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ABSTRACT

A total of 36 indigenous strains belonging to the Saccharomyces sensu stricto complex isolated from the variety
of Gewurztraminer from Ilok winegrowing region were tested with the purpose of making top-quality wines.
Microfermentation was applied in order to examine the synthesis of ethyl alcohol and volatile acidity. Killer factor,
synthesis of pectinase, B-glucosidase and H,S was determined in isolated yeast strains. In the selection results, strains
RO 1344, RO 1351, RO 1364 were the best evaluated and they should be examined in midifermentation.
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SAZETAK

Ukupno 36 autohtonih sojeva koji pripadaju skupini Saccharomyces sensu stricto izolirano je sa kultivara Traminac
mirisavi iz [lockog vinogroja sa svrhom primjene u proizvodnji vrhunskih vina. Nakon provedene mikrofermentacije
odredena je koncentracija alkohola i hlapivih kiselina u dobivenim vinima te moguénost sinteze enzima pektinaze i
B-glukozidaze, sinteze sumporovodika, te killer karakter kod izdvojenih sojeva kvasaca. Rezultatima selekcije bilo je
moguce izdvojiti sojeve RO 1344, RO 1351 i RO 1364 koje bi trebalo ispitati u uvjetima podruma.

Kljuéne rijeci: selekcija sojeva, vino, Saccharomyces, Traminac mirisavi
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DETAILED ABSTRACT

Yeasts take part in numerous biochemical reactions
during wine production. They are responsible for the
biotransformation of the must sugar into alcohol, carbon
dioxide and other odour wine components. Species of
the genus Saccharomyces are responsible for the high-
quality completion of the alcoholic fermentation. The
main purpose of this research was the selection of the
autochtonous yeast of the group Saccharomyces sensu
stricto isolated from the variety of Gewurztraminer (Ilok
winegrowing region) in laboratory conditions, with the
purpose of making top-quality wines. Microfermentation
was applied in order to examine the synthesis of ethyl
alcohol and volatile acidity. Killer factor, synthesis of
pectinase, B-glucosidase and H,S was determined in
isolated yeast strains. The results of this research have
shown that concetration of alcohol varies from 5,7 vol%
to 10,4 vol%. Volatile acidity varies from 0,18 g/L to 0,98
g/L The possibility of synthesis of pectinase was tested
on medium with (G+) and without (G-) glucose. Twelve
strains were positive, and 24 negative on the G+ medium.
4 strains were positive, and 32 strains negative on the
G- medium. The results of the possibility of the synthesis
of B-glucosidase have shown that only 3 strains of yeasts
gave positive results (RO 1332, RO 1339, RO 1372),
while others were negative. All yeast strains syntesised
H,S but in different quantities, and the results of testing
killer character have shown that all yeast strains have a
negative killer character. In the selection results, strains
RO 1344, RO 1351, RO 1364 were the best evaluated
and they should be examined in midifermentation.

uvoD

Povijest vinarstva, a samim time i alkoholna fermentacija,
paralelna je s povijeséu civilizacije. Alkoholna
fermentacija predstavlja slozeni biokemijski proces u
kojem sudjeluju razlicite vrste kvasaca, bakterija i gljiva.
Kwvasci su glavni nosioci tog procesa, a u prvom redu to je
rod Saccharomyces, koji je jedini odgovoran za kvalitetan
dovrsetak alkoholne fermentacije [8]. Njegove glavne
odlike su: 1) sposobnost brze i efikasne fermentacije
mosteva s viskom koncentracijom Secera; 2) otpornost
na visoke koncentracije etanola i SO,; 3) prezivljavanje
tijekom fermentacije na visokim temperaturama [3].

Spontana alkoholna fermentacija je cCesto, zbog
nekontroliranih uvijeta, dovodila do nezadovoljavaju¢ih
organoleptickihrezultata (manjak ili visak kiselina, pojava
neharmonicnosti spojeva, pocetak nezeljene malolakti¢ne
ili octene fermentacije itd.) [8, 5]. Sredinom 60-tih
godina 20. stoljeca na trziStu su se pojavili prvi preparati
suhih aktivnih kvasaca koje je trziSte uvelike prihvatilo.
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Stalnom uporabom navedenih selekcioniranih kvasaca sa
trzista dolazi do gubitka autohtone populacije kvasaca.
Uz to, kvasac koji ne potjeée iz odredenog proizvodnog
podrucja iz kojeg potjeée vino, ne moze fermentacijom
stvoriti vrhunsko vino, iako je most izvanredne kvalitete
[11,2,12].

Traminac mirisavi iz [loka je jedno od nasih napoznatijih
bijelih vina i u cilju poboljsanja njegove kakvoée u ovom
radu izvrSena je selekcija u laboratorijskim uvjetima
razlicith sojeva vrste Saccharomyces sensu stricto.

MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

KoriSteni sojevi

Sojevi kvasaca koriSteni u ovom pokusu izolirani su sa
sorte Traminac mirisavi crveni na podrucju Iloka tijekom
berbe 2002 godine. Kvasci su izolirani iz razlicitih faza
spontane fermentacije uzoraka grozda koji su dopremljeni
u Zavod za mikrobiologiju. Spontane fermentacije
izvr§ene su u sterilnim posudama i uzorkovanje mosta
u fermentaciji za izolaciju kultura izvrSeno je 3, 10 i
15 dan. Kulture su ¢uvane su na podlozi malt agara
(Biolife italiana, Milano, Italija) na temperaturi +4°C
i na -70°C. Kvasci su dio zbirke mikroorganizama
koja pripada Zavodu za mikrobiologiju Agronomskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Sojevi koriSteni u ovom
istrazivanju nalaze se u tablici br. 1.

Identifikacija kvasaca

Identifikacija kvasaca izvrSena je metodi predlozenoj
od Cavazza et al. (1992) [1]. Metoda se zasniva na rasta
kolonija mikroorganizama na WL nutrient agaru (Oxoid,
Velika Britanija). Na toj podlozi kolonije Saccharomyces
sensu stricto imaju karakteristicnu svijetlo zelenu boju.
Radi potvrdivanja te identifikacije, kolonije kvasaca su
premjestene na Lysine medium (Oxoid, Velika Britanija)
na kojoj se kvasac Saccharomyces sensu stricto ne razvija
jer nema mogucnost asimilacije tog izvora dusika.

Pokusi mikrofermentacija u laboratoriju

Sojevima Saccharomyces sensu stricto testirane su
enoloSke karakteristike u pasteriziranom mostu (Seéer
75°0e; ukupne kiseline 4,45g/L) po metodi predlozenoj
od Orli¢ et al. [5]. Pasterizacija je izvrSena u trajanju od
30 minuta na 100°C. Inokulacija je izvrSena s 10° CFU
u bocice od 150 mL pasteriziranog mosta. Tijekom
fermentacije boCice se odrzavaju na Kkonstantnoj
temperaturi od 18°C i svakodnevno se vrs$i njihova
izvaga. Gubitak mase definira se kao oslobodeni CO, u
150ml/danu. Kada masa bocice postane konstantna to se
oznacava kao kraj fermentacije. Brzina fermentacije se
oznacava kao grami oslobodenog CO, tijekom 3 (A3) ili
6 (A6) dana.
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Odredivnje egzocelularne sinteze enzima

Sinteza egzocelularnih enzima izvrSena je po metodi
predlozenoj od Orli¢ et al. [6]. Ukratko: pektinazna
aktivnost odredena je na poligalakutronskom agaru s
rutecijskim crvenilom kao indikatorom. Kvasci koji su
sintetizirali pektinaze su odbojavali agar. B-glukozidazna
aktivnost je odredivana na selektivnom mediju s
arbutinom amonij-zeljezo citratom. Kvasci kod kojih je
utvrdena ova enzimatska aktivnost takoder su odbojavali
medij. Sinteza sumporovodika je odredivna na Biggy
agaru (Difco, SAD).

Odredivanje Kkiller karaktera fizioloSkom metodom
Odredivanje Kkiller karaktera izvrSeno je po metodi
predlozenoj od Orli¢ et al. [7]. Ukratko: sojevi 1080
(killer negativan) i 1079 (killer pozitivan) dobiveni su
od G.A. Farris (Sassari, Italija) i bili su upotrebljeni
kao kontrolni sojevi. Zone inhibicije bile su odredene
na YEPG agaru (1% kvasni ekstrakt, 1% pepton, 2 %
glukoze i1 1,5% agara) pH 4.5. Ocitavanje rezultata je
izvr§eno nakon 48 sati na 25°C.

REZULTATI ISTRAZIVANJA

U ovom istrazivanju ispitano je 36 sojeva kvasaca
Saccharomyces sensu stricto izoliranih s kultivara
Traminac mirisavi crveni iz Iloka. Ispitane su
sljedece karakteristike: pracenje brzine fermentacije,
stvaranje alkohola, stvaranje hlapive kiselosti, sinteza
egzocelularnih  enzima (B-glukozidaze 1 pektinaze),
sinteza sumporovodika, te odredivanje killer karaktera.

Mikrofermentacije u laboratorijskim uvjetima
Rezultati mikrofermentacija provedenih u laboratorijskim
uvjetima (brzina fermentacije, stvaranje alkohola te
stvaranje hlapive kiselosti) prikazani su u tablici 1.

Brzina fermentacije

Kao $to je vidljivo u tablici 1. pet izolata (RO 1363, 1364,
1369, 1370 1 1372) su u prva tri dana mikrofermentacija
imali vrijednost brzine fermentacije iznad 5,00 g/ danu,
a naredna 3 dana vrijednosti su im bile oko 3,00 g/danu.
Svi izolati su u prva 3 dana mikrofermentacija imali
vrijednost brzine fermentacije iznad 3,00 g/danu Sto su
visoke vrijednosti [11, 5]. Rezultati pokazuju da navedeni
sojevi imaju sposobnost da se brzo razmnozavaju i
preuzmu tijek alkoholne fermentacije. Najveca vrijednost
je zabiljezena kod soja RO 1363.

Stvaranje alkohola

Koncentracija etanola varirala je od 5,70 vol% do 10,40
vol%. Najvecu koncentraciju etanola stvorio je soj RO
1351, a najmanju soj RO 1332. Kod vina fermentiranih
sa sojevima koji su imali najviSe vrijednosti brzine
fermentacije zabiljezene su 1 najviSe koncentracije
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etanola [5].

Stvaranje hlapive kiselosti

Hlapiva kiselost varirala je od 0,18g/L do 0,98 g/L.
Najmanju koli¢inu proizveo je soj RO 1332, anajve¢u RO
1371. Hlapiva kiselost, izrazena kao octena kiselina, je
izrazito nepovoljno svojstvo i razliciti sojevi S.cerevisiae
obicno sintetiziraju 0,3-0,8 g/L [5]. Prema Pravilniku o
vinu, vina koja imaju oznaku kontroliranog podrijetla
ne smiju sadrzavati preko 1 g/l hlapive kiselosti te je
pozitivno da niti jedan izolat nije sintetizirao tako visoke
koncentracije.

Sinteza pektinaze

Pektinaze se vrlo ¢esto upotrebljavaju u industriji s ciljem
razgradnje pektina. U vinarstvu se Cesto upotrebljavaja
tijekom talozenja mosta te je pozeljno tijekom selekcije
kvasaca utvrditi kvaS€evu pektinolitiCku aktivnost.
Rezultati su ocitani nakon inkubacije od 5 dana na 30°C.
Na podlogama G+ i G- pozitivni su sojevi RO 1332, RO
1363 1 RO 1372. Sojevi koji su na G+ podlozi pozitivni,
a na G- podlozi negativni su RO 1333, RO 1334, RO
1339, RO 1346, RO 1351, RO 1360, RO 1361, RO 1364
1 RO 1373. Soj RO 1371 jedini je negativan na G+ i
pozitivan na G- podlozi. Svi ostali sojevi su negativni na
obje podloge (64%). Sli¢ne smo rezultate dobili i u nasim
prijaS$njim istrazivanjima [5, 6].

Sinteza B-glukozidaze

Rezultati su ocitani nakon 4 dana inkubacije kvasaca
precijepljenih na podlogu za dokazivanje B-glukozidaze,
na 30°C. Pozitivnu reakciju su pokazali sojevi RO 1332,
RO 1339 i RO 1372 (8%). Kod svih ostalih sojeva nije
utvrdena ova enzimatska aktivnost. B-glukozidazna
aktivnost je vrlo rijetko svojstvo kod sojeva S.cerevisiae
[6]. Navedeno je svojsto vrlo pozeljno jer B-glukozidaze
sudjeluju u oslobadanju terpena koji imaju presudnu
ulogu u formiranju arome vina Traminac.

Sinteza sumporovodika

Kwvasci precijepljeni na podlogu za dokazivajne sinteze
sumporovodika bili su na inkubaciji 24 sata na 30°C.
Utvrdeno je da svi sojevi imaju sposobnost sinteze
sumporovodika, te su prema nijansi smede boje
podijeljeni u 3 skupine: slabo pozitivne (1), srednje
pozitivne (2) i jaCe pozitivne (3). Rezultati su prikazani
u tablici 1. Slabo pozitivnih bilo je 8% izolata, srednje
pozitivnih 42%, a najvise 50% je bilo je jace pozitivnih.
Sinteza sumporovodika tijekom alkoholne fermentacije je
normalni proces, i samo oko 1,1% populacije S.cerevisiae
nema tu sposobnost [6]. Navedeni spoj je vrlo Stetan za
kakvoéu vina. Veéu paznju tijekom selekcije kvasaca
trebalo bi posvetiti sojevima koji sintetiziraju manje
koncentracije suporovodika.
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Table 1: Results of microfermentation and H,S synthesis
Tablica 1: Rezultati mikrofermentacija i sinteze H,S — a

A3 A6 Hlapiva H,S reakcija
. . vol% etanola kiselost g/L H,S reaction
Soj/Strain (g/dan) (g/dan) 1% ethanol Volatil
(z/day) (z/day) vol% ethano /olatile
acidity g/L
RO 1332 4,57 2,97 5.70 0.18 3
RO 1333 3,65 2,91 9.85 0.60 2
RO 1334 3,51 2,88 9.35 0.50 3
RO 1335 4,31 2,91 9.20 0.72 2
RO 1338 4,19 2,93 7.50 0.45 1
RO 1339 3,29 2,71 9.70 0,71 3
RO 1340 4,16 2,97 10.00 0.66 2
RO 1342 4,62 2,95 9.85 0.48 1
RO 1343 3,63 2,83 9.50 0.42 2
RO 1344 4,49 2,92 10.20 0.36 2
RO 1345 3,68 2,87 9.85 0.65 2
RO 1346 4,26 2,98 7.87 0.93 3
RO 1347 3,95 2,92 9.15 0.46 2
RO 1348 4,36 2,96 8.45 0.32 2
RO 1349 3,83 2,93 9.85 0.58 2
RO 1351 4,60 3,00 10.40 0.16 3
RO 1352 4,20 2,98 7.86 0.68 3
RO 1353 4,90 2,99 6.42 0.46 3
RO 1354 4,78 3,00 9.70 0.56 3
RO 1355 4,23 2,92 9.35 0.44 3
RO 1360 3,42 2,83 7.80 0.65 3
RO 1361 4,38 2,95 10.00 0.84 3
RO 1362 4,47 2,97 8.65 0.86 2
RO 1363 5,31 3,13 9.31 0.58 3
RO 1364 5,22 3,10 10.22 0.26 3
RO 1365 4,71 3,01 8.71 0.12 2
RO 1366 4,83 3,07 9.83 0.38 2
RO 1367 4,77 3,00 7.77 0.78 3
RO 1368 4,76 3,11 8.76 0.44 3
RO 1369 5,17 3,06 10.17 0.34 1
RO 1370 5,09 3,09 10.09 0.44 2
RO 1371 3,90 2,97 6.90 0.98 3
RO 1372 5,23 3,10 8.23 0.56 3
RO 1373 4,73 3,07 9.73 0.56 2
RO 1374 4,71 2,97 9.71 0.68 2
RO 1375 3,88 2,96 8.88 0.88 3
izrazena kao g/L octene kiseline (as acetic acid g/L)
Killer kakrater RASPRAVA

Killer kakrateristika predstavlja svojstvo S.cerevisiae da
izlucuje killer protein koji ubija osjetljive sojeve kvasaca
[7]. Rezultati su ocitani nakon 2 dana inkubacije kvasaca
precijepljenih na podlogu za dokazivanje killer karaktera.
Utvrdeno je da niti jedan kvasac nije bio killer pozitivan,
budu¢i da niti oko niti jednog soja nije utvrdena zona
inhibicije. Iz toga proizlazi da niti jedan soj od ispitivanih
nema svojstvo sinteze killer toksina.
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Uporaba selekcioniranih sojeva kvasaca dovela je
do znacajnijeg pomaka u tehnologiji vina [4]. Cilj je
industrije vina uvijek bio usmjeren prema selekciji
novih sojeva kvasaca s ciljem poboljsanja tehnoloskih
procesa tijekom proizvodnje (npr. fermentacije na nizim
temperaturama, brzina fermentacije...) te kakvoce

vina (sinteza egzocelularinh enzima, stvaranje octene
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kiseline...) [9].

Ovo istrazivanje predstavlja prvo preliminarno
istrazivanje selekcije sojeva Saccharomyces sensu stricto
izoliranih s podrucja Iloka, cuvenog Traminca mirisavog.
Svi ispitivani sojevi imali su vrlo visoke vrijednosti brzine
fermentacije i nakon 3 odnosno 6 dana §to je znacajno
za kvalitetan i brz pocetak fermentacije [5, 11]. Uocene
znacajnerazlike ukoncentracijietanolaikiselostiutvrdene
su i u nasim prijasnjem istrazivanju [5] te se objasnjavaju
metabolizmom razli¢itih sojeva [2, 11, 12] koji dovodi do
razli¢itih produkata fermentacije. Na osnovi kemijskih
parametara (koncnetacija etanola i hlapive kiselosti)
mozemo izdvojiti sojeve RO 1344, RO 1351 i RO 1364.
Budu¢i da je Traminac mirisavi izrazito aromatska sorta,
vrlo je znacajno bilo utvrditi da li neki sojevi koji imaju
pozitivne enoloske karakterisitke sintetiziraju i enzime,
narocito B-glukozidaze. Sva tri izabrana soja sintetiziraju
pektinazu, ali ne i B-glukozidazu. Osim toga, navedeni
sojevi sintetiziraju vec¢e koncentracije sumporovodika,
$to u svakom slucaju nije pozitvno svojstvo. Odabrane
sojeve kvasaca nuzno je detaljnije ispitivati u midi i
makrovinifikacijama, kako bi se utvrdio njihov utjecaj na
vino u vinariji.
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