macabeo i Albarino vina tretirana i netretirana bentonitom (Lambri i sur., 2010; Lira i sur.,
2014; 2015).

Bistrena vina sadrzavala su malo proteina i zanemarivu koliinu proteina koji se smatraju
odgovornima za nastanak zamuéenja. NajviSe je uklonjenih proteina molekulskih masa 20-25
kDa, Sto ukljucuje grupe proteina odgovornih za zamuéenje - hitinaze i TL proteine (Marangon
i sur., 2011). U usporedbi s kontrolnim vinom, utjecaj bentonita ocituje se u znacajnom
smanjenju koncentracije proteina te povecanju proteinske stabilnosti. Nema znacajne razlike
u smanjenju ukupnih proteina kada se primijene razliCiti bentoniti, ali ima razlike u tome koji
se proteini vise uklone, sto je vidljivo analizom gel-elektroforezom i usporedbom proteinskih
vrpca. Bistrenjem grozdanog soka natrijevim bentonitom uklonjeno je viSe proteina nize
molekulske mase nego aktiviranim natrijevim bentonitom. Kada se dodaje u grozdani sok,
ucinkovitiji je natrijev bentonit, nego aktivirani natrijev bentonit, jer vrpca proteina molekulske

mase 20-25 kDa potpuno nestane u prvom slucaju, a u drugom se samo smanji njezin
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intenzitet. Bolje uklanjanje proteina primjenom natrijevog bentonita moze se pripisati
prevladavanjem natrijevih kationa u strukturi tog tipa bentonita (Rosch i sur., 2015).

U Sauvignon blanc vinu identificirani su proteini poput vakuolne invertaze, p-glukanaze,
dvije hitinaze i mnogo TL proteina kao najznacajnijih u nebistrenim vinima. Proteinski sastav
Sauvignon blanc vina slaze se s tipicnim proteinskim profilima nekoliko sorti vina objavljenim
u drugim radovima (Sauvage i sur., 2010; Lambri i sur., 2012b; Jaeckels i sur., 2015; Rosch i
sur., 2015) te ukazuje da je natrijev bentonit dodan u grozdani sok ucinkovit pri uklanjanju
proteina odgovornih za zamucenje (hitinaza i TL proteina). Aktivirani natrijev bentonit opéenito
je manje ucinkovit u uklanjanju proteina iz soka, bez obzira o kojoj grupi proteina se radilo.

Kod vina koja nisu bistrena, s talogom se izgubilo 1,25% volumena. Neocekivan rezultat
je da su vina dobivena tretmanima s bentonitom imala znacajno viSe taloga nego kontrolno
vino, medutim, s kasnijom primjenom bentonita, volumen taloga je sve manji. Primjenom
aktiviranog natrijevog bentonita dolazi do stvaranja znacajno manje taloga (40% manje) nego
primjenom natrijevog bentonita. Najbolji se rezultati postizu kasnijim dodatkom aktiviranog
natrijevog bentonita, pri cemu nastaje samo 1,25% taloga, jednako kao i kada se vino ne
bistri. Volumen vina u talogu nakon fermentacije, uz ucinkovitost proteinske stabilizacije,
kljucni je faktor u donoSenju odluke o nacinu stabilizacije pa bi se prema ovim rezultatima
prednost trebala dati aktiviranom natrijevom bentonitu.

Razlicitost ucinaka natrijevog bentonita i aktiviranog natrijevog bentonita na sastav
hlapljivih tvari ovisi i 0 dozi i o trenutku primjene. Vina dobivena tretmanima aktiviranim
natrijevim bentonitom prije fermentacije imala su slican ili veéi sadrzaj hlapljivih spojeva nego
vina dobivena tretmanima natrijevim bentonitom. Bentonit dodan u toj fazi moze iz mosta
ukloniti nutrijente potrebne kvascu za proizvodnju hlapljivih spojeva u fermentaciji pa ih kvasac
proizvodi manje (Rosch i sur., 2015). Kada se bentonit dodaje tijekom fermentacije, situacija
je suprotna, vecinom je viSe hlapljivih spojeva u vinima dobivenim tretmanima natrijevim
bentonitom, osim kod ranijeg dodavanja standardne doze (doza potrebna za postizanje
stabilnosti kada se bentonit dodaje grozdanom soku). Sveukupno gledano, pokazalo se da je
viSe hlapljivih spojeva u vinima dobivenim uz bistrenje natrijevim bentonitom, Sto se tumacdi
na dva nacina: aktivirani natrijev bentonit moze direktno ukloniti viSe novoformiranih hlapljivih
spojeva u usporedbi s natrijevim bentonitom (Lambri i sur., 2013) ili vezna mjesta aktiviranog
natrijevog bentonita mogu ometati metabolizam kvasca (npr. snizavajuci koli¢inu kvascu
dostupnih masnih kiselina) i tako indirektno biti uzrok manjoj produkciji fermentacijskih
spojeva, za razliku od natrijevog bentonita (Weiss i Bisson, 2002).

Prema rezultatima proteinske stabilizacije, u ovom slucaju najbolji bi trenutak provodenja
bistrenja bio kasnije tijekom fermentacije. Podaci relativnih koncentracija nekih hlapljivih
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spojeva ne idu u prilog kasnijoj primjeni bentonita u fermentaciji jer ih se ukloni vise i to je jos
izrazajnije primjenom aktiviranog natrijevog bentonita, ali nije zanemarivo primjenom
natrijevog bentonita. Kada je bentonit primijenjen u kasnijoj fazi fermentacije, u usporedbi s
primjenom prije fermentacije, svi analizirani hlapljivi spojevi u nizim su koncentracijama u
finalnom vinu, medutim, koncentracije spojeva arome sli¢ne su ili viSe nego u kontrolnim
vinima, a isto se uoCilo i u istrazivanjima s Macabeo i Albarifio sortama (Lira i sur., 2013; Lira
i sur., 2014).

Primjena aktiviranog natrijevog bentonita tijekom fermentacije rezultirala je vinima s visim
sadrzajem proteina, viSom koncentracijom hlapljivih tvari i manjom koli¢inom taloga u
usporedbi s primjenom natrijevog bentonita, osobito kada se radilo o primjeni u kasnijoj fazi
fermentacije. Minimalna doza primijenjena u ovom istraZivanju (za 0,2 g/L manja od one
potrebne za stabilizaciju grozdanog soka) mogla bi se smatrati dovoljnom za proteinsku
stabilizaciju Sauvignon blanc vina tijekom fermentacije, s niskim ucinkom na spojeve arome i
koli¢inu nastalog taloga primjenom natrijevog ili aktiviranog natrijevog bentonita.

Usporedbom djelovanja razlicitih aktiviranih natrijevih bentonita (Dordoni i sur., 2015),
pokazalo se da su njihove razlike oCitije pri viSim pH vrijednostima nego pri nizim. Svi su
ucinkoviti u uklanjanju proteina male molekulske mase bez obzira na pH medija u rasponu
vrijednosti tipicnih za vina. Proteine velikih i srednjih molekulskih masa manje uklanjaju, pri
c¢emu znacajan utjecaj imaju svojstva gline i pH vrijednost. Smanjenja vakuolarne invertaze i
jedne frakcije TL proteina (VVTL1), ¢ime se povecava toplinska stabilnost vina, inducirana su
djelovanjem bentonita pH vrijednosti manje od 10. Na takve bentonite kiseliji pH ima manji
negativni ucinak. Bentonit s najnizim sadrZzajem kalcija najmanje je ucinkovit u uklanjanju
vakuolarne invertaze, VVTL1 frakcije TL proteina i glikoproteina (YGP1). Takoder je utvrdeno
i da se uklanjanje fenolnih spojeva dogada indirektno uklanjanjem proteina i pod utjecajem je

pH vrijednosti.

6.3. Razliciti nacini primjene bentonita

Dodavanje bentonita Sarzno uobiCajen je postupak u proizvodnji vina za uklanjanje
toplinski nestabilnih proteina u bijelom vinu (Van Sluyter i sur., 2015). Bentonit se dodaje u
jednom obroku i pusta ga se da se prirodno istalozi djelovanjem sile gravitacije (Slika 7;
Anonimus 2, 2020). Medutim, osim Sto moZe negativno utjecati na kvalitetu vina, s talogom

bentonita gubi se i znacajna koli¢ina vina. To vino ne mora biti izgubljeno, ali njegov povrat
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nikada nije potpun i metode kojima se ono izdvaja izlazu vino nepozeljnim, oksidativnim
uvjetima. Gubici dostizu milijardu dolara godisnje (Van Sluyter i sur., 2015). NajceS¢e se
bentonit dodaje po zavrSetku alkoholne fermentacije, nakon odredivanja doze potrebne za
postizanje proteinske stabilnosti, medutim, neki proizvodaci provode tretman u dvije faze, pri
¢emu prvu dozu dodaju tijekom fermentacije, a konacnu po zavrSetku fermentacije. Takav
postupak moze smanjiti ukupnu potrebnu dozu bentonita za postizanje stabilnosti u odnosu
na potrebnu dozu pri jednokratnom bistrenju i moze ublaziti negativne ucinke primjene
bentonita (Lira i sur., 2013).

Slika 7. Bentonit u prahu (Anonimus 2, 2020)

Jedna od strategija za minimiziranje gubitaka vina je poboljSanje kontakta bentonita i vina
te poboljSanje uklanjanja Cestica taloga (Nordestgaard i sur., 2007). U ovom istrazivanju
primijenjen je kontinuirani proces bistrenja. Vino turbulentno struji kroz cijev u koju se
kontinuirano dozira suspenzija bentonita. U zoni kontakta vina i bentonita dolazi do adsorpcije
proteina, a bentonit se potom kontinuiranim centrifugiranjem odjeljuje od vina (Nordestgaard
i sur., 2007). Bistrenje /in-/ine doziranjem pokazalo se ucinkovito u uklanjanju proteina te se, s
obzirom na utjecaj na senzorska svojstva vina, ne razlikuje od tradicionalnog procesa bistrenja
(Muhalck i sur., 2006). Medutim, centrifugiranjem se ne postize potpuno izdvajanje bentonita
iz vina, vec u vinu zaostaje do 30% bentonita koji se opet taloZi i stvara gubitke. U novije
vrijeme istraZzuje se mogucnost poboljSanja izdvajanja bentonita centrifugiranjem izvodenjem
doziranja bentonita i njegovog uklanjanja istovremeno s centrifugiranjem pa Cestice bentonita
mogu s drugim prisutnim Cvrstim Cesticama stvarati agregate i tako se lakSe izdvoijiti.
Primjenom te strategije nakon zavrSetka alkoholne fermentacije Muhlack i Colby (2018) postigli

su 84%-tno smanjenje koliCine zaostalog bentonita u bistrenom vinu. Prema njihovim
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proraCunima ovakvim nacinom bistrenja, troskovi povezani s gubicima vina uslijed primjene

bentonita mogli bi se smanijiti do 82.5% Sto bi znacajno doprinijelo ustedama u proizvodnii.

7. Zakljucak

Optimiranje bistrenja bentonitom s ciljem umanjenja gubitaka vina pri odvajanju taloga i
oCuvanja kvalitete vina, od velikog je interesa za vinarsku industriju. Alternativne strategije
bistrenja bentonitom pokazuju obecavajuée rezultate, ali jos uvijek nisu dovoljno istrazene.
Najnovija istrazivanja s in-/line doziranjem bentonita bave se moguénoS¢u smanjenja gubitaka
vina i povezanih troskova, dok se gotovo uopce ne doticu utjecaja na kvalitetu vina s kemijskog
ili senzorskog aspekta. Utjecaj bistrenja tijekom fermentacije na proteinsku stabilnost
(potrebnu dozu bentonita) i sadrzaj razlicitih kljucnih kemijskih i senzorskih parametara slabo
je proucavan. Svega nekoliko publikacija bavilo se utjecajem takvih tretmana na spojeve arome
i to uglavnom na osnovne tzv. slobodne hlapljive spojeve. Do danas uopce nije istrazen utjecaj
primjene bentonita na koncentracije vaznih glikozidno vezanih spojeva arome, iako se mogu
pretpostaviti razliCite interakcije ovisno o uvjetima primjene i s obzirom da bentonit moze
djelovati kao adsorbens aroma, ali i kao inhibitor aktivnosti enzima B-glukozidaze. Utjecaj
primjene bentonita na pojedinacne fenole u vinu do danas nije istrazivan. S obzirom na
inhibitornu aktivnost bentonita prema enzimima, pretpostavlja se je da bi njegova primjena
tijekom fermentacije znacajno utjecala na konacne koncentracije esterificiranih i slobodnih
hidroksicimetnih kiselina i ostalih vaznih fenola djelovanjem na polifenol-oksidaze. Ne manje
vazno, dosadasnija istrazivanja bistrenja bentonitom u fermentaciji uglavhom su se odnosila
na nedoradena vina, dok njihova ucinkovitost i popratni ucinci u odnosu na standardnu
primjenu nisu provjeravani u finaliziranim, proteinski stabilnim vinima. Osim utjecaja trenutka
primjene bentonita, do danas nije istraZzen utjecaj razlicitih uvjeta za koje se u vinarskoj praksi
potvrdilo da mogu utjecati na djelotvornost bentonita, a cijim bi se variranjem mogla
optimizirati njegova primjena tijekom fermentacije, kao Sto su npr., doza i nacin priprave te
nacin dodavanja bentonita, kombinirani utjecaj dodatka bentonita i komercijalno dostupnih
tanina s deklariranom reaktivnosti prema proteinima te utjecaj temperature mosta tijekom
bistrenja.

JoS je mnogo mjesta za napredak u istrazivanjima strategija bistrenja bijelih vina
bentonitom da bi se priblizilo potpunijem rasvjetljavanju popratnih ucinaka na kvalitetu vina.

Strucnjaci i znanstvenici i dalje su u potrazi za najboljim nacinima njegove primjene u smislu
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ostvarenja usteda te poboljSanja ili barem ocuvanja kvalitete vine pri postizanju proteinske
stabilnosti.
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[zjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

lzradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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