Utjecaj Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvasaca
na aromu vina PosSip

Jereci¢, Margareta

Master's thesis / Diplomski rad
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:166570

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-29

Prehram benO RepOSitory/Repozitorij,-

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnolo

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:166570
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4796
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4796
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4796

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, prosinac 2023. Margareta Jereci¢



UTJECAJ SACCHAROMYCES |
NE-SACCHAROMYCES KVASACA
NA AROMU VINA POSIP



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju i analitiku vina na Zavodu za prehrambeno-
tehnoloSko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu pod

mentorstvom prof. dr. sc. Karin Kovacevi¢ Gani¢, te uz pomo¢ doc. dr. sc. Marine Tomasevic.



ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorici prof. dr. sc. Karin Kovacevi¢ Gani¢ na odabranoj temi 1 strucnim
savjetima te na podrsci koja je bila kljucna za uspjesno zavrsavanje diplomskog studija.

Hvala doc. dr. sc. Marini Tomasevi¢ na pomoci i strucnim savjetima tijekom izrade
diplomskog rada, na vodenju kroz cijeli istrazivacki proces, pruzanju dragocjenih smjernica te
poticanju na kriticko razmisljanje. Vasa strucnost i predanost bili su izvor inspiracije, a Vasa

podrska neprocjenjiva.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju i analitiku vina

Znanstveno podrucje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Diplomski sveuciliSni studij: Prehrambeno inZenjerstvo
UTJECAJ SACCHAROMYCES | NE-SACCHAROMYCES KVASACA NA AROMU VINA POSIP
Margareta Jerecié¢, univ. bacc. ing. techn. aliment., 0058214909

Sazetak: Aroma vina, kao jedan od glavnih parametara kvalitete, znaCajno ovisi o kvascima
koriStenim za provedbu alkoholne fermentacije, obzirom da se tijekom te faze sintetizira najveca koli¢ina
spojeva arome. Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj ne-Saccharomyces kvasaca (Torulaspora delbruecki,
Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveri) na aromu vina PoSip, u usporedbi sa kontrolnim
Saccharomyces cerevisae kvascem. Vina su proizvedena sekvencijalnom fermentacijom navedenih ne-
Saccharomyces kvasaca te kontrolni uzorak inokulacijom komercijalnog Saccharomyces cerevisiae
kvasca. Analize vina provedene su po zavrsetku fermentacije. Esteri, visi alkoholi i terpeni odredeni su
primjenom plinske kromatografije s masenom detekcijom uz prethodnu mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi
(SPME-GC/MS). Rezultati su pokazali da su sekvencijalnom alkoholnom fermentacijom nastale vise
koncentracije nekih estera (izobutil-acetat, etil-heksanoat, heksil-acetat, etil-oktanoat, 2-fenil-acetat),
zatim izobutanola te linalola, dok je primjena komercijalnog kvasca rezultirala visim koncentracijama
izoamil-acetata, etil-dekanoata, etil-butirata i nekim vi$im alkoholima (izoamil-alkohol, cis-3-heks-3-en-
1-ol, 1-heksanol, 2-feniletanol).

Kljuéne rije¢i: Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbruecki, Metschnikowia pulcherrima,
Pichia kluyveri, sekvencijalna fermentacija

Rad sadrzi: 63 stranica, 17 slika, 143 literaturnih navoda
Jezik izvornika: hrvatski
Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb
Mentor: prof. dr. sc. Karin Kovacevi¢ Gani¢
Pomo¢ pri izradi: doc. dr. sc. Marina Tomasevic¢
Struéno povjerenstvo za ocjenu i obranu: (Napomena: ¢lanovi povjerenstva se predlazu u obrascu
OB-US-13-01, a u diplomski rad unose tek nakon sjednice Odbora)
1. doc. dr. sc. Marina Tomasevi¢ (predsjednik)
2. prof. dr. sc. Karin Kovacevi¢ Gani¢ (mentor)
3. izv. prof. dr. sc. Klara Kralji¢ (¢lan)
4. izv. prof. dr. sc. Nikolina Cukelj Musta¢ (zamjenski ¢lan)

Datum obrane: 22. prosinca 2023.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Food Technology and Engineering
Laboratory for Technology and Analysis of Wine

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

Graduate university study programme: Food Engineering

THE INFLUENCE OF SACCHAROMYCES AND NON-SACCHAROMYCES YEASTS ON THE
AROMA OF POSIP WINE

Margareta Jerecié¢, univ. bacc. ing. techn. aliment., 0058214909

Abstract: Wine aroma, a key quality parameter, depends on yeasts used during alcoholic
fermentation, synthesizing a significant amount of aroma compounds during this phase. This study aimed
to determine the influence of non-Saccharomyces yeasts (Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia
pulcherrima, Pichia kluyveri) on Posip wine aroma, compared to the control Saccharomyces cerevisae
yeast. Wines were produced through sequential fermentation using the mentioned non-Saccharomyces
yeasts and the control sample through inoculation with commercial Saccharomyces cerevisiae yeast.
Post-fermentation, wine analysis was conducted. Esters, higher alcohols, and terpenes were identified
using gas chromatography with mass detection after solid-phase microextraction (SPME-GC/MS).
Results indicated that sequential alcoholic fermentation led to higher concentrations of certain esters (i-
butyl acetate, ethyl hexanoate, hexyl acetate, ethyl octanoate, 2-phenyl-acetate), as well as i-butanol and
linalool, while the application of commercial yeast resulted in higher concentrations of i-amyl acetate,
ethyl decanoate, ethyl butyrate, and some higher alcohols (i-amyl alcohol, cis-3-hexen-1-ol, 1-hexanol,
2-phenyl ethanol).

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbruecki, Metschnikowia pulcherrima, Pichia
kluyveri, sequential fermentation

Thesis contains: 63 pages, 17 figures, 143 references

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) form is deposited in: The Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kadi¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Karin Kovacevi¢ Gani¢, PhD, Full professor

Technical support and assistance: Marina Tomasevié, PhD, Assistant professor

Reviewers:

1. Marina, Tomasevi¢, PhD, Assistant professor (president)

2. Karin, Kovacevi¢ Gani¢, PhD, Full professor (mentor)

3. Klara, Kralji¢, PhD, Associate professor (member)

4. Nikolina, Cukelj Musta&, PhD, Associate professor (substitute)

Thesis defended: December 22t 2023



Sadrzaj

Lo UVOD e 1
2. TEORIJSKI DIO.....oo e 2
2.1. ALKOHOLNA FERMENTACIJA . ..o 2
2.1.1.  Alkoholna fermentacija kao klju¢ni proces u proizvodnji vina . . . .. ... 2
2.1.2.  Spontana i inducirana alkoholna fermentacija. . ... .............. 3
2.1.3.  Uloga kvasaca u procesu fermentacije ............coueienen.. 4
2.1.4.  Razliciti tipovi kvasaca 1 njihove karakteristike ................. 4

2.2.  AROMATSKI SPOJEVI U VINU......cooiiiiiiiiiecee s 6

2.2.1.  Utjecaj Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvasaca na spojeve arome i

Senzorski Profil Vina . . .. oot e e e e e e 7
2.3 POSIP ..o 12
3. EKSPERIMENTALNIDIO...cocciiiii e, 13
3.1, MATERIJALL ..ottt 13
3L d. MOSt e e e e e e e e e 13
3.12. Kvasciihranazakvasce ............ . oo, 13
3.1.2.1.Karakateristike kvasca Zymaflore® VL3 .. ... ... ... 13
3.1.2.2. Karakteristike kvasca Zymaflore® Alpha™ . ................... 14
3.1.2.3. Karakteristike kvasca FrootZen ® .. ............ciiiiiienon. 14
3.1.2.4. Karakteristike kvasca Zymaflore ® KHIOM? ... .. .............. 14
3.1.2.5. Karakteristike hrane za kvasce Thiazote® Range . ............... 14
313, Kemikalije . ... .. e e e e 15
314, Opremaiuredaji........ouein i nenneneneneeannenens 15

3.2, METODE ... 16



3.2.1.  Metoda proizvodnje bijelog vina sorte PoSip . ................. 16

3.2.1.1. Priprema kvasaca i inokulacijamosta . .............c.. . ... 16
3.2.2.  Praéenje dinamike alkoholne fermentacije . . . ... .............. 16
3.2.2.1. Odredivanje topljive suhe tvari areometrom (mostomjerom) . . . . . . .. 16
3.2.2.2. Odredivanje opticke gustoce (ODe00) - « « v v v v v v e e eeeeeennn. 17

3.2.3.  Odredivanje arome vina plinskom kromatografijom s masenom

spektrometrijom uz mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME-GC/MS) .......... 17
3.24.0bradapodataka . . . ..o v ittt e e e e e e 19

4, REZULTATI I RASPRAVA......coo e 20
4.1. DINAMIKA ALKOHOLNE FERMENTACIJE .......ccooiiiiieieee e 20
5. ZAKLIJUCCT ....cooooiiiiiineeneeissessesssssssssss s 45

6. LITERATURA ..o 46



1. UVOD

Aromu vina ¢ine hlapljivi spojevi, odnosno oni koji doprinose kompleksnosti i raznolikosti
mirisnih karakteristika vina, te nehlapljivi spojevi, koji su odgovorni za okus vina. Na
koncentraciju navedenih spojeva utjecu brojni faktori, kao $to su sorta grozda i agroklimatski
uvjeti, primijenjeni enoloski postupci te uvjeti dozrijevanja i skladistenja vina. Od enoloskih
postupaka najznacajniji utjecaj na aromu vina ima alkoholna fermentacija, obzirom da se
tijekom tog procesa sintetizira preko 50 % ukupnih spojeva arome vina. Pritom kvasci, koji
provode taj proces, imaju kljuénu ulogu u kvantitativnoj i kvalitativnoj proizvodnji tih aroma.
Trenutno su na trzistu dostupni raznovrsni komercijalni sojevi s ciljem unaprjedenja aromatskih
svojstava vina. Najc¢esce koriSteni kvasci su Saccharomyces cerevisiae, medutim zadnjih godina
se sve viSe istiCe vaznost ne-Saccharomyces sojeva za povecanje kompleksnosti arome vina.
Obzirom da je vecina ne-Saccharomyces kvasaca osjetljiva na veéi udio etanola, uvijek se
provodi sekvencijalna i ko-inokulacija ovih kvasaca i Saccharomyces soja, koji onda provodi
ovaj postupak do kraja. Osim $to povecavaju kompleksnost arome, ne-Saccharomyces kvasci su
zadnjih godina postali popularni i zbog sposobnosti smanjenja udjela alkohola, ¢ime bi se mogle
ublaziti negativne posljedice klimatskih promjena, odnosno prevelikog nakupljanja Secera u
grozdu. Osim toga, cilj sekvencijalnih inokulacija je imitirati spontanu fermentaciju, a pri tom
eliminirati nedostatke autohtonog kvasca, poput proizvodnje nezeljenih mirisa i okusa te
problemi sa oteZanim i zaustavljenim fermentacijama.

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti utjecaj ne-Saccharomyces kvasaca na aromatski profil
vina Posip te identificirati sojeve koji ¢e poboljsati njegov specificni aromatski sastav. Pritom
¢e se provesti tri razli¢ite sekvencijalne fermentacije s ne-Saccharomyces sojevima
(Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveri) i Saccharomyces
cerevisiae. Njihov je profil arome bit ¢e usporeden s vinom koje je proizvedeno fermentacijom

s ¢istom kulturom S. cerevisiae.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

2.1.1. Alkoholna fermentacija kao klju¢ni proces u proizvodnji vina

Fermentacija je oblik metabolizma koji oslobada energiju, a u kojem su i supstrat i
nusproizvod organski spojevi, a pritom ne zahtijeva sudjelovanje molekularnog kisika. lako
postoji mnogo fermentacijskih putova, u proizvodnji vina radi se o alkoholnoj fermentaciji
(Jackson, 2020). U poc¢etnim fazama, kvasci rastu u aerobnim uvjetima, pri ¢emu Koriste Secere
iz mosta za povecanje svoje biomase sve dok prakti¢ki ne potrose sav otopljeni kisik. Tijekom
ove faze ne proizvodi se etanol. Najveca pretvorba glukoze i fruktoze u etanol dogada se u
anaerobnim uvjetima. Alkoholna fermentacija, proces u kojem se etanol proizvodi
fermentacijom Secera iz mosta (glukoze i fruktoze), rezultira kvalitativnim i kvantitativnim
promjenama u kemijskom sastavu mosta. Glavne kvantitativne promjene najvise se odnose na
fermentirajuce Secere, buduci da oni prakti¢ki nestaju (Moreno i Peinado, 2012). Do kraja
fermentacije, vecina Secera je metabolizirana, Sto rezultira suhim vinom, dok su druge hranjive
tvari znacajno iscrpljene (Jackson, 2020). Pritom etanol, koji je prakti¢ki nepostojeéi u mostu,
postaje najzastupljeniji sastojak, nakon vode. Glicerol je tre¢i najzastupljeniji sastojak. Nadalje,
alkoholna fermentacija utjeCe i na koncentraciju kiselina, posebno njihovih soli koje su
prvobitno prisutne u mostu, a rezultat su sinteze etanola i promjene dielektri¢ne konstante vina.
Promjena dielektri¢cne konstante utjeCe na topljivost ionskih i1 polarnih spojeva $to rezultira
nizom koncentracijom soli u vinu nego u originalnom mostu. Jo§ jedan udinak alkoholne
fermentacije je povecanje koncentracije polifenolnih spojeva. Polifenolni spojevi prisutni u
pokozici bobice grozda nisu izrazito polarni i stoga se uc¢inkovitije ekstrahiraju kada se poveca
udio etanola u mediju (Moreno i Peinado, 2012).

lako je etanol glavni krajnji produkt, metabolicki nusprodukti koji nastaju metabolizmom
kvasaca znacajno doprinose osnovnim aromatskim svojstvima vina. Kvasac takoder moze
utjecati na razvoj sortnih aroma putem hidrolize nehlapljivih prekursora aroma, oslobadajuci
terpene, fenole, norizoprenoide i sortne tiole kao hlapljive, mirisne spojeve. Osim toga,
promjenjivi fizikalno-kemijski uvjeti tijekom fermentacije postupno modificiraju i metabolizam
kvasca. To se prvenstveno odnosi na razlicite faze rasta stanica kvasca, a koje su povezane sa
dostupnim nutritivnim tvarima i staniénom energijom, odnosno sa tvarima koje se apsorbiraju i

oslobadaju tijekom procesa fermentacije. Stoga se velik dio spojeva koji definiraju miris vina



moze promatrati kao rezultat prilagodbe primarnog i sekundarnog metabolizma kvasca (Jackson,
2020).

2.1.2. Spontana i inducirana alkoholna fermentacija

Fermentacija vina se provodi spontanim na¢inom, djelovanjem autohtonih kvasaca ili
inducirano, inokulacijom mosta/masulja komercijalnim kvascima (Bohmer i sur., 2020; Liu i
sur., 2017). Tijekom godina bilo je mnogo rasprava o relativnim prednostima spontane u odnosu
na induciranu alkoholnu fermentaciju (Jackson, 2020; Grando i sur., 1993; Cavazza i sur., 1989).
Pritom se, kao glavna prednost, najc¢esce istice kako spontana alkoholna fermentacija rezultira
vinima s tipicnim senzorskim karakteristikama povezanim s ,terroirom* upravo zbog
dominacije autohtonih mikroorganizama koji su aktivni tijekom vinifikacije. Medutim, kontrola
ovog procesa je otezana zbog prisutnosti raznih sojeva kvasaca, koji razli¢ito dominiraju u
pojedinim fazama fermentacije (B6hmer i sur., 2020; Xu i sur., 2019; Rementeria i sur., 2003).
Upravo zbog toga postoji veliki rizik od pojavljivanja nepozeljnih mirisa i drugih negativnih
senzorskih svojstava. Na primjer, aktivnost kvasaca Kloeckera i Hanseniaspora moze povecati
pojavu neproteinskih zamucenja (Jackson, 2020; Dizzy i Bisson, 2000). Osim toga, spontana
alkoholna fermentacija Cesto je povezana s vecom koncentracijom hlapljive kiselosti i etil-
acetata, uslijed vece oksidacije mosta, Sto rezultira negativnim senzorskim promjenama vina
(Jackson, 2020; Salvadores i sur., 1993).

S druge strane, upotreba komercijalnih starter kultura u fermentaciji vina omogucuje
iznimnu kontrolu procesa alkoholne fermentacije, bez potencijalnih neugodnih iznenadenja
(Bohmer i sur., 2020; Comitini i sur., 2017). Nadalje, ovako proizvedena vina obi¢no imaju
standardizirane aromatske profile, tzv. ,bouquet bez obzira na godinu berbe i lokaciju
(,.terroir) (Bohmer i sur., 2020; Capozzi i sur., 2015). Drugim rijeima, Koristenje
komercijalnih sojeva vinarima osigurava brz pocetak alkoholne fermentacije, njen pravilan tijek
i provedbu do kraja, odnosno do iscrpljenja Se¢era (Smanjuje se mogucnost nepozeljne mikrobne
aktivnosti, utjecaj "killer faktora" ili oksidacije mosta). Za vinarije velikih razmjera, gdje je
dosljednost kvalitete vazna, rizici spontane fermentacije nadmasuju potencijalne prednosti, zbog
¢ega se ovaj postupak rjede i primjenjuje (Jackson, 2020). Medutim, trenutno je prihvaéeno da
fermentacije koje koriste viSe od jednog soja kvasca mogu proizvesti vino vise kvalitete 1

kompleksnosti s manje alkohola, wuz osiguranu mikrobioloSku kontrolu. Takve



fermentacijenazivaju se mjesSovite fermentacije (Carpena i sur., 2020b; Ciani i Comitini, 2015),

a provode se kontroliranom inokulacijom razli¢itih komercijalnih sojeva kvasaca.

2.1.3. Uloga kvasaca u procesu fermentacije

Kvasci su fakultativni mikroorganizmi, §to zna¢i da mogu prezivjeti u aerobnim ili
anaerobnim uvjetima (s ili bez kisika). U aerobnim uvjetima kvasci proizvode CO2 i H20, a u
anaerobnim uvjetima, proizvode etanol i CO2 (Moreno i Peinado, 2012). U usporedbi s drugim
mikroorganizmima, kvasci nisu osobito nutritivno zahtjevni. Medutim, njihov rast podrzava
postojanje osnovnih spojeva poput fermentabilnih Secera, aminokiselina, vitamina, minerala i
takoder kisika (Maicas, 2020; Walker i Stewart, 2016). U prisutnosti kisika, kvasci koriste
respiratorni put, koji im je energetski povoljniji od fermentacijskog puta. U mediju s visokom
koncentracijom glukoze, poput mosta, kvasci ¢e koristiti samo fermentacijski put, buduci da je
u tim uvjetima respiracija nemoguca, ¢ak i u prisutnosti kisika. Medutim, prisutnost kisika u
mostu potice alkoholnu fermentaciju jer potice sintezu masnih kiselina i sterola povecavajuci
propusnost stani¢nih membrana i time prijenos Secera. Steroli imaju vaznu biolosku ulogu u
kvascima jer sudjeluju u sintezi membrane i izvor su odredenih hormona. Na pocetku
fermentacije, kvasci mogu Koristiti svoje zalihe sterola, ali te zalihe se iscrpljuju ako
fermentacija nastavi pod strogim anaerobnim uvjetima. Stoga je vazan kratki kontakt s zrakom
kako bi se osigurala sinteza sterola i1 time umnozavanje kvasaca te zavrSetak alkoholne
fermentacije. To moze dovesti do udvostru¢enja populacije kvasca u mostu, ¢ime se povecava

brzina fermentacije i koli¢ina Seéera pretvorenog u alkohol (Moreno i Peinado, 2012).

2.1.4. Razliciti tipovi kvasaca i njihove karakteristike

Na metaboli¢koj razini, kvasci se karakteriziraju sposobno$¢u fermentacije Sirokog spektra
Secera, medu kojima prevladavaju glukoza, fruktoza, saharoza, maltoza i maltotrioza, koje se
nalaze u zrelom vocu. Osim toga, kvasci podnose kisela okruzenja s pH vrijednostima oko 3,5
ili ¢ak nize. Prema tehnoloskoj prikladnosti, kvasci se dijele dvije velike kategorije, a to su
Saccharomyces i ne-Saccharomyces. Morfoloski gledano, kvasci pokazuju visoku raznolikost,
pri ¢emu su okrugli, elipsoidni i ovalni oblici najces¢i (Maicas, 2020). Nadalje, klasicna
klasifikacija ukljucuje druge, sloZenije testove poput fermentacije SeCera 1 asimilacije
aminokiselina (Maicas, 2020; Walker i Stewart, 2016). Proizvodnja i tolerancija na etanol,

organske kiseline i SO> takoder su vazni alati za razlikovanje vrsta (Maicas, 2020).



Prema sposobnosti proizvodnje etanola kvasci se mogu Klasificirati na nisku, umjerenu te
visoku sposobnost proizvodnje. Opcenito, etanol je toksi¢an za kvasce, a toksi¢nost mu se
povecava s porastom koncentracije. Ovaj toksi¢ni ucinak odrazava se smanjenjem proporcije
dusika koji se asimilira kod kvasaca u prisutnosti etanola. Sve vrste kvasca imaju granicu
tolerancije na etanol. Kad se ta granica premasi, oni ¢e umrijeti. Stoga je pozeljno da kvasci
odgovorni za fermentaciju imaju visoku toleranciju na etanol kako bi se osiguralo da se svi Seceri

u mostu pretvore u etanol (Moreno i Peinado, 2012).

2.1.4.1. Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvasci

Tijekom cijelog procesa fermentacije sudjeluje nekoliko vrsta kvasaca. Naime, vrsta kvasca
koji sudjeluje varira o nacinu provodenja alkoholne fermentacije (spontana ili inducirana)
(Moreno i Peinado, 2012). S. cerevisiae je najviSe proucavana vrsta i najces¢e se koristi u
fermentaciji vina zbog brzog rasta i jednostavne prilagodbe (Maicas, 2020). S. cerevisiae i ne-
Saccharomyces kvasci pokazuju razli¢ito ponasanje u prisutnosti niske razine kisika. Konkretno,
u anaerobnim uvjetima fermentacije, S. cerevisiae moze brzo rasti (Hansen i sur., 2001; Ciani |
sur., 2016), dok ne-Saccharomyces kvasci koji pripadaju rodovima Hanseniaspora, Kloeckera i
Torulaspora slabo rastu u istim uvjetima (Ciani i sur., 2016; Visser i sur., 1990). S. cerevisiae
podnosi koncentracije sumporovog dioksida (SO2) koje veéina ne-Saccharomyces kvasaca ne
prezivi (Maicas, 2020). Takoder, veéina ne-Saccharomyces kvasaca ima nizu toleranciju na
etanol u usporedbi sa Saccharomyces kvascima (Fugelsand i Edwards, 2007; Deak i Beuchat,
1996), sto rezultira odumiranjem ovih kvasaca ubrzo nakon pocetka alkoholne fermentacije kada
koncentracija etanola doseze 5 do 6 % (v/v) (Fugelsand i Edwards, 2007).

S. cerevisiae sojevi mogu metabolicki medusobno djelovati, mijenjajuci fermentacijske
produkte kada se uzgajaju u mjesSovitoj kulturi. Spojevi proizvedeni od strane jednog soja mogu
biti koristeni od strane drugih prisutnih kvasaca. Na taj nacin se mogu dogoditi interakcije kvasca
I dijeljenje metabolita (Ciani i sur., 2016). Ova opservacija pruza objasnjenje zasto se modulacija
okusa vina u mjeSovitoj kulturi ne moZe replicirati mijeSanjem vina zajedno, jer promjena
nastaje iz kompleksnih interakcija, koje su jo$ uvijek uglavnom nerazjasnjenje, izmedu sojeva
ukljucenih u mjesovite starter kulture (Ciani i sur., 2016; King i sur., 2008; Howell i sur., 2006).
Stupanj natjecanja svakog soja ovisi 0 brojnim abiotskim (pH, temperatura, etanol, osmotski
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faktori”, sorta grozda itd.), koji odreduju sposobnost jednog soja da nadmasi drugi (Ciani i sur.,
2016).

Kontrolirane fermentacije s vise starter Kultura karakteriziraju kompleksnu interakciju
izmedu ne-Saccharomyces i Saccharomyces sojeva (Ciani i sur., 2016; Ciani i Comitini, 2015;
Ciani i sur., 2010) rezultiraju¢i poboljsanjem kemijskog i senzorskog profila vina (Carpena i
sur., 2020b; Zhang i sur., 2020; Canonico i sur., 2018). Ne-Saccharomyces kvasci poticu
oslobadanje arome putem izlu¢ivanja proteina, uglavnom enzima i sinteze novih sekundarnih
metabolita te doprinose stabilnosti boje vina. Ovi kvasci se u vinifikaciji koriste kao dio
mjeSovitih ili sekvencijalnih kultura u kombinaciji sa S. cerevisiae (Carpena i sur., 2020b; Van
Wyk i sur., 2019; Belda i sur., 2017b; Blanco-Padilla i sur., 2014) . Odabrana strategija
inokulacije moze modulirati profil arome vina u slu¢aju mjesovitih fermentacija. Ako se odabere
istovremena inokulacija, ne-Saccharomyces kvasac i S. cerevisiae dodaju se zajedno, dok se u
slucaju sekvencijalne inokulacije ne-Saccharomyces starter inokulira prije S. cerevisiae (Shi i
sur., 2019; Maturano i sur., 2019; Carpena i sur., 2020b).

2.2. AROMATSKI SPOJEVI U VINU

Aroma vina jedna je od glavnih karakteristika koja definira razlike medu velikim brojem
proizvoda i stilova vina proizvedenih diljem svijeta. Aroma vina je osjetilna percepcija koja
varira ovisno o osobi, kontekstu iskustva potroSaca i kemijskom sastavu proizvoda (Capece i
Romano, 2019). Utjecaj kvasaca na aromu vina uglavnom je odreden nizom hlapljivih tvari (npr.
visi alkoholi, kiseline, esteri, karbonili, tioli) koje se proizvode metaboliziranjem tvari prisutnih
u grozdanom soku. Ove reakcije variraju ovisno o vrsti i sojevima kvasaca koji sudjeluju u
fermentaciji (Capece i Romano, 2019; Garcia i sur., 2002; Henick-Kling i sur., 1998; Lema i
sur., 1996). Medutim, najcesca klasifikacija aromu vina dijeli na tri glavne kategorije prema
njihovom porijeklu: (i) sortna aroma (spojevi koji potjecu direktno iz grozda), (ii) fermentacijska
aroma (spojevi koji proizlaze iz metabolizma kvasaca i bakterija tijekom alkoholne i jabu¢no-
mlije¢ne fermentacije) i (ii) aroma starenja (spojevi koji nastaju kao rezultat fizikalno-kemijskih
reakcija tijekom dozrijevanja i starenja u hrastovim ba¢vama i bocama) (Romano i sur., 2022).
Sortna aroma ovisi 0 samoj sorti vinove loze, a koli¢ina spojeva prisutnih u grozdu je usko
povezana s okoliSnim i pedoklimatskim uvjetima. Spojevi koji su uklju€eni u sortnu aromu su
uglavnom terpeni, norizoprenoidi i metoksipirazini (Romano i sur., 2022; Perestrelo i sur., 2020;

Capece i Romano, 2019), a doprinose cvjetnom i voénom karakteru, dok metoksipirazini
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vegetativnoj noti (Moreno i Peinado, 2012). Najvazniji monoterpeni u grozdu su linalol,
geraniol, nerol i citronelol, a nastaju iz prekursora mevalonata (Styger i sur., 2011; Iriti i Faoro,
2006). Spojevi koji izravno doprinose fermentacijskim aromama vina su visi alkoholi, hlapljive
masne Kiseline te na kraju, karbonilni i sumporni spojevi, a vrsta i koli¢ina sintetiziranih
hlapljivih tvari ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, poput temperaturnih uvjeta i koncentracije dusika
umosStu (Romano i sur., 2022; Carpena i sur., 2020a). Visi alkoholi se formiraju iz aminokiselina
kao 1 pripadajuci esteri i hlapljive kiseline (Styger i sur., 2011; Ehrlich, 1904). Tako primjerice
iz fenilanalina nastaje 2-fenil-acetat koji daje karakteristicnu cvjetnu aromu te aromu po medu i
ruzi (Styger i sur., 2011; Lambrechts i Pretorius, 2000). Hlapljivi esteri ¢ine jednu od najvaznijih
skupina aromatskih spojeva i uvelike su odgovorni za voéne arome u vinu (Styger i sur., 2011;
Lilly i sur, 2000). Sumporni spojevi koji sadrze tiolne skupine (merkaptani) opcenito se
povezuju s mirisnim nedostacima, ali mogu doprinositi vo¢nim aromama poput grejpa, kivija i
guave (sortni tioli) (Moreno i Peinado, 2012), dok karbonilni spojevi u odredenim
koncentracijama mogu doprinijeti vegetalnom, ali i vo¢nom karakteru (Capece i Romano, 2019).
Nadalje, proces starenja se opéenito sastoji od dvije faze: dozrijevanje (oksidativno starenje) i
starenje u boci (reduktivno starenje). Oksidativno starenje obi¢no se odvija u hrastovim
bacvama, pri cemu hlapljivi spojevi ekstrahirani iz drva imaju vaznu ulogu u formiranju finalnog
aromatskog profila vina. Medu njima su najznacajniji laktoni (povezani s notama kokosa) i
vanilin (hrastove i vanilinske arome). Starenje u boci uglavnom je povezano s nakupljanjem
reduktivnih spojeva poput tiola (2-furanmetantiola), kao i sulfida (dimetil sulfid) (Romano i sur.,
2022; Carpena i sur., 2020a).

2.2.1. Utjecaj Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvasaca na spojeve arome i senzorski
profil vina

lako je broj hlapljivih spojeva u vinu vrlo velik (nekoliko tisu¢a), smatra se da oko 70
razli¢itih kemijskih spojeva doprinosi aromatskim svojstvima vina (Denat i sur., 2021; De La
Fuente Blanco i sur., 2020). Kvantitativno, najbrojniji aromatski spojevi u vinu su nusproizvodi
alkoholne fermentacije, posebno visi alkoholi, etilni i acetatni esteri, neki karbonilni spojevi i
hlapljive masne kiseline (Denat i sur., 2021). Osim toga, znacajna grupa aromatskih spojeva i
prekursora aroma podlozna je nizu sporih kemijskih reakcija poput kiselinske hidrolize,
esterifikacije ili intramolekularnih pregradnji koje znatno utjecu na finalni aromatski profil vina
(Denat i sur., 2021; Winterhalter i Gok, 2013).



U kategoriji alifatskih masnih kiselina, osim dominantne hlapljive, tj. octene kiseline, glavni
predstavnici su srednjelancane masne kiseline kapronska, kaprilna i dekanska kiselina. Osim
toga, u grupi nezasi¢enih masnih kiselina treba spomenuti 9-decensku kiselinu koja posjeduje
konzervirajuca svojstva i znacajna je s aspekta arome kada se pretvori u etilni ester (Carpena i
sur., 2020b; Schreier i Jennings, 1979). Kvasci su glavni proizvodaci masnih kiselina koje su
zapravo prekursori za sintezu etilnih estera (Carpena i sur., 2020b; Jeromel i sur., 2019; Padilla
I sur.,, 2016). Pozeljne koncentracije masnih kiselina su 200-700 mg/L, a u viSim
koncentracijama ih karakterizira uzegla, ustajala i sirasta aroma (Carpena i sur., 2020b; Jeromel
i sur., 2019; Padilla i sur., 2016; Schreier i Jennings, 1979). Medu kvascima, S. cerevisiae je
uglavnom sposoban sintetizirati vece koncentracije kapronske i kaprilne kiseline, ali i pentanske,
dekanske i 3-metilmasla¢ne Kiseline (Carpena i sur., 2020b; Jeromel i sur., 2019; Padilla i sur.,
2016). Nadalje, S. cerevisiae sintetizira manje koncentracije visih alkohola i ima manje
izvanstani¢nih enzima koji su ukljuceni u hidrolizu strukturnih komponenti u usporedbi s drugim
vrstama ne-Saccharomyces kvasaca. Medutim, ovaj kvasac sintetizira veée koncentracije estera
i acetaldehida (Carpena i sur., 2020b; Capozzi i sur., 2015). Acetaldehid je vazan aromatski spoj,
a pripada skupini karbonilnih spojeva, te ¢ini vise od 90 % ukupnih aldehida u vinu (Styger i
sur., 2011; Nykéanen, 1986). Prekursor je za sintezu acetata, acetoina i etanola (Styger i sur.,
2011; Lambrechts i Pretorius, 2000). Pri niskim koncentracijama doprinosi ugodnoj vo¢noj
aromi vina, ali pri ve¢im koncentracijama ima oStar iritantni miris koji podsje¢a na zelenu travu
ili trule jabuke (Styger i sur., 2011; Liu i Pilone, 2000). Takoder, izuzetno je reaktivan i lako se
veze za proteine ili pojedinaéne aminokiseline $to rezultira Sirokim rasponom spojeva koji
razli¢ito doprinose senzorskim svojstvima vina (Styger i sur., 2011; Lachenmeier i Sohnius,
2008). Nadalje, vazan aromatski spoj koji se formira iz acetaldehida je diacetil. Diacetil se
uglavnom formira tijekom jabu¢no-mlije¢ne fermentacije djelovanjem bakterija mlijeCne
kiseline, ali i kvasci takoder mogu sintetizirati ovaj spoj tijekom alkoholne fermentacije.
Medutim, vecina diacetila dalje se metabolizira u acetoin i 2,3-butandiol (Styger i sur., 2011;
Bartowsky i Henschke, 2004). Pri niskim koncentracijama (senzorski prag osjetljivosti iznosi 8
mg/L), diacetil doprinosi orasastoj i tostiranoj aromi vina, doki pri visokim koncentracijama ima
karakteristicnu aromu koja je povezana s mlije¢nim karakterom (Styger i sur., 2011; Bartowsky
I Henschke, 2004; Romano i Suzzi, 1996). Volumni udio etanola takoder utjece na senzorske
karakteristike, prvenstveno na vocne, cvjetne ili kisele arome vinu, ovisno o koncentraciji
(Carpena i sur., 2020b; Styger i sur., 2011).



Ne-Saccharomyces kvasci su se uvijek smatrali kontaminantima u proizvodnji vina, stoga su
se u proslosti rutinski primjenjivali postupci za njihovo uklanjanje, poput pasterizacije mosta,
dodavanja sulfita i dezinfekcije opreme i prostorija za obradu. Negativan stav prema ne-
Saccharomyces kvascima se zadnjih desetljeCa mijenja budu¢i da imaju vaznu ulogu u
moduliranju senzorskih svojstava kona¢nog proizvoda. Brojna istrazivanja proucavaju
ponasanje nekih ne-Saccharomyces kvasaca tijekom alkoholne fermentacije, kao i njihov utjecaj
na kemijska i senzorska svojstva, te sveukupnu kvalitetu vina (Maicas, 2020). U ranim fazama
alkoholne fermentacije, ne-Saccharomyces kvasci hidroliziraju glikozidne veze nehlapljivih
glikozida bez mirisa, $to rezultira oslobadanjem aromati¢nih komponenata poput terpenola,
norizoprenoida i benzoinskih alkohola zbog B-glukozidazne aktivnosti (Romano i sur., 2022;
Contreras i sur., 2015). Zbog tih prednosti, neki ne-Saccharomyces kvasci koji pripadaju vrstama
Torulaspora  delbrueckii, Lachancea thermotolerans, Metschnikowia pulcherrima,
Schizosaccharomyces pombe, Starmerella bacillaris i Pichia kluyveri prepoznati su od strane
vodecih proizvodaca i njihove starter kulture su dostupne na trzistu (Romano i sur., 2022; Roudil
i sur., 2020; Benito i sur., 2019), a ve¢ se i koriste na industrijskoj razini s ciljem poboljsanja
aromatskog profila vina (Romano i sur., 2022; Carpena i sur., 2020b). Glavna razlika u na¢inu
na koji kvasci proizvode aromatske spojeve tijekom fermentacije proizlazi iz proizvodnje
enzima. Neki od tih enzima izluCuju se izvan stani¢ne membrane kako bi razgradili kompleksne
spojeve 1 polimere u svojoj okolini. To pruza energiju 1 hranjive tvari za kvasac, medutim,
razliciti kvasci proizvode razliCite koli¢ine ovih enzima. Neki od tih enzima izravno su
odgovorni za razgradnju Secera u etanol 1 stoga ¢e odrediti koliko brzo ¢e se odvijati fermentacija
(Borren i Tian, 2021; Romano i sur., 2019). Drugi enzimi kataliziraju stvaranje sortnih i
fermentacijskih aromatskih spojeva u vinima. Zbog raznolikosti autohtonih ne-Saccharomyces
kvasaca, tijekom spontane fermentacije proizvodi se mnogo §iri spektar izvanstani¢nih enzima
nego prilikom inokulacije ¢istom kulturom S. cerevisiae (Borren i Tian, 2021; Jolly i sur., 2014).
Stoga se moze ocekivati da ¢e se u spontanoj fermentaciji stvarati $iri spektar hlapljivih spojeva.
Moderna tehnika sekvenciranja gena takoder je pokazala da neki ne-Saccharomyces kvasci
kodiraju veéu koli¢inu izvanstani¢nih enzima od S. cerevisiae (Borren i Tian, 2020; Lambrechts
I Pretorius, 2000). Osim toga, ne-Saccharomyces kvasci su pokazali i druge karakteristike od
enoloskog znacaja, kao Sto su antimikrobna aktivnost, bioprotektivno djelovanje i promjene u
proizvodnji spojeva poput etanola, glicerola ili mlije¢ne kiseline (Castrillo i Blanco, 2023;
Zhang i sur., 2022; Agarbati i sur., 2020; Benito i sur., 2018a). Prethodno u tesktu su istaknuti
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najznacajniji ne-Sacchyromyces kvasci koji su ve¢ dotupni na trziStu kao starter kulture, a u
nastavku su opisane najcesce koriStene vrste koje su direktno vezane uz ovo istrazivanje.

Pichia kluyveri je kvasac Kkoji oslobada prekursore arome iz mosta, s potencijalnim
poboljsanjem arome i okusa vina. MjeSovita fermentacija s P. kluyveri pokazuje poveéanje
koncentracije sortnih tiola, posebno 3-sulfanilheksil-acetata (3SHA), 2-feniletil-acetata i etil
oktanata u proizvedenim vinima (Romano i sur., 2022; Benito i sur., 2019; Jolly i sur., 2014).
Tioli su skupina spojeva u kojima je kisik zamijenjen sumporom u hidroksilnoj skupini. Ova
skupina spojeva vrlo je karakteristi¢na za aromu vina, i uglavnom ovisi o metabolizmu kvasca.
Najznacajniji tioli koji su identificirani u vinu su 3-sulfanilheksan-1-ol (3SH), 3-
sulfanilheksilacetat (3SHA) i 4-metil-4-sulfanilpentan-2-on (4MSP). Ovi spojevi, osim §to su
karakteristi¢ni, vrlo su zanimljivi za prouc¢avanje jer imaju vrlo niski senzorski prag osjetljivosti,
odnosno za 4MSP 3 ng/L, za 3SH 50-60 ng/L, a za 3SHA, svega 2-4 ng/L. Aroma S-3SH i S-
3SHA oblika opisana je kao marakuja, dok je R-3SH oblik opisan kao grejp i R-3SHA kao
bozikovina (Tominaga i sur., 1996; Mina i Tsaltas, 2017). Osim utjecaja na tiole, utvrden je
porast ukupne koncentracije terpena djelovanjem kvasca P. kluyveri, sto dodatno doprinosi
povecéanju sortnih karakteristika vina (Romano i sur., 2022; Benito i sur., 2019; Jolly i sur.,
2014).

Posljednjih nekoliko godina se sve vise isti¢e potencijal kvasca Metschnikowia pulcherrima
u modulaciji senzorskog profila vina (Romano i sur., 2022; Varela i Borneman, 2017) zbog
nekih enoloskih karakteristika, kao §to su: visoka aktivnost B-glukozidaze, sposobnost
smanjenja hlapljive kiselosti i povecanje proizvodnje spojeva koji utje¢u na organolepticku
kvalitetu vina, poput srednjelanéanih masnih kiselina, visih alkohola, estera (poglavito etil
oktanata), terpena (Romano i sur., 2022; Ruiz i sur., 2018) i glicerola, kada se koristi u
mjeSovitim  fermentacijama. Ovaj kvasac karakterizira sinteza izvanstanicne a-
arabinofuranozidaze, koja utjece na oslobadanje pozeljnih sortnih aroma, poput terpena i tiola.
Osim toga, dokazano je kako M. pulcherrima oslobada sortne tiole, poput 4MSP, u
koncentracijama veéim od onih koje proizvodi S. cerevisiae zbog aktivnosti cistationin-p-liaze
(Romano i sur., 2022; Benito i sur., 2019). Takoder moze utjecati na sintezu vec¢ih koncentracija
metil butil-, metil propil- i feniletil estera (Romano i sur., 2022; Petruzzi i sur., 2017; Jolly i sur.,
2014). Osim toga, ova vrsta moze imati antagonisticki ufinak prema nekim kvascima,
ukljucujudi S. cerevisiae, §to u konacnici rezultira odgodom fermentacije. Taj je u¢inak povezan

s "killer faktorom" kao posljedicom proizvodnje pigmenata ,,pulcherrimin“ od strane M.
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pulcherrima (Romano i sur., 2022; Petruzzi i sur., 2017). Ovaj kvasac je nedavno i predloZen
kao uc¢inkoviti na¢in smanjenja udjela etanola u vinu. Koristi se u mjeSovitim fermentacijama, u
uvjetima sekvencijalne i istovremene inokulacije, postizu¢i smanjenje etanola za otprilike 1,6 %
(v/v) (Romano i sur., 2022; Canonico i sur., 2019; Benito i sur., 2019; Varela i Borneman, 2017).

Torulaspora delbrueckii je jedna od najviSe prouc¢avanih vrsta ne-Saccharomyces kvasaca u
proizvodnji vina, jer je kvasac sa zanimljivim metaboli¢kim svojstvima i ve¢ dugi niz godina na
trzistu postoji kao suhi aktivni kvasac (Romano i sur., 2022; Benito i sur., 2019). Doprinosi
sveukupnoj kvaliteti vina jer obi¢no proizvodi niske koncentracije octene kiseline, jednog od
glavnih parametara kvalitete vina (Romano i sur., 2022; Bely i sur., 2008). Nadalje, fermentacija
ovim kvascem rezultira i pove¢anjem koncentracije glicerola za 0,2 do 0,9 g/L (Romano i sur.,
2022; Gonzalez-Royo i sur., 2015; Medina-Trujillo i sur., 2017; Puertas i sur., 2017) kao i
sintezom visokih koncentracija diacetila, etil laktata i etil-acetata u usporedbi s fermentacijom
koju provodi samo kvasac S. cerevisiae (Romano i sur., 2022; lvit i sur., 2020). Osim toga, u
vinima dobivenim mjeSovitom fermentacijom (T. delbrueckii i S. cerevisiae), utvrdena je visoka
koncentracija acetatnih estera, srednjelan¢anih masnih kiselina, sortnih tiola, te monoterpena a-
terpineola i linalola. Nadalje, T. delbrueckii moze proizvesti ve¢e koncentracije voénih estera i
terpena te manje koncentracije visih alkohola kada se koristi u sekvencijalnim fermentacijama s
kvascem S. cerevisiae, pri ¢emu se zadrzava i sortni karakter vina (Romano i sur., 2022; Belda
i sur., 2017a; Renault i sur., 2016; Azzolini i sur., 2015). Neki autori navode da je kvasac T.
delbrueckii karakteriziran visokim koncentracijama izvanstani¢nih enzima, poput [3-
glukozidaze, koji znacajno utjeu na senzorski profil vina, moduliraju¢i koncentracije
norizoprenoida, terpenola i laktona kao rezultat hidrolize njihovih prekursora (Romano i sur.,
2022; Petruzzi i sur., 2017; Renault i sur., 2015). Upotreba kvasca T. delbrueckii takoder moze
smanjiti kona¢nu koncentraciju etanola u vinima za otprilike 1 % (v/v) (Romano i sur., 2022;
Benito i sur., 2019; Petruzzi i sur., 2017). Osim navedenog, ovaj kvasac proizvodi jantarnu
kiselinu te posjeduje sposobnost otpustanja manoproteina i polisaharida u vino, $to povecava
sveukupnu kvalitetu vina utjecajem na kompleksnost okusa (Romano i sur., 2022; Belda i sur.,
2016). Koristenje T. delbrueckii je jednostavno u usporedbi s drugim ne-Saccharomyces
kvascima zbog njegove relativno visoke fermentacijske moci i sposobnosti podnoSenja

koncentracije etanola ¢ak do 9-10 % (v/v) (Romano i sur., 2022).
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2.3. POSIP

Posip je autohtona sorta grozda koja se najvise uzgaja na otoku Korculi, s manjim nasadima
na otocima Mljetu i Lastovu. Ova sorta bijelog grozda ima iznimno dugu povijest i cijeni se kao
jedna od najstarijih i najkvalitetnijih autohtonih sorti bijelog grozda u Hrvatskoj. Ve¢ 1967.
godine PoSip je dobio status zasticenog i vrhunskog vina. PoSip je karakteristi¢an po dobrim
prinosima i visokoj kvaliteti vina kojeg opisuju izrazene sortne karakteristike. Ima iznimnu
sposobnost nakupljanja prirodnog Secera, pa se vjeruje da je u proslosti, uz neke druge sorte,
koriSten i za proizvodnju desertnih vina poput Proseka. Pravilnim odabirom vremena berbe
moze se posti¢i idealna ravnoteza izmedu prirodne slatkoc¢e 1 svjezine, koju odrzava umjereno
povisena i stabilna kiselost. Vino proizvedeno od grozda PoSip ima zlatno-svijetlozutu boju i
kristalnu bistro¢u, visok udio alkohola (12-13 %, v/v) i izraZzene sortne arome koje se isticu
puno¢om okusa. Umjereno povisena i stalna kiselost ¢ini ovo vino svjezim i pogodnim za duze
Cuvanje i arhiviranje. ,,Bouquet™ vina je kompleksan i elegantan, s notama suhih marelica, suhih
smokvi, borove smole. U ustima je vino suho, toplo, so¢no i puno okusa. Osvjezavajuca kiselost

doprinosi pikantnom, dugom zavrSetku s nagovjestajima tostiranih badema (lvandija, 2008).

12



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI
3.1.1. Most

U svrhu izrade diplomskog rada, koriSten je most sorte PoSip. Grozde je ubrano u fazi
tehnoloske zrelosti, tijekom berbe 2022. godine, u mjestu Smokvica, vinogorje Korcula. Nakon
primarne prerade (ruljanje i muljanje) provedeno je presanje te flotacija s ciljem bistrenja mosta.
Nakon provedenog postupka bistrenja, mos$t je sulfitiran i koncentracija ukupnog SO2 je
korigirana na 60 mg/L. Most je potom dopremljen u laboratorij, nakon ¢ega je zamrznut na -20
°C do trenutka provodenja ekperimenta. Postupak odmrzavanja mosta proveden je kroz 24 h na

sobnoj temperaturi.

3.1.2. Kvasci i hrana za kvasce

U cilju provodenja alkoholne fermentacije koriSteni su komercijalno dostupni kvasci vrste
Saccharomyces cerevisiae (Zymaflore® VL3, Laffort, Bordeaux Cedex, Francuska),
Torulaspora delbrueckii (Zymaflore® Alpha™, Laffort, Bordeaux Cedex, Francuska) Pichia
kluyveri (FrootZen®, Viniflora, Hoersholm, Danska), te Metschnikowia pulcherrima
(Zymaflore® KHIOMP  Laffort, Bordeaux Cedex, Francuska). Svaki proizvoda¢ uz svoje
proizvode predlaze i upute za koristenje, a uz kvasce je koristena i hrana za kvasce Thiazote®

(Laffort, Bordeaux Cedex, Francuska).

3.1.2.1.Karakateristike kvasca Zymaflore® VL3

Zymaflore® VL3 je selekcionirani soj kvasca S. cerevisiae koji se koristi u proizvodnji
bijelih elegantnih vina s potencijalnom koncentracijom alkohola i do 13 vol %. To je soj kojim
se postize visok sadrzaj sortnih aroma tiolnog tipa koje se opisuju kao §imSir, brnistra, agrumi,
marakuja te povecavaju osjet vina u ustima. Ovi kvasci najbrze fermentiraju pri 15 - 21 °C. Ima
visoku potrebu za dusikom tijekom alkoholne fermentacije pa se preporuca u obliku hrane za
kvasce dodati nutrijente kako bi kvasci sa sigurno$¢u mogli fermentaciju provesti do kraja.
Stvaraju malu koli¢inu hlapljivih kiselina i H2S te mogu tolerirati alkohol do 14,5 % vol.
(Laffort, 2023a)
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3.1.2.2. Karakteristike kvasca Zymaflore® Alpha™

Prema uputama proizvodaca, kada se koriste u sekvencijalnoj inokulaciji sa sojem S.
cerevisiae ovi kvasci su prikladni za proizvodnju vina punog tijela. U kombinaciji sa S. cerevsiae
stvara se slozeni ekosustav mosta te se osigurava potpuno alkoholno vrenje. Ovi kvasci podnose
do 10 vol % alkohola, imaju Sirok spektar tolerancije temperature fermentacije 12 — 26 °C. Ne
posjeduju enzim cinamat dekarboksilazu koji je odgovoran za formiranje vinilfenola koji mogu
prouzro€iti negativne mirise u vinu. Karakterizira ih i niska proizvodnja hlapljivih kiselina,
hlapljivih fenola i H2S, a imaju dobru sposobnost oslobadanja sortnih aroma tiolnog tipa (grejp,

tropsko vocée) u kombinaciji sa S. cerevisiae (Laffort, 2023Db).

3.1.2.3. Karakteristike kvasca FrootZen ®

Prema proizvodacu, ovaj kvasac se koristi u sekvencijalnoj inokulaciji, gdje se prvo inokulira
FrootZen, a dva dana kasnije kada temperatura bude 18 — 19 °C, inokulira se drugi kvasac
(obi¢no S. cerevisiae), buduci da P. kluyveri ne tolerira vise od 4 do 5 vol %. Kvasac je posebno
prikladan za bijela i i rosé vina. Njegovom upotrebom pojacavaju se voéne arome, buduci da se
koriste prirodno prisutni prekursori koje kvasci tijekom alkoholne fermentacije pretvaraju u

hlapljive spojeve, npr. sortne tiole (Chr Hansen, 2023).

3.1.2.4. Karakteristike kvasca Zymaflore ® KHIOMP

Zymaflore ® KHIOMP se koristi za proizvodnju bijelih i rosé vina. Sposoban je razmnozavati
se pri niskim temperaturama. Ima veliku sposobnost konzumiranja otopljenog kisika pa tako stiti
mo$t od oksidacije, a 1 ograniCava dominaciju potencijalno nepoZeljnih autohotnih

mikroorganizama. Kompatabilan je sa sojem Saccharomyces cerevisiae (Laffort, 2023c)

3.1.2.5. Karakteristike hrane za kvasce Thiazote® Range

Hrana za kvasce je jedna od najbitnijih elemenata za pravilan tok fermentacije, a ¢ine je
nutrijenti izolirani ih autoliziranih stanica kvasca. Kombinacija amonijevih soli i hidroklorat
tiamina (vitamina B1) sadrZzanih u ovoj hrani omogucuje umnoZavanje populacije kvasca,
ubrzanje fermentacije te smanjenje udjela ketonske kiseline (uloga tiamina) koja moze vezati
SO.. Moze se koristiti na svim vrstama mosta. Hrana se dodaje u obliku sitnih granula odmah u

most bez prethodne rehidratacije, a preporucena doza je 10 — 50 g h/L (Laffort, 2023d).
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3.1.3.

Kemikalije

Za analiti¢ke svrhe koristene su sljedece kemikalije:

Sumporna kiselina 1/3 (941) (Laboratoires Dujardin-Salleron, Noizay, Francuska)
Natrijev hidroksid 2N (908) (Laboratoires Dujardin-Salleron, Noizay, Francuska)
Sumporna kiselina 1/10 (932) (Laboratoires Dujardin-Salleron, Noizay, Francuska)
Natrijev klorid, ¢isto¢e > 99,5 % (Carlo Erba, Vale de Reuil, Francuska)

n-amil alkohol, ¢istoce > 99 % (interni standard) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Jodid/jodat N/64 (921) (Laboratoires Dujardin-Salleron, Noizay, Francuska)

0,1 M NaOH (Kefo d.o0.0., Sisak, Hrvatska)

Oprema i uredaji

Uredaj za odredivanje slobodnog i ukupnog sumporovog dioksida, Sulfilyser,
(Laboratories Dujardin-Salleron, Noizay, Francuska)

Plinski kromatograf, Agilent Techologies 6890N Network GC System (Agilent,
Santa Clara, SAD)

Maseni spektrometar, Agilent Technologies 5973 Inert Mass Selective Detector
(Agilent, Santa Clara, SAD)

Mostomjer po Baboou (T-20 °C) (MAR-TRADE d.o.0., Novi Marof, Hrvatska)
Enzimatski kit (Megazyme, Wicklow, Irska)

Analiticka vaga (£ 0,0001 g) (Metler Toledo, Columbus, SAD)

Termoblok s magnetskom mijesalicom, Reacti-Therm, Heating/Stirring module, No.
18971 (Pierce, Rockford, IL, SAD)

UV/VIS spektrofotometar Specord 50 Plus (AnalitikJena, Jena, Njemacka)

Stakleni vinifikatori od 5 L

Laboratorijske ¢aSe, staklene pipete, menzure od 100 mL

Magnet za mijeSanje

SPME vlakno,100 um PDMS, 23 Ga (Supelco, Bellefonte, SAD)

HSS bocice od 20 mL (Restek, Bellefonte, SAD)

Silikonski ¢epovi za HSS bocice (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

Kolona za kromatografiju BP20 (50 m x 220 um x 0,25 um) (SGE Analytical
Science, Victoria, Australija)
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3.2. METODE
3.2.1. Metoda proizvodnje bijelog vina sorte PoSip

3.2.1.1.Priprema kvasaca i inokulacija mosta

Most je razdijeljen u osam vinifikatora (po dva vinifikatora za svaki odabrani kvasac), pri
¢emu je u svaki vinifikator dodano 3 L mosta. Za inokulaciju su koristene maksimalne
preporuc¢ene doze kvasaca, odnosno za S. cerevisiae (varijanta Sc) je iznosila 30 g/L, za T.
delbrueckii (varijanta Td) 30 g/L, P. kluyveri (varijanta Pk) 10 g/L te za M. pulcherrima
(varijanta Mp) 5 g/L. Kvasci su najprije rehidratirani u 10 puta ve¢em volumenu vode (osim P.
kluyveri koja se nalazi u teku¢em obliku), temperature 35-40 °C. Nakon 20 min, dodan je most
u koli¢ini dodane vode, s ciljem prilagodbe kvasaca na nize temperature mosta. Prije same
inokulacije rehidratiranih kvasaca vodilo se ra¢una da razlika u temperaturi mosta u odnosu na
temperaturu kvasaca i vode ne bude veca od 10 °C. U konacnici, pripremljeni kvasci su dodani
u vinifikatore s mostom. Nakon inokulacije kvasaca, u most je dodana i hrana za kvasce u dozi
20 g/hL. U most su prvo inokulirani ne-Saccharomyces kvasci, a nakon 48h inokuliran je i
S.cerevisiae.

Tijek alkoholne fermentacije se poceo pratiti 24 h nakon dodatka kvasaca u most, a pratili
su se parametri temperature i koncentracije Secera. Koncentracija SeCera je odredena je
koristenjem moStomjera po Baboo-u koji je bazdaren na 20 °C. Pri kraju alkoholne fermentacije,
kad je koncentracija Secera pala ispod 4 °Baboo, reducirajuci Seceri su odredeni primjenom
enzimatskog kita (Megazyme, Wicklow, Irska). Po zavrSetku alkoholne fermentacije je
provedena korekcija slobodnog SO2 na 30 mg/L, vino je pretoceno s taloga te je provedena

stabilizacija vina pri 4 °C.

3.2.2. Pracenje dinamike alkoholne fermentacije

3.2.2.1.0dredivanje topljive suhe tvari areometrom (mostomjerom)
Princip metode:

Metoda odredivanja koncentracije Se¢era u mostu temelji se na ¢injenici da 90 — 94 % suhe
tvari mosta ¢ine ugljikohidrati te na principu Arhimedova zakona prema kojemu je sila uzgona
funkcija gustoce tekucine. Zbog ovisnosti o sili uzgona dolazi do razli¢itog uranjanja areometra
u tekuc¢inu (most), a na njemu se nalazi skala koja izrazava koli¢inu Secera u mostu. Skale koje
susreCemo u vinarstvu su razli¢ite i ne daju koli¢inu Secera u g/L veé u stupnjevima koje se
obi¢no zovu po konstruktoru skale, npr. Klosterneuburger skala po Babo-u-°Ba (°Kl); Oechsle-

ovi stupnjevi - °Oe.
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Babo-ov moStomjer izrazava sadrzaj SeCera u masenim postotcima (w/w) tj. stavlja u odnos

masu otopljene tvari (Se¢era) sa masom otopine (mosta) x 100, prema jednadzbi
°Ba (°Kl)= koliko grama Secera ima u 100 g mosta

Najvaznije je napomenuti da gustoéa mosta ovisi o njegovoj temperaturi. Svaki mostomjer
je bazdaren na odredenoj temperaturi i u slucaju odstupanja od te temperature mora se izvrsiti
korekcija ocitane vrijednosti. Iz tog razloga u sastav moStomjera ulazi i termometar. Za
preracunavanja ocitanih stupnjeva u masenu koncentraciju Secera u g/L koriste se Oechslove ili
tablice Salleronove tablice iz kojih se direktno oc€ita odgovaraju¢a vrijednost. Pomocu
Salleronovih tablica procjenjuje se potencijalna koncentracija alkohola u budu¢em vinu iz

ocitane koli¢ine Secera (Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, 2022).

Postupak odredivanja:

U menzuru od 100 mL uliti most do vrha te uroniti mostomjer, ocitati vrijednosti Secera i

temperature.

3.2.2.2. Odredivanje opticke gustoce (ODegoo)

Princip metode:

Metoda se bazira na Cinjenici da se poveéanjem kvas¢eve biomase, odnosno poveéanjem
broja stanica kvasca, povecava i mutnota samog mosta, §to rezultira i viSim ocitanim
vrijednostima ODeoo. Mjerenje se provodi pomocu spektorofotometra, prema metodi opisanoj u

istrazivanju Agnolucci i sur. (2009).

Postupak odredivanja:

Fermentiraju¢i most prenijeti u kivetu od 4 mL te spektrofotometrom izmjeriti apsorbanciju
pri valnoj duljini od 640 nm, uz destiliranu vodu kao slijepu probu. Podrué¢je linearnosti
spektrofotometra je izmedu 0,2-1,0, te ukoliko je ocitana vrijednost apsorbancije iznad tog

podrugja, uzorak je nuzno razrijediti i ponoviti mjerenje.

3.2.3. Odredivanje arome vina plinskom kromatografijom s masenom spektrometrijom uz
mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME-GC/MS)

Princip metode:

U kromatografsku kolonu se strujom inertnog plina (plina nosioca) uvodi odredena koli¢ina

ispitivane smjese. Sastojci smjese se u koloni razdjeljuju izmedu adsorbensa (nepokretna faza)
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i plina nosioca (pokretna faza). Po izlasku iz kolone, prisutnost odijeljenih sastojaka smjese u
plinu nosiocu utvrduje se u detektoru, uredaju koji u obliku kromatograma registrira koli¢inu

eluiranog sastojka kao funkciju vremena.

Postupak provedbe i uvjeti GC/MS analize

U tikvicu od 50 mL otpipetirati dio uzorka (vina), zatim mikropipetom dodati interni
standard n-amil alkohol u koncentraciji od 20 mg/L te tikvicu nadopuniti uzorkom do oznake.
Nakon toga otpipetirati 10 mL pripremljenog uzorka u HSS bocicu u koju je prethodno potrebno
odvagati 2g NaCl i stavljen magnet. Bo¢icu zatvoriti te kroz ¢ep unijeti SPME vlakno te provesti
mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi pri 40 °C, kroz 30 min, uz konstantno mijesanje magnetskom
mjesalicom. Nakon 30 min vlakno prenijeti u injektor plinskog kromatografa gdje se vrsi
desorpcija kroz 5 minuta.

Uvijeti rada plinskog kromatografa:

e temperatura injektora: 250 °C

temperatura detektora: 250 °C

e temperaturni program (60 — 10 min) : 35 °C, 5 min = 60 °C, 4,4 °C/min — 65°C, 0,5
°C/min = 140 °C, 5 °C/min = 250 °C , 20 °C/min, 5 min

e plin nosioc: He

e protok plina nosioca: 1,9 mL/min (p=1, 045 bar)

e ukupni protok: 20,4 mL/min

e splitless mode* injektiranja

Identifikacija i kvantifikacija spojeva arome

Identifikacija i kvantifikacija pojedina¢nih spojeva arome provodi se kompjuterskom
obradom podataka dobivenih pomocéu plinskog kromatografa s masenim spektrometrom,
odnosno dobivenog kromatograma, u programu Enhanced Chemstation (Agilent Technologies).
Identifikacija spojeva arome provodi Se usporedbom njihovih vremena zadrzavanja s vremenima
zadrzavanja ve¢ poznatih tvari iz smjese hlapljivih spojeva (interni standardi), odnosno
retencijskih vremena. Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost dvije paralele te je

izraCunata standardna devijacija za svaki detektirani spoj u vinu, a rezultati su izrazeni u mg/L.
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3.2.4. Obrada podataka

Za osnovnu obradu rezultata i prikaz dinamike alkoholne fermentacije koristen je program
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, SAD). Nadalje, jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA, engl. One-way Analysis of Variance) je provedena primjenom programa
Statistica V.10 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD) s ciljem utvrdivanja znacajnih razlika izmedu
srednjih vrijednosti spojeva arome. Tukey HSD test je proveden nakon §to su utvrdene statisticki
znacajne razlike (p < 0,05) izmedu uzoraka. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost Cetiri

analiti¢ka mjerenja sa standardnom devijacijom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. DINAMIKA ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Dinamika fermentacije prikazana je na slici 1 u obliku prosje¢ne potrosnje Secera (%). Svi
uzorci uspjeli su zavrsiti alkoholnu fermentaciju do 10. dana. Kako se i o¢ekivalo, uzorak sa S.
cerevisiae poceo je najranije fermentirati i pokazao je vecu brzinu fermentacije od vinifikacije
uzoraka s ne-Saccharomyces kvascima. Fermentacijska sposobnost ne-Saccharomyces uzoraka
varirala je medu vrstama, pri ¢emu se varijanta s T. delbrueckii istice po viSoj stopi fermentacije
u prva 4 dana za razliku od ostala dva uzoraka. Nakon spomenutog ¢etverodnevnog razdoblja,
druga dva uzorka (M. pulcherrima i P. kluyveri) karakterizirala je veca brzina fermentacije u
usporedbi s T. delbureckii, no s nizim brzinama u odnosu na S. cerevisiae. Ne-Saccharomyces
uzorci vina pokazali su slabiju fermentativnu sposobnost, budué¢i da nisu sposobni podnijeti
visoke koncentracije etanola. Slaba ili sporija fermentativna aktivnost ne-Saccharomyces
kvasaca potvrdila je potrebu dodavanja soja S. cerevisiae kako bi se uspjesno dovrsila

fermentacija.
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Slika 1. Prosje¢na potrosnja Secera (%) tijekom alkoholne fermentacije. SC- fermentacija
cistom S. cerevisiae kulturom; PK- sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S. cerevisiae; TD-

sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te MP- sekvencijalna fermentacija M.

pulcherrimai S. cerevisiae.

20



Rezultati prosjecnih vrijednosti opticke gustoc¢e (ODeoo) tijekom 1 nakon zavrSetka alkoholne
fermentacije prikazani su na slici 2. Razlike ODegoo u pocetnim fazama alkoholne fermentacije
rezultat su inokulacije tih kvasaca u razli¢itim koncentracijama, pri ¢emu su varijante sa S.
cerevisiae i T. delbrueckii inokulirane dozom 30 g/hL, dok su P. kluyveri i M. pulcherrima
varijante inokulirane dozama 10 g/hL i 5 g/hL. Nadalje, uzorak fermentacije ¢istim kulturom, S.
cerevisiae dosegnuo je maksimalnu populaciju ¢etvrtog dana nakon inokulacije te po¢eo opadati
nakon Sestog dana. Medutim, populacija S. cerevisiae bila je konstantno niza nego u uzorcima
sekvencijalnih fermentacija. Uzorak T. delbrueckii dosegnuo je najvisu koncentraciju populacije
i to sedmog dana kao i ostali uzorci (P. kluyveri, M. pulcherrima). Uzorci P. kluyveri i M.
pulcherrima pokazuju sli¢an trend rasta populacije stanica sve do sedmog dana fermentacije

kada uzorak M. pulcherrima pokazuje brzi pad populacije stanica do kraja fermentacije.

18
1,6
14

1,2

0OD600
[

0,8
0,6
0,4
0,2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
dani fermentacije

Sc Pk Td Mp
Slika 2. Prosje¢ne vrijednosti opticke gustoce (ODeoo) odredene tijekom i po zavrsetku
alkoholne fermentacije. SC- fermentacija cistom S. cerevisiae kulturom; PK- sekvencijalna

fermentacija P. kluyveri i S. cerevisiae; TD- sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S.

cerevisiae te MP- sekvencijalna fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae.
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4.2. UTJECAJ KVASACA NA SINTEZU SPOJEVA AROME TIJEKOM
ALKOHOLNE FERMENTACIJE

Slike 3-17 prikazuju koncentracije spojeva arome u mos$tu i vinu tijekom alkoholne
fermentacije djelovanjem razliCitth kombinacija komercijalnih kvasaca: Cista S. cerevisiae
kultura (varijanta Sc), sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S. cerevisiae (varijanta Pk),
sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae (varijanta Td), sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae (varijanta Mp). Koncentracije pojedinih spojeva
odredene su u mostu (dan 0), te u Cetiri toc¢ke tijekom odvijanja procesa alkoholne fermentacije
(nakon 2, 3, 6 i 10 dana od trenutka inokulacije kvasaca).

Na slici 3 prikazana je koncentracija etil-acetata u mostu i tijekom alkoholne fermentacije
razli¢itim kvascima. Kao $to je i o¢ekivano, koncentracija ovog spoja u mostu je zanemariva,
poveéava se sa stupnjem provedbe alkoholne fermentacije. Esteri se proizvode tijekom
alkoholne fermentacije iz alkohola i acil-CoA pomoc¢u enzima kvasca alkohol-aciltransferaze,
Sto objasnjava zasto je njihova koncentracija u grozdu zanemariva (llc i sur., 2016). Razlic¢iti
kvasci rezultirali su i razli¢itim koncentracijama etil-acetata u pojedinim fazama alkoholne
fermentacije. Tako je u prvoj tocki analize (2. dan) znacajno veéa koncentracija ovog spoja
utvrdena u varijanti Td, zatim u uzorku varijante Sc te u konacnici u varijantama Mp 1 Pk.
Nadalje, veci porast koncentracije etil-acetata vidljiv je nakon 3 dana od pocetka fermentacije u
slu¢aju fermentacije S. cerevisiae kvascem (varijanta Sc), dok je kod ostalih varijanti
najznacajniji porast utvrden u sljedecoj tocki analize (nakon 6 dana od inokulacije). Varijanta
Sc rezutirala je znac¢ajno ve¢om koncentracijom etil-acetata u zadnje dvije tocke analize (6. 1 10.
dan), dok je najniZa koncentracija utvrdena u vinu fermentiranom sekvencijalnom
fermentacijom T. delbrueckii i S. cerevisiae (varijanta Td). Porast koncentracije etil-acetata
nakon 6 dana rezultat je dominacije soja S. cerevisiae u svim uzorcima, obzirom da je ovaj soj
inokuliran nakon 48 h od inokulacije ne-Saccharomyces kvasaca. Od svih estera, etil-acetat
najvise je istrazivan. U niZim koncentracijama doprinosi kompleksnosti arome vina (Amerine i
Roessler, 1983; Jackson, 2020), odnosno doprinosi cvjetnim i voénim aromama Vvina (Belda i
sur., 2017b; Carpena i sur., 2020b), dok je u visim indikator kiselo-octene nepozeljne arome
(Amerine i Roessler, 1983; Jackson, 2020). Razvoj nepozeljnih, visokih koncentracija etil-
acetata obi¢no je povezan s kontaminacijom grozda, mosta ili vina bakterijama octene kiseline
(Jackson, 2020). lako se etil-acetat znacajnije sintetizira u prvoj fazi alkoholne fermentacije,
koncentracija mu obi¢no padne ispod senzorskog praga osjetljivosti do kraja ovog procesa

(Jackson, 2020), a u analiziranim uzorcima njegove su koncentracije relativno niske, $to znaci

22



da doprinosi kompleksnosti tih vina. Smatra se da ne-Saccharomyces kvasci opéenito proizvode
znatno manje koli¢ine etil estera od S. cerevisiae (Padilla i sur., 2016; Rojas i sur., 2001; Rojas
i sur., 2003). Belda i sur. (2017a) su u svom istrazivanju koristili dva razliCita soja S. cerevisiae
I dva soja T. delbruecki u sekvencijalnoj fermentaciji. Nakon 4 mjeseca skladiStenja vina
provedena je analiza hlapljivih spojeva, te je utvrdeno kako je fermentacija ¢istom kulturom
kvasaca S. cerevisiae rezultirala nizom koncentracijom spomenutog estera kao i kod drugog
istrazivanja s Td u sekvencijalnoj fermentaciji sa Sc kada je analiza vina provedena 21 dan od
zavrSetka fermentacije (Belda i sur., 2014). Nadalje, isti trend koncentracije (slika 3), odnosno
visu koncentraciju etil-acetata u kontrolnom uzorku sa S. cerevisiae u usporedbi s varijantama
T. delbrueckii i M. pulcherrima utvrdili su i Gonzalez-Royo i sur. (2015), istrazivanjem utjecaja

soja kvasaca na aromatske spojeve baznog vina Macabeo namijenjenog proizvodnji pjenusavih

vina.
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Slika 3. Koncentracije etil-acetata (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).
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Koncentracije etil-heksanoata, estera koji pridonosi vo¢noj aromi vina i karakteristi¢noj
aromi zelene jabuke (Morata, 2022), tijekom alkoholne fermentacije prikazane su na slici 4. Kao
Sto se moze vidjeti, varijanta Sc je rezultirala najznacajnijim porastom koncentracije ovog spoja
nakon 2. i 3. dana od inokulacije. S druge strane, varijante sekvencijalnih fermentacija pokazuju
vrlo blagi porast koncentracije tijekom navedenog vremenskog perioda, §to implicira da ne-
Saccharomyces kvasci ne sintetiziraju znacajne koncentracije ovog estera u prvim fazama
fermentacije. U svim varijantama promatra se trend najvece koncentracije etil-heksanoata vec¢

Sestog dana analize.
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Slika 4. Koncentracije etil-heksanoata (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova

oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

Inace, akumulacija estera rezultat je ravnoteZe izmedu reakcija sinteze i hidrolize, a koje su

rezultat djelovanja raznih enzima. Ove enzimatske aktivnosti vrlo su niske tijekom fermentacije
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mosta (Gonzalez-Jiménez, 2020; Plata i sur., 2005; Plata i sur., 1998; Mauricio i sur., 1993).
Krajem fermentacije, voc¢ni esteri opc¢enito premasuju svoje ravnotezne konstante (Jackson,
2020; Ramey i Ough, 1980). Kao rezultat toga, etil esteri po¢inju hidrolizirati natrag u alkohole
I odgovarajuc¢u kiselinu, no puno sporije za razliku od acetatnih estera (Komes i sur., 2007;
Chisholm i sur., 1995). U okviru ovih zaklju¢aka, koncentracija etil heksaonata 10. dan analize
se smanjuje u svim uzorcima vina. Po zavrSetku alkoholne fermentacije (10. dan) vidljivo je
kako je varijanta Mp rezultirala najvisom koncentracijom etil-heksanoata, dok je najniza
koncentracija utvrdena u varijanti Td. Trend sli¢an ovome utvrdili su i Dutraive i sur. (2019) u
svom istrazivanju gdje su usporedivali utjecaj sekvencijalne fermentacije M. pulcherrima na
kemijski sastav vina Rizling te zakljucili kako proizvedena vina takoder karakterizira veca
koncentracija etil-heksanoata. Nadalje, sekvencijalna fermentacija ovim kvascem tijekom
proizvodnje vina Verdejo takoder je rezultirala visim koncentracijama navedenog spoja (Ruiz i
sur., 2018). Varela i sur. (2016) opisuju razli¢ite aromatske profile vina sorti Chardonnay i
Shiraz te, u oba slucaja, vina proizvedena sekvencijalnom fermentacijom Mp su karakterizirana
visim koncentracijama etil-heksanoata, u usporedbi s kontrolnim uzorkom proizvedenim
fermentacijom s cistom S. cerevisiae kulturom. Medutim, istrazivanje odabranih ne-
Saccharomyces kvasaca u kontroliranim multistarter fermentacijama sa S. cerevisiae koje su
proveli Comitini i sur. (2011) pokazuje nesto drugacije rezultate. Navedeni autori su analizirali
vina nakon zavrSetka fermentacije koja je provedena s tri razliCita omjera inokuluma ne-
Saccharomyces/Saccharomyces kvasaca (1:1, 100:1, 10 000:1) te su rezultati usporedeni s
vinom C¢iste kulture (Sc) takoder inokulirane u most s istim omjerima. Utvrdili su da u ko-
inokulaciji M. pulcherrima sa S. cerevisiae, bez obzira na omjer inokuluma, fermentacija ¢istom
kulturom S. cerevisiae dovodi do visih vrijednosti koncentracije etil-heksanoata. Kada se analiza
radi s T. delbrueckii u slucaju omjera 1:1 varijanta Sc rezultira nizom koncentracijom spoja, dok
u slucaju ostala dva omjera viSom koncentracijom etil-heksanoata. Stoga pravilna prilagodba
omjera inokuluma odabranih kultura koje nisu iz roda Saccharomyces u kombinaciji s kulturom
S. cerevisiae ¢ini se kljuénom za optimizaciju Zeljenih karakteristika vina (Comitini i sur., 2011;
Nissen i sur., 2003). Takoder, koncentracija etil estera srednjelan¢anih masnih kiselina ovisi o
koncentraciji prekursora masnih kiselina (llc i sur., 2016; Saerens i sur., 2008), pa to moze
dovesti do smanjenja koncentracije etil estera (Robinson i sur., 2014; Saerens i sur., 2008), ¢ime
se takoder moze objasniti smanjenje koncentracije spoja 10. dana analize (slika 4). Prekursor za
sintezu etil-heksanoata je kapronska kiselina (llc i sur., 2016). lako je kapronska kiselina

uglavnom produkt fermentacije, nezanemarive koliine prisutne su i u grozdu. Biosinteza
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kapronske kiseline u grozdu moze stoga utjecati na koncentraciju etil-heksanoata u vinu (llc i
sur., 2016; Verstrepen i sur., 2003).

Sljedeca slika (slika 5) prikazuje koncentracije etil-oktanoata u analiziranim uzorcima i
vidljivo je kako je najvisa koncentracija ovog spoja utvrdena u varijanti Mp nakon 6 dana.
Opcenito, sve varijante dosezu najviSu vrijednost Sesti dan analize. Nakon tog trenutka,
koncentracija varijante Sc ostaje relativno stabilna tijekom preostalog dijela analize, do desetog
dana, dok se kod ostalih uzoraka koncentracija smanjuje. Osim toga, u prvoj fazi alkoholne
fermentacije (nakon 3 dana) utvrdeni su znacajni trendovi u porastu koncentracije spojeva medu
varijantama Sc, Pk i Td, s najocitijim porastom u varijanti Sc. Kvasac M. pulcherrima doprinosi
visokoj koncentraciji etil estera, posebno etil-oktanoata, no rezultati variraju ovisno o koristenim
sojevima kvasca (Jolly i sur., 2003; Borren i Tian, 2020). Ovi rezultati su u skladu s
istrazivanjem Dutraive i sur. (2019) koji su takoder potvrdili da je najvisa koncentracija etil-

oktanoata utvrdena u vinu proizvedenom sekvencijalnom inokulacijom Mp i Sc.
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Slika 5. Koncentracije etil-oktanoata (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).
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Suprotno prethodno spomenutom istrazivanju, Benito i sur. (2015) su istrazivali utjecaj
sekvencijalne fermentacije na vino Rizling, ali su uz M. pulcherrimu u sekvencijalnoj
fermentaciji sa S.cerevisiae koristili i P. kluyveri pa su dosli do zakljucka da uzorak proizveden
s Pk karakterizira viSa koncentracija etil-oktanoata, zatim slijedi uzorak proizveden s Mp, te u
konacnici varijanta s ¢istom kulturom S. cerevisiae. Garcia i sur. (2020) u istrazivanju utjecaja
ne-Saccharomyces i Saccharomyces kvasaca na smanjenje udjela alkohola u bijelom vinu
Spanjolske sorte Malvar koristili su dva soja kvasca M. pulcherrima i u slu¢aju oba soja je Cista
kultura (varijanta Sc) rezultirala viSom koncentracijom etil-oktanoata, §to je suprotno
rezultatima dobivenim u ovom i prethodno spomenutim istrazivanjima. Gonzalez-Royo i sur.
(2015) su dosli do sli¢nih zaklju¢aka, odnosno utvrdili su visu koncentraciju etil-oktanoata u
kontrolnim uzorcima Ciste kulture S. cerevisiae, u usporedbi s M. pulcherrima/S. cerevisiae
varijantom. Ovi, suprotni trendovi takoder su potvrdeni i u istrazivanju Romani i sur. (2020) koji
su analizirali vino sorte Sangiovese Cetiri mjeseca nakon skladistenja vina. Navedene razlike u
trendovima su vjerojatno posljedica prisutnosti razli¢itih koncentracija esteraza medu razli¢itim
sojevima kvasaca koji kataliziraju sintezu ovog spoja, kao i u razli¢itim udjelima aminokiselina

kao prekursora (Borren i Tian, 2020; Rodriguez i sur., 2010).

Na slici 6 prikazana je dinamika promjene koncentracije etil-dekanoata tijekom
fermentacije. Prvi zna¢ajan porast koncentracije primijecen je u slu¢aju uzorka Sc nakon 3 dana,
dok se brzi porast koncentracije kod ostalih uzoraka evidentira tek Sestog dana analize. U svim
uzorcima, osim varijante Td, najveca koncentracija ovog spoja utvrdena je desetog dana analize,
prvenstveno kod varijante Sc, zatim u uzorcima Mp, Pk te na kraju Td jedino kojeg karakterizira
pad koncentracije. Rezultati ovog istrazivanja nisu uskladeni s rezultatima Sadoudi i sur. (2012)
koji su promatrali interakcije izmedu kvasaca analizom aromatskog profila vina Sauvignon
blanc fermentiranog s Cistom kulturom S. cerevisiae ili u ko-inokulaciji ovog kvasca sa M.
pulcherrima i T. delbrueckii, impliciraju¢i da c¢ista kultura S. cerevisiae proizvodi nize
koncentracije etil-dekanoata nego u slucaju ko-inokulacije s M. pulcherrima i T. delbrueckii.
Nadalje, do sli¢nog zakljucka dosli su Dutraive i sur. (2019) analizirajuc¢i koncentraciju etil-
dekanoata u uzorcima vina Rizling proizvedenog sekvencijalnim fermentacijama s Mp, Td i Pk
pri ¢emu je nakon zavrsetka fermentacije varijanta Mp rezultirala najvisom koncentracijom tog
spoja. Suprotni trendovi, odnosno veéa koncentracija ovog estera u bijelim vinima proizvedenim
¢istom kulturom S. cerevisiae utvrdeni su u drugim istrazivanjima (Varela i sur., 2016; Comitini
i sur., 2011).

27



1,0 1,0 tP
1
0,8 a 0,8
< = ~ a
oY) 0,6 oo O,6 g
S S
0,4 a 0,4
0,2 0,2
a a a a b
0,0 - 0,0 ~
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan
c 12 D 1,2
1,0 1,0 ~ab
0,8 4 0,8
= 2 c < 7
od 0,6 b 0,6
£ €
0,4 0,4
0,2 0,2
a a c a a c
0,0 - ; 0,0 - f
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan

Slika 6. Koncentracije etil-dekanoata (ug/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova

oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

2-feniletil-acetat, acetatni je ester prisutan u vinu Koji znacajno doprinosi aromatskom
profilu vina sa izraZzenim notama meda, voca i cvjetnih tonova (Perestrelo i sur., 2020), S
posebnim naglaskom na aromu ruze (Ruiz i sur.,, 2019). Slika 7 prikazuje promjenu
koncentracije 2-feniletil-acetata tijekom procesa alkoholne fermentacije. Vidljivo je kako
varijanta Pk rezultirala znacajnim povec¢anjem koncentracije ve¢ 3. dan, dok se slican efekt kod
uzorka Sc takoder primje¢uje nakon 3 dana. Varijante Mp i Td, s druge strane, pokazuju ovaj
porast tek nakon 6 dana od pocetka alkoholne fermentacije, sto implicira da ova dva kvasca
sintetiziraju jako male koncentracije 2-feniletil-acetata. Vazno je napomenuti da se kod svih
varijanti nakon 10 dana koncentracija ovog spoja smanjila u odnosu na 6. dan analize, s
najizrazenijim smanjenjem koncentracije u varijantama Pk i Sc. Ipak, uzorak Pk karakterizira
najvisa koncentraciju 2-feniletil-acetata po zavrSetku alkoholne fermentacije (10. dan).
Istrazivanje o prisutnosti razliCitih enzimatskih aktivnosti s enoloskim utjecajem (Escribano i

sur., 2017) utvrdilo je da svi proucavani sojevi P. kluyveri pokazuju esteraznu aktivnost, koja
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katalizira formiranje estera. Najveéi porast iznosio je 25 % za 2-feniletil-acetat kada je S.
cerevisiae inokuliran 2 dana poslije P. kluyveri (Vicente i sur., 2021; Benito i sur., 2015) i 50 %
(Vicente i sur., 2021; Dutraive i sur., 2019) za duzu sekvencijalnu fermentaciju, odnosno kada

je S. cerevisiae inokuliran 4 dana poslije P. kluyveri (Vicente i sur., 2021).
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Slika 7. Koncentracije 2-feniletil-acetata (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip.
A) fermentacija ¢istom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

Iz podataka prikazanih na slici 7 jasno se vidi da uzorak Pk karakterizira najvisa kona¢na
koncentracija navedenog spoja. Ovo potvrduje ranije istrazivanje Benito i sur. (2015) koje
sugerira da P. kluyveri kvasac proizvodi visu koncentraciju 2-feniletil-acetata u sekvencijalnoj
fermentaciji u usporedbi s fermentacijom sa ¢istom S. cerevisiae kulturom, dok su Sadoudi i sur.
(2012) potvrdili da sekvencijalna fermentacija s M. pulcherrima rezultira viSom koncentracijom
u usporedbi s varijantom Sc, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju. Osim
toga, istrazivanje sekvencijalnih fermentacija na vinima Rizling i Garnacha u oba slucaja
pokazuje znacajnu ulogu ne-Saccharomyces kvasaca u poboljsanju arome u usporedbi s

fermentacijom sa cCistom kulturom S. cerevisiae, gdje su autori zakljuéili da varijanta Pk
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proizvodi viSu koncentraciju 2-feniletil-acetata od kontrolnog uzorka i varijante Td (Oliveira i
Ferreira, 2019). Takoder, acetati, koji su inicijalno proizvedeni enzimatski, polako se
hidroliziraju nakon fermentacije dok se ne postigne ravnoteza s odgovarajuéim kiselinama i
alkoholima (Komes i sur., 2007; Chisholm i sur., 1995), $to objasnjava smanjenje koncentracije

ovog spoja po zavrSetku fermentacije.

Na slici 8. prikazana je koncentracija izobutil-acetata. Ester izobutil-acetat doprinosi aromi
banane i tropskog voca (Morata, 2022; Gobbi i sur., 2013). Koncentracija ovog spoja u mostu je

zanemariva, a postupno se povecava kako proces alkoholne fermentacije napreduje.
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Slika 8. Koncentracije izobutil-acetata (ug/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova

oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

Varijacije u uporabi razli¢itih sojeva kvasaca manifestirale su se u obliku razli¢itih

koncentracija izobutil-acetata u razli¢itim fazama alkoholne fermentacije. Na primjer, u drugoj
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tocki analize, koja se provodila nakon 3 dana, znacajno veca koncentracija izobutil-acetata
utvrdena je u varijanti Sc, zatim u varijanti Td, dok su varijante Pk i Mp pokazale zanemarive
koncentracije. Najznacajniji porast koncentracije izobutil-acetata kod svih uzoraka vina uocen
je u sljedec¢oj tocki analize, nakon 6 dana od inokulacije, dok je 10. dan doslo do smanjenja
koncentracije ovog spoja, takoder u svim varijantama. Po zavrSetku alkoholne fermentacije
varijanta Pk je karakterizirana najvis$im koncentracijama ovog spoja kao i u uzorcima vina
Garnacha i Rizling u usporedbi s Td i Sc. Uzorci vina Rizling i Garnacha koristeni su u dva
neovisna sekvencijalna eksperimenta (Oliveira i Ferreira, 2019). Najniza koncentracija utvrdena
je u vinu fermentiranom sekvencijalnom fermentacijom kvasaca T. delbrueckii i S. cerevisiae
(varijanta Td). Ovi rezultati su u kontradikciji s prethodnim istraZivanjima provedenim od strane
Gonzalez-Royo i sur. (2015) koji su analizu proveli 3 mjeseca nakon fermentacije. U njihovom
istrazivanju varijanta Mp rezultirala je najnizim koncentracijama 0vog spoja, odnosno nizim od
kontrole (varijanta Sc) i varijante Td, dok je u ovom istrazivanju kontrolni uzorak karakteriziran
viSom koncentracijom od uzorka proizvedenim varijantama Mp i Td. Nadalje, u sekvencijalnoj
fermentaciji T. delbrueckii i S. cerevisiae Zhang i sur. (2022) mjesec dana nakon fermentacije
ispituju taj utjecaj na bijelo vino Petit Manseng te su utvrdili da je varijanta Td rezultirala visim
koncentracijama izobutil-acetata od ¢iste kulture (varijanta Sc). Nepodudaranje rezultata
pokazuju i Varela i sur. (2016) gdje varijanta s M. pulcherrimom proizvodi visu koncentraciju
izobutil-acetata od ¢iste kulture, a proveli su analizu nakon sto je Secer potpuno potrosen (<5
g/L), otprilike mjesec dana u oba slucaja uzoraka vina (Chardonnay i Shiraz). Razlog odstupanja
moze biti taj $to izobutil-acetat polako hidrolizira u odgovarajucu Kiselinu i alkohol, stoga vo¢na
nota koju donosi taj ester blijedi odnosno koncentracija mu varira (Pérez-Prieto i sur., 2003;
Jackson, 2020). Dodatni razlozi za nepodudaranja u rezultatima mogu proizi¢i iz vremenskih
razlika u provedbi analiza, budu¢i da se u svim istrazivanjima provode analize otprilike mjesec

dana nakon zavrS$ene fermentacije.

Na slici 9 prikazana je koncentracija etil-butirata, a prisutnost etil-butirata u vinu ovisi o
uvjetima fermentacije, kao i o vrsti kvasca koja se Kkoristi tijekom procesa fermentacije.
Koncentracija spoja u mostu i kod svih varijanti u po€etnim to¢kama analize (2. i 3. dan) je
gotovo zanemariva, a nakon toga slijedi sinteza vecih koncentracija tog spoja. Na kraju analize
(10. dan), varijanta Sc se isti¢e s najviSom koncentracijom spoja, a varijanta Td pokazala je

najmanju koncentraciju.
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Slika 9. Koncentracije etil-butirata (ug/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija ¢istom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

Beldai sur. (2017a) te Zhang i sur. (2022) proveli su analize koncentracije etil-butirata nakon
Cetiri, odnosno mjesec dana od zavrSetka procesa fermentacije i utvrdili su da je koncentracija
etil-butirata bila visa u uzorcima sekvencijalne fermentacije T. delbrueckii/S. cerevisiae, sto je
suprotno rezultatima u ovom istrazivanju. Nasuprot tome, trendovi sli¢ni onima u ovom radu su
potvrdeni u ranijim istrazivanjima koja su proucavala utjecaj sekvencijalne fermentacije Td 1
Mp na aromu vina (Romani i sur., 2020; Gonzalez-Royo i sur., 2015). Navedena istrazivanja
ukazuju da su uzorci proizvedeni s cCistom kulturom S. cerevisiae karakterizirani visom
koncentracijom etil-butirata u usporedbi s druga dva kvasca (sekvencijalna fermentacija).
Nadalje, druga istrazivanja koja su takoder istrazivala utjecaj sekvencijalne fermentacije, ali sa
kvascem M. pulcherrima, su takoder potvrdila prethodno istaknute trendove (Garcia i sur., 2020;
Ruiz i sur., 2018). U konacnici, u istrazivanju utjecaja sekvencijalne fermentacije na kemijski

sastav Rizlinga koristen je kvasac P. kluyveri te su rezultati pokazali da uzorak proizveden
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fermentacijom s tim kvascem ima nizu koncentraciju etil-butirata u usporedbi s kontrolnim
uzorkom (varijanta S. cerevisiae) (Dutraive i sur., 2019), $to se podudara i s prikazanim

podacima naslici 9.

Slika 10 prikazuje promjenu koncentracije izobutanola. Uz izoamil-alkohol, daje specifi¢nu
aromu po viskiju te otapalu s percepcijom gor¢ine (Robinson i sur., 2014; Francis i Newton
2005). Kvasci proizvode vecinu visih alkohola iz metabolizma Secera, stvarajuci prekursore iz
piruvata i acetil-CoA (Robinson i sur., 2014; Bell i Henschke 2005; Swiegers i sur., 2005;
Crowell i sur. ,1961). Alternativno, visi alkoholi se proizvode razgradnjom viska aminokiselina
putem kvasaca (Robinson i sur., 2014; Bell i Henschke 2005; Swiegers i sur., 2005). Nastale
kiseline dekarboksiliraju se u aldehide, koji se konac¢no reduciraju u vise alkohole. Neki visi
alkoholi nemaju moguce prekursore medu aminokiselinama i formiraju se iz ketonskih kiselina

(Regodon Mateos i sur., 2006; Henschek i Jiranek, 1993).

A 30 30
a
25 25 £
_ a
20 a - 20
< - =
Eo 15 = = 15
10 10 b/
a
a 5
a y C
a = a b
0 0 -
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan
30
c 30 D
25 ab 25
20 i 20 b
od 15 )
S P £ b
10 10 7
b
5 p 5 c
a C
0 2. C 0 2
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan

Slika 10. Koncentracije izobutanola (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova

oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).
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Nadalje, kod prve toc¢ke analize (2. dan) najveca koncentracija ovog spoja utvrdena je u
varijanti Sc, dok je kod ostalih porast koncentracije utvrden nakon tre¢eg dana alkoholne
fermentacije. Takoder varijanta Sc pokazuje najveci porast koncentracije, sve do 10 dana analize
kada je u varijanti Pk utvrdena najvisa koncentracija ovog spoja, zatim u varijanti Sc, te u
konacnici Td i Mp. Sli¢no navedenom trendu, viSe koncentracije izobutanola su utvrdene u
kontrolnom (Sc) uzorku vina Tempranillo, u usporedbi s varijantom Td (Belda i sur., 2014).
Ipak, druga relevantna istrazivanja ukazuju na kontrastne rezultate. Prema radovima Garcia i
sur. (2020) te Romani i sur. (2020), uzorak bijelog vina Malvar, odnosno crnog Sangiovese s M.
pulcherrimom karakteriziraju veée koncentracije izobutanola u usporedbi s kontrolnim uzorcima
sa S. cerevisiae. S druge strane, u istrazivanju utjecaja sekvencijalnih fermentacija na aromatski
profil bijelog vina, sugerira se da sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii/S. cerevisiae
rezultira viSom koncentracijom navedenog spoja od kontrolnog uzorka (Zhang i sur., 2022).
Nadalje, analizom vina Chardonnay utvrdeno je kako je sekvencijalna fermentacija s M.
pulcherrima rezultirala vecom koncentracijom ovog spoja od kontrolnog uzorka (Sc) (Varela i
sur., 2016), sto bi znacilo da sastav grozda i mosta moze znacajno varirati ovisno o sorti grozda,
Hterroiru ““ i sezoni berbe. Ove promjene u sirovinama mogu utjecati na metabolizam kvasaca i
konacni proizvod fermentacije. Prema Giucidi i sur. (1990) proizvodnja visih alkohola od strane
kvasaca ovisi o njihovoj sposobnosti proizvodnje aminokiselina, §to varira ovisno o rodu, vrsti
I soju (Regodon Mateos i sur., 2006). Drugi faktori poput proizvodnje etanola, temperature
fermentacije, pH-vrijednosti, aeracije te koliine ¢vrstih tvari u mostu takoder utjecu na
proizvodnju visih alkohola od strane kvasaca (Regodon Mateos i sur., 2006; Llaurado i sur.,
2005; Zoecklein i sur., 1995; Henschek i Jiranek, 1993).

Heksil-acetat (slika 11) je spoj koji je povezan sa aromom crvenog voca (Forde i sur., 2011;
Dennis i sur., 2012) vrlo ¢esto se spominje u kontekstu ugodne arome u crnim vinima (Dennis i
sur., 2012). Iz rezultata prikazanih naslici 11 vidi se da heksil-acetat nije detektiran u pocetnom
mostu, S§to je i ocekivano obzirom da je proizvod fermentacije kvasaca. Tijekom analize,
koncentracija heksil-acetata u uzorcima Td i Mp najvisa je 6. dan, dok je u uzorcima Sc i Pk
najviSa 3. dan. Na kraju alkoholne fermentacije (10. dan analize), koncentracija heksil-acetata
najvisa je u uzorku Pk. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem Escribano-Viana i sur. (2018)
koji su analizirali utjecaj 10 enoloskih kvasaca na kvalitetu vina Tempranillo. Provedena je
sekvencijalna inokulacija sa S. cerevisiae, a medu tih 10 ispitivanih sojeva bili su i M.
pulcherrima i T. delbrueckii. Rezultati navedenog istraZivanja pokazali su, kao i prema

rezultatima u ovom radu, da je varijanta Sc rezultirala viSom koncentracijom heksil-acetata, u

34



usporedbi sa sekvencijalnim fermentacijama Mp i Td. U sekvencijalnoj fermentaciji uz iste
kvasce, Dutraive i sur. (2019) utvrdili su najnizu koncentraciju spojeva kod uzorka proizvedenog
s P. kluyveri dok su najnizu koncentraciju utvrdili u kontrolnom uzorku $to nije u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja. Nasuprot tome, kod istrazivanja kvalitete vina Petit Manseng |,
varijanta Td je karakterizirana ve¢om koncentracijom spoja u usporedbi s ¢istom Kulturom
(Zhang i sur., 2022).
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Slika 11. Koncentracije heksil-acetata (ng/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta Posip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbruekcii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's
HSD test, p<0,05).

Dodatno, analiza kvalitete vina Vidal s pet ne-Saccharomyces kvasaca u ko-inokulaciji sa S.
cerevisiae pokazuje da je varijanta Mp rezultirala visom koncentracijom spojeva u usporedbi s
varijantama Pk i Sc (Ge i sur., 2021). Razliciti rezultati mogu biti objasnjeni interakcijom
izmedu kvasaca koja moze utjecati na aromu vina (Dutraive i sur., 2019; Sadoudi i sur., 2012;
Fleet, 2003). Spoj cis-3-heksan-1-ol moze djelovati kao prekursor heksil-acetata, no mehanizam
kojim ga kvasac koristi za proizvodnju acetatnog estera nije u potpunosti ovisan o njegovoj
koncentraciji. Moguce je da tijekom fermentacije dode do spontane esterifikacije cis-3-heksan-

1-ola, a ne esterifikacije posredovane kvascem. Sugerira se da su ogranicavajuc¢i faktori u
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proizvodnji heksil-acetata brzina difuzije prekursora u stani¢nu stijenku kvasca, aktivnost
enzima aminotransferaze, ili kombinacija ova dva faktora. Kako koncentracija prekursora u
mostu raste, viSe njega postaje dostupno za difuziju u stani¢nu stijenku kvasca (Dennis i sur.,
2012). Razlicita aktivnost aminotransferaze za razliite supstrate su zabiljezene u S. cerevisiae
(Dennis i sur., 2012; Malcorps i Dufour, 1992) i ne-Saccharomyces kvascima (Dennis i sur.,
2012; Rojas i sur., 2001).

Slika 12 prikazuje promjenu koncentracije estera izoamil-acetata, spoja koji je odgovoran za
aromu banane (Rojas, 2003). Fermentacija ¢istom S. cerevisiae kulturom nakon 2 dana pokazuje
najvecu promjenu koncentracije u vidu rasta koncentracije spoja, te je prati varijanta Pk dok Mp

I Td imaju zanemariv porast koncentracije.
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Slika 12. Koncentracije izoamil-acetata (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbruekcii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).
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Kao i kod izobutanola utvrden je isti trend najveée koncentracije spoja utvrdene 6. dana
analize sa najvecom u varijanti Pk, zatim u uzorku varijante Sc, Mp i Td, dok je u zadnjoj tocki
analize (10. dan) najvis$a koncentracija utvrdena u uzorku proizvedenom varijantom Sc. Takoder,
analiza utjecaja sekvencijalnih fermentacija vina Garnacha i Rizling dokazuje isto, odnosno da
uzorak Pk ima viS$u koncentraciju spoja od Td (Oliveira i Ferreira, 2019). Rezultati prikazani na
slici 12 podudaraju se i s istrazivanjem utjecaja sekvencijalne fermentacije na kemijski sastav
vina Sangiovese (Romani i sur., 2020) u kojem je kontrolni uzorak karakteriziran visom
koncentracijom ovog spoja od varijanti Td i Mp, dok druga istrazivanja utjecaja sekvencijalnih
fermentacija koja koriste iste kvasce dokazuju suprotno, bilo da se radi o provedbi analize odmah
nakon fermentacije (Renault i sur., 2015) ili par mjeseci nakon zavr$etka fermentacije (Belda i
sur., 2017a; Gonzalez-Royo i sur., 2015). Takoder, koncentracija prekursora ne odreduje
koncentraciju acetatnih estera. Ogranicavajuci faktor u proizvodnji acetatnih estera od strane S.
cerevisiae je izrazaj gena alkohol acetiltransferaze u kvasca (llc i sur., 2016; Verstrepen i sur.,
2003), a tako je i u istrazivanju meta-analize osnovnih aromatskih komponenti grozda i vina
dokazano da izoamil-acetat i heksil-acetat ne koreliraju s koncentracijama svojih prekursora (llc
i sur., 2016).

Koncentracija spoja izoamil-alkohola igra klju¢nu ulogu u slozenosti kompozicije arome. U
optimalnim koncentracijama, moZe doprinijeti pozitivnom ucinku u vinu cvjetnim, mednim i
vo¢nim aromama (Carpena i sur., 2020; Mufoz i sur., 2006). Prema slici 13 koncentracija spoja
je dovoljno niska da pozitivno doprinosi aromi. Nadalje, znacajne su promjene koncentracije
spoja kod svih varijanti utvrdene 6. dan analize, a varijanta Sc pokazuje i znacajniji rast
koncentracije i 3. dan. Od 6. do 10. dana uzorci sekvencijalnih fermentacija pokazuju najvecu
promjenu u koncentraciji spoja dok je ipak kod uzorka fermentacije Cistom S. cerevisiae
kulturom 10. dan vrijednost koncentracije izoamil-alkohola najvisa. Neka istrazivanja potvrduju
da je koncentracija izoamil-alkohola najvisa u kontrolnom uzorku fermentiranom sa S.
cerevisiae nego u uzorku fermentiranim s T. delbrueckii/S. cerevisiae i to u uzorku crne sorte
grozda s provedbom analize po zavrSetku fermentacije (Belda i sur., 2014) kao 1 kod ispitivanja
bijelih uzoraka vina mjesec dana (Zhang 1 sur., 2022) ili s analizom ¢etiri mjeseca nakon kraja

fermentacije (Belda i sur., 2017).
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Slika 13. Koncentracije izoamil-alkohola (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip.
A) fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbruekcii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

Unato¢ tome, rezultati koncentracija izoamil-alkohola nisu dosljedni u sljede¢im radovima.
Na primjer, to je vidljivo u radu ¢iji je cilj bio prikazati utjecaj sekvencijalnih fermentacija Cetiri
ne-Sacchamoryces kvasaca na modulaciju arome vina i pronaci najbolje sojeve koji poboljsavaju
senzorska svojstva Rizling vina. U slu¢aju varijanti Mp, Td, Pk utvrdeno je da ¢e upravo te
varijante proizvesti veéu koncentraciju ovog spoja od kontrolnog uzorka s time da je S.
cerevisiae inokuliran 2 dana poslije u slué¢aju Td i Mp, odnosno 4 dana u sluc¢aju P. kluyveri
(Dutraive i sur., 2019). Takoder, spomenute varijacije se javljaju i u istrazivanjima koja koriste
Mp i Td provedenom na baznom vinu za pjenusce kada je Sc inokuliran 24h nakon inokulacije
ne-Sachharomyces kvasaca (Gonzalez-Royo i sur., 2015) ili u slucaju vina Sangiovese 3 dana
nakon (Romani i sur., 2020) gdje na kraju analize rezultati pokazuju da ¢e upravo ne-
Saccharomyces kvasci pokazati viSu koncentraciju spoja od c¢iste kulture (Sc). Mnoga
istrazivanja (Dennis i sur., 2012; Kalua 1 Boss, 2010; Kalua i Boss, 2009; Garcia i sur., 2003) su

pokazala da se brojni C6 spojevi formiraju tokom ruljanja i muljanja grozda, pretpostavlja se
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putem aktivnosti lipozigenaze na C18 masne kiseline (Dennis i sur., 2012; Podolyan i sur., 2010;
Schwab i sur., 2008). Ti C6 spojevi, medu kojima su i cis-3-heks-3-en-1-ol (slika 14) te heksan-
1-ol (slika 15) pronadeni su u soku grozda svih ispitivanih sorti u razli¢itim koncentracijama
prije same alkoholne fermentacije (Dennis i sur., 2012; Kalua i Boss, 2010; Kalua i Boss, 2009;
Garcia i sur., 2003; Nicollini i sur., 1996), $to je u skladu i s navedenim rezultatima. Prisustvo
ovih komponenti u niskim koncentracijama mozZe znacajno doprinijeti kompleksnosti i
karakteristi¢nosti nekih vina. Medutim, kada se koncentracija ovih komponenti poveca,
pojavljuju se dvostruki nepozeljni ucinci: i) neposredan uc¢inak koji dovodi do pojave nezeljenih
zelenih aroma, te ii) posredan u¢inak koji moze umanjiti pozeljne voéne karakteristike kako u
bijelim tako i u crnim vinima (Ruiz i sur., 2019), no prema rezultatima na slikama 14 i 15
koncentracije su dovoljno niske da doprinose pozitivnim karakteristikama uzoraka vina.
Nadalje, u prvoj tocki analize cis-3-heks-3-en-1-ola (slika 14) (2. dan) koncentracija spoja raste.

Skok koncentracije je najoCitiji kod fermentacije Cistom kulturom S. cerevisiae.

350 350
A Ta a B
300 T = 300
a 3 |
250 = + 250
. b b
<, 200 < 200 _
oo
£ 150 £ 150 b
100 a 100 a =
50 50
0 0
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan
C 350 D 350
300 ab a 300 b
250 b 1 250 b = -ab
< 200 = 200 F
g a b £ 150
£ 150 3 b
100 100 - =
50 50
0 0
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan

Slika 14. Koncentracije cis-3-heks-3-en-1-ola (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta
Posip. A) fermentacija ¢istom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri
i S. cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbruekcii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's
HSD test, p<0,05).
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Koncentracija cis-3-heks-3-en-1-ola znacajno varira tijekom razli¢itih vremenskih intervala
analize, pri ¢emu je koncentracija visa u prvim danima analize nego po zavrSetku alkoholne
fermentacije. Konkretno, na primjeru posljednjeg dana analize, varijanta Sc pokazuje najvisu
koncentraciju cis-3-heks-3-en-1-ola, a slijede je ostale varijante (Td, Mp, Pk) s nizim
koncentracijama. Gonzalez-Royo i sur. (2015) potvrduju da ¢e kontrolni uzorak bijelog vina
Macabeo imati viSu koncentraciju spoja nakon fermentacije nego varijante s M. pulcherrimom i
T. delbrueckii.

Slika 15 prikazuje promjenu koncentracije heksan-1-ola. Kod svih varijanti uzoraka
vidljiva je najmanja koncentracija spoja 10. dan analize i kod varijante Pk kao najmanje.
Najznacajnija promjena se ocCituje nakon 2 dana kod varijante Sc jer je tada koncentracija

najvisa, a kod ostalih varijanti najvi$a koncentracija je nakon 3. dana alkoholne fermentacije.
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Slika 15. Koncentracije heksan-1-ola (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbruekcii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).
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Isti trend, odnosno najnizu koncentraciju ovog spoja u vinu proizvedenom varijantom Pk
utvrdili su i Dutraive i sur. (2019). Medutim, ispitivanjem utjecaja ko-inokulacije M.
pulcherrimom sa S. cerevisie utvrdeno je kako je ta varijanta rezultirala najnizom
koncentracijom u usporedbi s kontrolnim uzorkom i uzorkom s P. kluyveri (Ge i sur., 2021).
Nadalje, dva neovisna istrazivanja utjecaja T. delbrueckii na kvalitetu vina utvrdila su, slicno
rezultatima prikazanim na slici 15, da je varijanta Sc rezultirala visim koncentracijama heksan-
1-ola od varijante Td (Belda i sur., 2017; Belda i sur., 2014). Takoder, u ispitivanju tri ne-
Saccharomyces kvasca (medu kojima je i T. delbrueckii) dokazuje se isti trend u usporedbi sa
¢istom kulturom (Sc) (Zhang i sur., 2022). Na temelju slike 15, primjecuje se kako koncentracija
heksan-1-ola, kao i cis-3-heksan-1-ola (slika 14) pada tijekom alkoholne fermentacije. Ovaj pad
koncentracije moze se objasniti ¢injenicom da C6 alkoholi mogu biti potroSeni od strane kvasca
tijekom fermentacije (llc i sur., 2016; Mauricio i sur., 1997).

Spoj 2-feniletanol najvazniji je fenolni visi alkohol (Jackson, 2020) koji nastaje iz
aromatskih aminokiselina, fenilalanina i tirozina (Robinson i sur., 2014; Rossouw i sur., 2009;
Rossouw i sur., 2008). Koncentracija visih alkohola u vinu je op¢enito puno veéa nego u grozdu,
Sto sugerira da je doprinos kvasca veci (llc i sur., 2016). Fermentacija s ¢istom kulturom S.
cerevisiae brzo pokazuje promjene u toku od 3 dana. Koncentracija spoja raste u svim uzorcima
vina tijekom prvih 6 dana analize kada je najvisa u uzorcima Sc, Td i Pk. Do 10. dana analize
koncentracija se u tim varijantama smanjuje s najnizom u varijanti Pk, dok je kod uzorka Mp
koncentracija 10. dana najviSa. Slicne rezultate, odnosno viSu koncentraciju ovog spoja u
varijanti Sc u usporedbi s varijantom Td, su dobili i Belda i sur. (2014) koji su istrazivali utjecaj
navedenih kvasaca na aromu vina Tempranillo. Suprotno tome, u istrazivanju potencijala T.
delbrueckii na opée poboljSanje nekoliko parametara vina, provedenom 4 mjeseca nakon
zavrSetka fermentacije, varijanta Td je karakterizirana viSom koncentracijom ovog spoja od
varijante Sc (Belda i sur., 2017a). Osim toga, kod analize vina proizvedenog sekvencijalnim
fermentacijama s ne-Saccharomyces kvascima (Mp, Td, Pk), utvrdena je visa koncentracija 2-
feniletanola u tim uzorcima u usporedbi s varijantom Sc, $to je suprotno trendovima u ovom
radu Sto se tice uzoraka Td i Pk (Dutraive i sur., 2019). Razlike u rezultatima mogu biti posljedica
razlicitih koriStenih sojeva kvasaca te razli¢itom terminu analize, odnosno vremenskom periodu
od zavrSetka alkoholne fermentacije. Takoder, da nepodudaranja u rezultatima mogu biti
posljedica razli¢itih sojeva kvasaca dokazuju i Escribano-Viana i sur. (2018). U jednom slucaju,

kontrolni uzorak (S. cerevisiae) je pokazao vecu koncentraciju spoja u usporedbi sa
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sekvencijalnom fermentacijom s M. pulcherrimom, dok je u drugom slu¢aju to pokazao s T.

delbrueckii.
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Slika 16. Koncentracije 2-feniletanola (mg/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta Posip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova

oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

U konacnici, slika 17 pokazuje varijaciju koncentracije linalola tijekom alkoholne
fermentacije. Linalol pozitivno korelira s cvjetnim mirisom, gdje se isti¢u zacinsko-limunski
tonovi u vinu (Tufariello i suradnici, 2021; Baron i suradnici, 2017). Tri varijante (Pk, Td, Mp)
karakterizira slican trend promjene koncentracije linalola tijekom alkoholne fermentacije.
Koncentracija ovog spoja raste izmedu 2. i 3. dana analize, dosezu¢i najvisu vrijednost koja je
viSa od pocetne koncentracije u mostu, osim kada se radi o varijanti Sc koju prati pad
koncentracije 3. dan. Medutim, i koncentracija kod ostalih uzoraka po¢inje opadati 6. i 10. dana,

pri ¢emu varijanta Sc ima najmanju koncentraciju 10. dana.

42



A 18 B 18
a»<
16 2 2 Ta 6 a
] T
o 14 h 14
= B b
12 iy 1 B T,
1
10 I 10
= b
8 8
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan
c 18 D 18 .
a
a
16 a 3 16  a T
= L L '|'a
14 ab o 14
B J B J_
2 L £ Ta
12 12 ¥
N
10 L ab 10
8 8
0 2 3 6 10 0 2 3 6 10
dan dan

Slika 17. Koncentracije linalola (ng/L) tijekom alkoholne fermentacije mosta PoSip. A)
fermentacija Cistom S. cerevisiae kulturom; B) sekvencijalna fermentacija P. kluyveri i S.
cerevisiae; C) sekvencijalna fermentacija T. delbrueckii i S. cerevisiae te D) sekvencijalna
fermentacija M. pulcherrima i S. cerevisiae. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova

oznacavaju statisticku razliku izmedu svih analiziranih vina u istom vremenu analize (Tukey's

HSD test, p<0,05).

Istrazivanjem interakcije izmedu kvasaca na uzorku vina Sauvignon Blanc proizvedenog ko-
inokulacijom, potvrduje se isti uzorak promjene koncentracije linalola tijekom fermentacije
vina. Najvisa koncentracija linalola zabiljezena je nakon zavrSene fermentacije u uzorcima sa
sekvencijalnom fermentacijom M. pulcherrima/S. cerevisiae, T. delbrueckii/S. cerevisiae, te u
konacnici kod fermentacije Cistom S. cerevisiae kulturom (Sadoudi i sur., 2012). Isti trend
varijacije koncentracije linalola sa sva tri ne-Saccharomyces kvasaca potvrden je u istrazivanju
Dutraive i sur. (2019). Takoder, Ge i sur. (2021) potvrduju da ¢e nakon fermentacije uzorak ¢iste
kulture (varijanta Sc) pokazati najnizu koncentraciju linalola, pa ¢e je pratiti varijanta M.
pulcherrima/sS. cervisiae i P. kluyveri/S. cerevisiae. Medu terpenima, linalol ima ulogu ulogu
centralnog metaboli¢kog monoterpena u grozdu (llc i sur., 2016; Boachon i sur., 2015; Hofer i
sur., 2014; Ginglinger i sur., 2013). Monoterpeni u grozdu su uglavnom glikozilirani, iako
varijacija izmedu uzoraka grozda moze biti visoka. Budu¢i da samo slobodni spojevi mogu
utjecati na aromu vina, ova varijabilnost je vazna za sortne karakteristike. Glikozidi se mogu
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hidrolizirati od strane kvasca tijekom fermentacije (enzimatski) ili mogu biti podvrgnuti
kiselinskoj hidrolizi tijekom sazrijevanja vina. Dodatno, linalol ima posebno bogat oksidativni
metabolizam te se vecina linalola u grozdu oksidira u razlicite spojeve. Linalol oksigenaze stoga
ne utjeCu SaMO na aromu vina stvaranjem novih spojeva, ve¢ i smanjenjem koncentracije linalola
(llc i sur., 2016). U kontekstu ove rasprave, moze se objasniti zaSto dolazi do znacajnog

smanjenja koncentracije linalola tijekom alkoholne fermentacije.
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5. ZAKLJUCCI

1. Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti da se
upotrebnom ne-Saccharomyces kvasaca u sekvencijalnim fermentacija sa S.
cerevisiae moze znacajno obogatiti aromatski profil vina Posip.

2. Fermentacija provedena uzorkom d&iste kulture S. cerevisiae rezultira viSim
koncentracijama nekih estera (etil-acetat, izoamil-acetat, etil-butirat, etil-dekanoat) i
visih alkohola (izoamil-alkohol, cis-3-heks-3-en-1-ol, heksan-1-ol).

3. Sekvencijalna fermentacija s P. kluyveri proizvodi vise koncentracije izobutil-
acetata, heksil-acetata, 2-fenil-acetata te izobutanola u usporedbi s ostalim
varijantama.

4. Sekvencijalna fermentacija s M. pulcherrimom doprinosi vi$im koncentracijama etil-
heksanoata, etil-oktanoata, 2-feniletanola te terpena linalola.

5. Iz analize rezultata moze se zakljuCiti da varijanta T. delbrueckii (Td) najcesce
pokazuje najmanji doprinos koncentraciji aromati¢nih spojeva. Nakon Td, slijedi
varijanta P. Kluyveri (Pk), dok je varijanta M. pulcherrima (Mp) u dva slucaja
rezultirala najmanjom koncentracijom spojeva (etil-butirat, izobutanol). S. cerevisiae
(Sc) je Cesto znacajnija varijanta s najvisSim koncentracijama, naglasavajuci svoju
prednost u proizvodnji aromati¢nih spojeva u usporedbi s drugim varijantama kvasca.

6. lako svaka varijanta kvasca doprinosi specificnim karakteristikama vina, za
optimalno poboljsanje fermentacijskog procesa i obogacenje aromatskog profila vina
Posip, varijanta Td bi potencijalno bila najpovoljnija opcija. T. delbrueckii se istice
svojom prilagodljivos¢u i stvaranjem vece populacije stanica tijekom fermentacije,
dok ¢ista kultura (Sc) pokazuje najbolju fermentacijsku sposobnost. Stoga, njihova
kombinacija moze rezultirati vinom PoSip s obogac¢enim aromatskim profilom 1
izrazenim karakteristikama koje proizlaze iz oba kvasca. No, konacan izbor varijante
kvasca ovisi o preferencijama vinara i zeljenom stilu vina, uzimajuci u obzir arome,

karakteristike i stil vina koji se zeli posti¢i u vinu Posip.
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