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SaZetak

Odstupanja od normalnog tijeka fermentacije predstavljaju veliki problem u proizvodnji vina. Vazno je poznavati cimbenike koji utjecu na

tijek fermentacije kako bi se izbjeglo usporavanje i/ili zastoj fermentacije te sprijecilo ekonomske gubitke. Brojna istrazivanja pokazala su da
odstupanja od normalnog tijeka fermentacije mogu imati vise uzroka. U ovom radu su ukratko objasnjeni najvazniji cimbenici koji utjecu na tijek
fermentacije u proizvodnji vina, a mogu se grupirati u tri skupine - nedostatak nutrijenata, prisutnost spojeva koji inhibiraju alkoholnu fermen-
taciju te utjecaj enoloskih postupaka. Pored zasebnih ucinaka pojedinih ¢imbenika, moguce je i smanjenje brzine fermentacije zbog njihovog
sinergistickog djelovanja, Sto fermentacijske probleme cini jos slozenijima.

Kljuéne rijeci: proizvodnja vina, fermentacija, usporena fermentacija, zastoj fermentacije

Abstract

Deviations from the normal course of fermentation have been a major problem in wine production. It is important to know the factors affec-
ting the fermentation in order to avoid sluggish or stuck fermentation and prevent economic losses. Numerous studies have shown that deviations
from the normal course of fermentation can have multiple causes. This paper gives a brief overview of the most important factors affecting the
wine fermentation, that can be further grouped into three categories, namely — the absence or lack of nutrients, the presence of compounds that
inhibit the alcoholic fermentation and the impact of oenological practices. In addition to individual effects of certain factors, the fermentation

speed can decrease because of the synergistic action of various factors, which makes fermentation problems even more complex.
Keywords: winemaking, fermentation, sluggish fermentation, stuck fermentation

Uvod

Istrazivanja problema koji se zbivaju pri proizvodnji vina
zapoceo je Louis Pasteur u drugoj polovici 19. stolje¢a (Bar-
nett, 2000). Istrazivanja uzroka problema tijekom fermentacije
intenzivno su nastavljena i u novije vrijeme, pri ¢emu su ra-
zIi¢iti ¢imbenici prepoznati kao odgovorni, kao $to su velika
pocetna koncentracija Secera, nedostatak dusika, nedostatak
vitamina (posebice tiamina), nedostatak kisika, pretjerano bi-
strenje mosta, anaerobni uvjeti, velike koncentracije etanola,
inhibicija stanica kvasca nusproduktima fermentacije (pose-
bice masnim kiselinama i octenom kiselinom), pH-vrijednost,

killer-toksini i pesticidi (Alexandre i Charpentier, 1998; Bisson
i Butzke, 2000; Malherbe i sur., 2007). Osim zasebnih u¢inaka
svakog od navedenih ¢imbenika koji uzrokuju smanjenje brzi-
ne fermentacije, moguce je i njihovo sinergisticko djelovanje,
Sto ¢ini fermentacijske probleme jos slozenijima. S obzirom
na sve navedeno, iznimno je tesko to¢no predvidjeti probleme
koji se mogu pojaviti tijekom fermentacije i utvrditi njihove
uzro¢nike (Alexandre i Charpentier, 1998; Malherbe i sur.,
2007).

Utjecaji navedenih ¢imbenika na fermentaciju su mnogo-
brojni te ukljucuju snizenje pH-vrijednosti, inhibiciju aktivno-
sti kljucnih enzima i promjene u stani¢noj membrani kvasca.
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To nadalje moZe inducirati promjene metabolizma stanica
kvasca zbog Cega dolazi do smanjenja proizvodnje biomase
kvasca, vijabilnosti stanica i brzine fermentacije. Kako bi si-
mulirali realne uvjete, mnoga istrazivanja provedena su kori-
Stenjem sintetskih podloga ili podloga koji oponasaju sastav
mosta, medutim u takvim podlogama se kvasac moze ponasati
drugacije nego u realnim uvjetima (Alexandre i Charpentier,
1998).

Vijabilnost kvasca je postotak zivih stanica u ukupnom
broju stanica kvasca, a vitalnost oznacava fiziolosko stanje
kva$cevih stanica tj. njihovu sposobnost provodenja potpune
fermentacije. Tijek alkoholne fermentacije i karakteristike vina
ovise o broju zivih stanica kvasca i1 njihovoj vitalnosti. Zado-
voljavajuca vijabilnost i vitalnost kvasca potrebne su za pro-
vodenje fermentacije do suhog vina. Takoder je vazno da oda-
brani soj kvasca moze fermentirati pri kombinaciji uvjeta koji
vladaju tijekom fermentacije (Iland i sur., 2007). Znacaj kvas-
ca za tijek fermentacije opisan je u literaturi (Bisson, 1999;
Bisson i Butzke, 2000; Boulton, 1996; Fugelsang i Edwards,
2007; Krieger-Weber, 2009) i nije predmet interesa ovog rada.

Unato¢ znacajnim poboljSanjima u praéenju i kontroli
fermentacije, usporavanje (eng. sluggish fermentation) i za-
stoj fermentacije (eng. stuck fermentation) ostaju velik izazov
za vinsku industriju Sirom svijeta (Malherbe i sur., 2007). Pri
proizvodnji vina vazno je posti¢i potpunu alkoholnu fermen-
taciju uz malu koncentraciju neprevrelih Secera, §to smanjuje
moguénost kontaminacije nepozeljnim mikroorganizmima, pr-
venstveno bakterijama octene i mlije¢ne kiseline. One mogu
metabolizirati neprevreli Seéer te povecati koncentraciju hla-
pljivih kiselina i nastajanje nepozeljnih estera uz moguénost
nastajanja diacetila (Alexandre i Charpentier, 1998).

Bisson (1999) je definirala nepotpunu fermentaciju (eng.
incomplete fermentation) ili zastoj fermentacije kao one sluca-
jeve u kojima je na kraju prisutna veca koncentracija zaostalog
Secera od zeljene. Usporene fermentacije su one tijekom kojih
kvasac sporo trosi $ecer. Vazno je istraziti uzroke nepravil-
nih fermentacija u industrijskim vinskim podrumima, jer one
mogu dovesti do ekonomskih gubitaka. Kinetika fermentacije
moze se pratiti odredivanjem koncentracije utroSenog Secera,
odredivanjem nastalog CO, ili mjerenjem gusto¢e (Ribéreau-
Gayon i sur., 2006a).

Temperatura ima utjecaja ne samo na brzinu fermentacije
koju provode kvasci iz roda Saccharomyces, nego i na ravno-
tezu izmedu kvasaca iz roda Saccharomyces i1 divljih kvasaca.
U proizvodnji crnih vina (20 — 30 °C) dominantan je kvasac
Saccharomyces cerevisiae, djelomi¢no i1 zbog vece temperatu-
re fermentacije. Pri manjim temperaturama, poput onih koje se
primjenjuju pri proizvodnji bijelih vina, divlji kvasci se mogu
umnoziti do puno vecih koncentracija (Fugelsang i Edwards,
2007).

U ovom radu opisan je utjecaj sastava mosta i fermenta-
cijskih uvjeta na tijek alkoholne fermentacije pri proizvodnji
vina. Objasnjeno je kako na tijek fermentacije utje¢u nedosta-
tak hranjivih tvari (dusika, kisika, sterola, minerala, vitamina),
prisutnost spojeva koji inhibiraju fermentaciju (etanol, organ-
ske kiseline) te utjecaj sumporenja i ostalih postupaka koji se
provode u tehnologiji vina. Rad se temelji na razmatranju ke-
mijskih i biokemijskih ¢imbenika, dok utjecaj mikroflore pri-
sutne u mostu, kao i agrokemijskih ¢imbenika nije detaljnije
razraden u ovom radu, jer se radi o preopseznim temama.

1. Nedostatak hranjivih tvari

1.1. Nedostatak asimilacijskog dusika

Umjesto izraza asimilacijski dusik, koji je uobicajen
medu vinarima, inaCe se u biotehnologiji koristi naziv asimi-
labilni dusik, $to znaci onaj kojeg kvasac moze asimilirati.
Asimilacijski dusik (eng. yeast assimilable nitrogen, YAN)
koji kvasac moze koristiti u svom metabolizmu tijekom fer-
mentacije predstavlja zbroj koncentracija dusika prisutnog u
primarnim aminokiselinama i amonijevim ionima prisutnima u
mostu. Pored ovih izvora, dusik je u mostu prisutan i u sastavu
drugih spojeva koje kvasac ne moze asimilirati. Koncentraci-
ja asimilacijskog dusika moze biti varijabilna, a uobicajeno se
koristi kao pokazatelj nutritivnog statusa mosta (Butzke, 2010;
Waterhouse i sur., 2016).

Zbog nedovoljne koncentracije asimilacijskog dusika
moze do¢i do usporavanja ili zastoja fermentacije (Lagunas
i sur., 1982; Salmon, 1989; Alexandre i Charpentier, 1998;
Butzke, 2010). Na potrebu kvasca za dusikom utjeée prisut-
nost zraka, ali i pocetna koncentracija glukoze. Mala pocéetna
koncentracija odgovarajucih izvora dusika limitira rast bio-
mase kvasca, §to dovodi do usporavanja katabolizma Seéera.
Ako kvasac tijekom fermentacije potrosi ove izvore dusika iz
hranjive podloge, u njegovoj stanici dolazi do zastoja sinteze
proteina i drasti¢nog pada transporta Secera.

Koncentracije asimilacijskog dusika od 120 do 140 mg/L
omogucavaju potpunu fermentaciju do suhog vina (Alexandre
i Charpentier, 1998; Malherbe i sur., 2007; Butzke, 2010), dok
su najvece brzine fermentacije mosta zabiljezene pri 500 mg
N/L (Butzke, 2010). Pri proizvodnji bijelih vina ¢e 250 - 300
mg dusika/L omoguciti normalnu brzinu fermentacije i izrazen
vocni karakter vina. Za crna vina je dostupno manje podata-
ka, ali se opcenito smatra kako je za postizanje odgovarajuce
kvalitete gotovog vina potrebno osigurati sli¢ne koncentraci-
je asimilacijskog dusika kao i pri proizvodnji bijelih vina. Pri
tome, prisutnost ¢vrstih dijelova grozda koji polako otpusta-
ju aminokiseline i druge nutrijente tijekom proizvodnje crnih
vina predstavlja prednost u odnosu na proizvodnju bijelih vina.

1.2. Nedostatak kisika

Metabolizam kvasca ovisi o koncentraciji otopljenog kisi-
ka na pocetku fermentacije. Otopljeni kisik se tijekom fermen-
tacije brzo trosi djelovanjem kvasca i oksidaza (enzima koji
su prirodno prisutni u mostu). Nedostatak kisika tijekom fer-
mentacije mosta dovodi do kvalitativnih 1 kvantitativnih pro-
mjena u sastavu lipida stanica kvasaca. U stani¢noj membrani
uslijed nedostatka kisika dolazi do inhibicije biosinteze lipida
te se smanjuje koncentracija ergosterola i nezasi¢enih masnih
kiselina. Zbog toga se smanjuju brzina glikolize i brzina ra-
sta stanica kvasca, usporava rast biomase i opada vijabilnost
kvasca, Sto dovodi do usporavanja fermentacije. Promjena u
sastavu lipida stanicne membrane dovodi do oslabljene otpor-
nosti stanica kvasca na etanol (Alexandre i Charpentier, 1998;
Ribéreau-Gayon i sur., 2006a ; Krieger-Weber, 2009).

Aeracijom ili mikrooksigenacijom mosta tijekom fermen-
tacije poboljSavaju se rast i vijabilnost kvasca, jer je u aerob-
nim uvjetima stani¢éna membrana kvasaca bogatija nezasice-
nim masnim kiselinama i ergosterolom, koje kvasac u takvim
uvjetima moze sintetizirati. Ergosterol i nezasi¢ene masne ki-
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seline inace se u literaturi nazivaju i faktorima prezivljavanja
(eng. ,,survival factors®), §to dovoljno govori o njihovoj vaz-
nosti (Boulton i sur., 1996; Ribéreau-Gayon, 2006b; Malherbe
isur., 2007).

Nedostatak kisika takoder utjece na nastajanje toksi¢nih
masnih kiselina, tj. oktanske (kaprilne) kiseline i dekanske
(kaprinske) kiseline, a koncentracije ovih kiselina smanjuju se
tijekom aeracije mosta. Proizvodaci vina Cesto aeriraju most
kako bi sprijecili stetne ucinke nedostatka kisika. Tako tole-
rancija stanica kvasca prema etanolu i njihova vijabilnost rastu
zbog odgovarajuceg sastava lipida u stani¢noj membrani kvas-
ca i pada koncentracije toksi¢nih masnih kiselina (Alexandre i
Charpentier, 1998).

Kriti¢na koncentracija otopljenog kisika za kvasac S. ce-
revisiae iznosi 0,6 mg/L (Mari¢ i Santek, 2009). Kisik je pri
optimalnim uvjetima za provodenje fermentacije slabo topljiv
te je stoga njegova koncentracija u mostu relativno mala, a do-
datno je smanjuju oksidaze koje trose vecinu otopljenog kisika.
SO, inhibira oksidaze koje su prirodno prisutne u mostu, pose-
bice polifenol-oksidaze. Ukoliko oksidaze nisu ve¢ inhibirane,
aeracija nece biti u¢inkovita (Boulton i sur., 1996; Alexandre i
Charpentier, 1998).

1.3. Nedostatak minerala

Neki od minerala potrebnih za optimalan rast kvasca i fer-
mentaciju neophodni su u milimolarnim koncentracijama (npr.
magnezij). Drugi su potrebni u mikromolarnim koncentraci-
jama (npr. kalcij) dok su neki toksiéni za kvasac ve¢ u mikro-
molarnim koncentracijama (teski metali) (Birch i sur., 2003).
Prema nekim autorima, most uglavnom kvalitativno i kvantita-
tivno pokriva potrebe kvasca za mineralima (Ribéreau-Gayon
isur., 2006a), dok drugi navode cink i magnezij kao potencijal-
no litimiraju¢e (Malherbe i sur., 2007; Walker i Stewart, 2016).

Koncentracija cinka u grozdu moze varirati ovisno o bio-
raspolozivosti cinkovih iona u tlu vinograda, kao i o primjeni
gnojiva i fungicida tijekom uzgoja grozda. Stoga su moguce
suboptimalne koncentracije cinka u mostu, §to negativno utje-
¢e na fermentacijsku u¢inkovitost kvasaca. Soj kvasca je tako-
der ¢imbenik o kojem ovisi optimalna koncentracija cinka (De
Nicola i sur., 2009).

Magnezij je kvascima potreban za mnoge metabolicke i
fizioloske funkcije. On stabilizira nukleinske kiseline, protei-
ne, polisaharide i lipide, a takoder ima klju¢nu ulogu u kontroli
metabolizma, rastu i stani¢noj proliferaciji. Nema dostupnih
istrazivanja koja bi odredila ulogu iona Mg** tijekom alkohol-
ne fermentacije u proizvodnji vina, ali je poznata njegova vaz-
nost tijekom fermentacije melase ili glukoze (u minimalnoj ili
kompleksnoj podlozi). Zbog toga se moze pretpostaviti da ma-
gnezij ima vaznu ulogu i u fermentaciji mosta. Postoji izravna
veza izmedu dostupnosti magnezija i kinetike fermentacije.
Limitacija magnezijem odgovorna je za smanjenu brzinu rasta
kvasca i smanjenu fermentacijsku aktivnost. Dodatak magne-
zija u fermentacijsku podlogu omoguéava poboljsanje proi-
zvodnje etanola, §to se moze objasniti ¢injenicom da magnezij
stabilizira strukturu membrane stanica. Nazalost, malo je po-
dataka o koncentraciji iona Mg* u mostu. U moStu dobivenom
iz bijelog grozda, odredene su koncentracije iona Mg** od 10
- 140 mg L. Neki autori navode da je optimalna koncentra-
cija iona Mg** za vijabilnost kvasca (5 mg L) manja od kon-
centracije koja je inace prirodno prisutna tijekom vinifikacije

(Alexandre i Charpentier, 1998), dok drugi govore o mogu¢em
nedostatku magnezija (Walker i Stewart, 2016).

Primijeceno je da transport Mn®>* u stanicu ovisi o unu-
tarstani¢noj koncentraciji Mg?* te da toksi¢nost mangana ovi-
si 0 omjeru iona mangana i magnezija u stanici kvasca. Isto
tako visoka koncentracija mangana negativno utjece na ulazak
magnezija u stanicu, $to moze dovesti do deficita magnezija u
kvascu (Blackwell i sur., 1997; Blackwell i sur., 1998; Malher-
be i sur., 2007). Takoder se pokazalo kako je medusobni omjer
koncentracija iona Mg i Ca’" u mostu izuzetno vazan za fer-
mentaciju i za organolepticki profil vina (Birch i sur., 2003).
Moze se pretpostaviti da medusobna neravnoteza koncentraci-
ja razli¢itih anorganskih iona, slicno kao u navedenim primje-
rima, moze dovesti do promjene fizioloskih svojstava stanica
vinskog kvasca i posljedi¢no do problema pri fermentaciji.

Funkcija svih minerala pri fermentaciji mosta nije jo§ do-
voljno poznata te je vrlo malo istrazivanja provedeno upravo u
mostu, dok je veci dio podataka dostupan na temelju eksperi-
menata provedenih u drugim hranjivim podlogama (Ribéreau-
Gayon i sur., 2006a; De Nicola i sur., 2009). Pored koncen-
tracija pojedinih minerala u mostu valjalo bi istraziti i utjecaj
njihovih medusobnih odnosa na fizioloska svojstva pojedinih
enoloski zanimljivih sojeva kvasca. Pritom treba uzeti u obzir
da se u suvremenom vinarstvu koriste komercijalne starter-kul-
ture kvasca roda Saccharomyces, ali u novije vrijeme i kvasaca
drugih rodova koji su tijekom selekcije pokazali pozeljna eno-
loska svojstva.

1.4. Nedostatak vitamina

Smatra se kako su u nekim slu¢ajevima usporene fermen-
tacije povezane s nedostatkom vitamina, ali je malo istrazivanja
koja potkrepljuju navedenu tezu (Ough i sur., 1989; Alexandre
i Charpentier, 1998). Most sadrzi faktore rasta, ukljuujuci i
vitamine, ali tijekom alkoholne fermentacije dolazi do promje-
ne njihove koncentracije (Ribéreau-Gayon i sur., 2006a). Ovo
u slucaju nedovoljne pocetne koncentracije vitamina u mostu
moze dovesti do potrebe za njihovim naknadnim dodavanjem
tijekom fermentacije.

Dostupna istrazivanja fokusirala su se uglavnom na kon-
centracije tiamina (vitamin B,), koje se u mostu kre¢u u raspo-
nu 150 - 750 pg L. Tako kvasac S. cerevisiae moze sintetizirati
tiamin, nedostatak ovog vitamina moze dovesti do usporene
fermentacije (Ough 1 sur., 1989). Kvasci mogu utrositi 600
— 800 pg/L tiamina, Sto je vise od koncentracija prisutnih u
mostu (Ribéreau-Gayon i sur., 2006a). Do smanjenja koncen-
tracije tiamina u mostu moze do¢i jer ga divlji kvasci brzo asi-
miliraju 1 mogu ga potrositi u roku od nekoliko sati. Ukoliko
se odgada inokulacija mosta selekcioniranim sojevima kvasca
S. cerevisiae, tada moze doé¢i do negativnog utjecaja popula-
cije divljih kvasaca na fermentacijsku aktivnost. Koncentraci-
ja tiamina moze se smanjiti i zbog sumporenja. Djelovanjem
bisulfitnih iona dolazi do cijepanja tiamina, $to moze izazva-
ti poteSkoce u fermentaciji, pogotovo kada je SO, prisutan u
velikim koncentracijama (Alexandre i Charpentier, 1998; Fu-
gelsang i Edwards, 2007). Dodatkom 0,5 mg tiamina po litri
mosta mozZe se postiéi porast Zive aktivne populacije stanica za
30 % te istovremeno ubrzati fermentaciju. Medutim, ovakvi re-
zultati se dobivaju u laboratorijskim uvjetima, ali u praksi nije
uvijek tako. Koncentracija tiamina prisutna u grozdu moze, ali
i ne mora biti limitirajuéi faktor za kinetiku fermentacije, $to
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ovisi o grozdu i o drugim ¢imbenicima (Ribéreau-Gayon i sur.,
2006a).

Koncentracije ostalih vitamina su razli¢ite u mostu i vi-
nima (Ribéreau-Gayon i sur., 2006a). Promjene koncentracija
vitamina tijekom fermentacije nisu jednake za sve vitamine.
Dok tiamin moZe skoro potpuno nestati, s ostalim vitaminima
je situacija drugacija. Tako su npr. koncentracije nikotinamida
slicne u mostu i u crnim vinima, ali su oko 40 % nize u bijelim
vinima. S druge strane, riboflavin nastaje djelovanjem kvas-
ca. Nadalje, kvasci koriste, a potom i otpustaju pantotensku
kiselinu, piridoksin i biotin te je njihova koncentracija skoro
identi¢na u mostu i vinu.

2. Spojevi koji inhibiraju
alkoholnu fermentaciju

2.1. Etanol

Kvasac fermentira Secer u etanol koji se akumulira i moze
inhibirati samu alkoholnu fermentaciju te uzrokovati druge
nepozeljne u¢inke na stanice kvasca. lako se etanol tijekom
alkoholne fermentacije nakuplja unutar stanice, unutarstanic-
ne i izvanstani¢ne koncentracije etanola su slicne (Alexandre i
Charpentier, 1998).

Dobro je poznato kako etanol inhibira rast i djeluje tok-
si¢no na stanice kvasca (Bauer i Pretorius, 2000). Primjerice,
etanol inhibira aminokiselinsku permeazu i mehanizam tran-
sporta glukoze. Vazno je napomenuti kako se brzina transporta
(ulaska) glukoze u stanicu niti njezina razgradnja glikolizom
ne mijenja do volumnog udjela etanola od 8,5 % (v/v), ali se
smanjuje brzina fermentacije za oko 50 % (Cartwright i sur.,
1986; Salmon, 1989).

Prisutnost etanola uzrokuje promjenu u propusnosti mem-
brane kvasca S. cerevisiae (Alexandre i Charpentier, 1998).
Etanol vjerojatno ulazi u hidrofobnu unutrasnjost membrane
i time povecava njenu polarnost te tako dopusta slobodnu iz-
mjenu polarnih molekula i slabi hidrofobne interakcije. Stres
uzrokovan etanolom izaziva promjene sastava lipida kvaséeve
stanicne membrane, tako da se mijenja stupanj zasicenosti i
duzina lanaca nezasi¢enih masnih kiselina te stoga dolazi do
promjene u fluidnosti membrane. Povecanje indeksa neza-
sicenosti pogoduje povecanoj otpornosti prema etanolu i vi-
jabilnosti kvasca S. cerevisiae. Kod kvasaca koji u stani¢noj
membrani imaju puno nezasi¢enih masnih kiselina manji je
negativan utjecaj etanola na potros$nju glukoze i aminokiseli-
na. Uvodenjem kisika u most, u stanicama dolazi do poveéanja
sinteze nezasi¢enih masnih kiselina i sterola (tzv. ,,faktora pre-
zivljavanja“), koji doprinose vecoj otpornosti stanica na etanol
i smanjuju Stetne ucinke etanola, $to dovodi do povecanja vi-
jabilnosti stanica. Jasno je kako je smanjenje brzine fermenta-
cije povezano s nastajanjem etanola, pogotovo kada se u obzir
uzmu svi ucinci etanola na fermentaciju. Ovisno o toleranciji
kvasca prema etanolu, veéa koncentracija etanola moze brzo
dovesti do usporavanja ili zastoja fermentacije.

2.2. Organske Kkiseline
Na metabolizam kvasca tijekom vinifikacije mogu nepo-
voljno djelovati srednjelan¢ane masne kiseline (npr. oktanska i

dekanska kiselina) te octena kiselina (Alexandre i Charpentier,
1998).

2.2.1. Srednjelan¢ane masne Kiseline

Tijekom fermentacije u bogatom mediju uz odredene fi-
zikalno-kemijske uvjete, stanicni ciklus kvasca ipak moze biti
narusen te se javlja zna¢ajno smanjenje fermentacijske aktiv-
nosti, sve dok se ne dogodi potpuni zastoj procesa. U ovom
slu¢aju, inhibicija je rezultat spojeva nastalih uslijed metabo-
lizma kvasca. Osim etanola, srednjelanéane masne kiseline
su takoder inhibitori fermentacije koje kvasac S. cerevisiae
sintetizira tijekom alkoholne fermentacije (Lafon-Lafourca-
de i sur. 1984; Jackson, 2014). Koncentracija masnih kiselina
oslobodenih u fermentacijski medij ovisi o soju kvasca, sasta-
vu medija i fermentacijskim uvjetima (temperatura, pH-vrijed-
nost, aeracija). Srednjelan¢ane masne kiseline se u literaturi
spominju kao antimikrobni spojevi. Pri koncentracijama od
114 umol L' oktanske kiseline, odnosno 46 pmol L' dekanske
kiseline, uo¢eno je smanjenje specifi¢ne brzine rasta kvasca S.
cerevisiae koje eksponencijalno ovisi o koncentraciji masnih
kiselina. Ove masne kiseline takoder djeluju na brzinu odumi-
ranja stanica kvasca Saccharomyces bayanus zbog poveéane
temperature ili uslijed temperaturnog stresa u kombinaciji s
etanolom, dok u stanicama kvasca S. cerevisiae stimuliraju gu-
bitak aminokiselina i drugih komponenata (Alexandre i Char-
pentier, 1998).

Toksi¢nost masnih kiselina na kvasac povecava se sma-
njenjem pH-vrijednosti medija. To ukazuje na Cinjenicu da
su nedisocirane molekule najtoksiénije, pri ¢emu dekanska
kiselina ima vec¢i inhibicijski ucinak nego oktanska kiselina.
Dekanska kiselina izaziva promjenu u stani¢noj membrani po-
vecavajuci njezinu fluidnost, uslijed zakiseljavanja citoplazme.
Takoder je moguce da srednjelanéane masne kiseline djeluju
sinergistic¢ki s etanolom i tako dodatno usporavaju fermenta-
ciju. Dekanska i oktanska kiselina inhibiraju transport heksoza
(pri ¢emu dekanska kiselina ima jace djelovanje), §to moze do-
vesti do usporavanja ili zaustavljanja fermentacije (Alexandre
i Charpentier, 1998).

2.2.2. Octena kiselina

Octena kiselina je jo$ jedan od krajnjih produkata koji
nastaju tijekom alkoholne fermentacije te i ona dodatno nega-
tivno utjece na rast, fermentaciju i vijabilnost vinskih kvasaca.
Nacin djelovanja octene kiseline podsjeca na djelovanje sred-
njelanc¢anih masnih kiselina. Kako bi se objasnila uloga octene
kiseline u smanjenju brzine fermentacije, istrazivana su dva
mogucéa mehanizma inhibicije. Prvi mehanizam je zakiselja-
vanje citoplazme (utjecaj octene kiseline na pH-vrijednost o
kojoj ovisi aktivnost enzima), a drugi mehanizam je djelovanje
octene kiseline izravno na transport ili na aktivnosti enzima.
Mnogi slucajevi usporene i1 zaustavljene fermentacije uzro-
kovani su nastajanjem velikih koli¢ina octene kiseline. To se
moze dogoditi tijekom nepravilnog transporta pljesnivog groz-
da iz vinograda do vinarija, §to dovodi do preuranjene alkohol-
ne fermentacije oslobodenog soka, ali i zbog naknadnog rasta
bakterija octene kiseline. Sli¢no se dogada i kod nepravilne
obrade svjeze dobivenog mosta (najéescée pri proizvodnji crnih
vina, kada je pocetna pH-vrijednost mosta veéa od 3,5) ili kada
most nije inokuliran vinskim kvascem niti tretiran sumporo-
vim dioksidom, §to omoguc¢ava ubrzani rast nepozeljnih (ali
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autohtonih) bakterija rodova Lactobacillus 1 Pediococcus. Ove
bakterije proizvode velike koli¢ine octene kiseline, umjesto
mlijecne kiseline (Boulton i sur., 1996; Alexandre i Charpen-
tier, 1998; Jackson, 2014).

2.3. Utjecaj sumporenja

Sumporenje se stolje¢ima koristi u vinarstvu (Boulton i
sur., 1996; Ribéreau-Gayon i sur., 2006a; Butzke i sur, 2010).
Sulfit je vrlo toksi¢an za mikroorganizme i mikroflora groz-
da je osjetljiva na njegovo djelovanje, dok su selekcionirani
kvasci koji se rutinski koriste u fermentaciji manje osjetljivi.
Antimikrobno djelovanje sulfita u vodenim otopinama ovisi o
pH-vrijednosti, temperaturi i vremenu izlaganja. Sulfiti postoje
u otopinama u tri oblika, odnosno kao molekularni oblik (SO,)
te kao HSO,, SO,*, a medusobni omjer navedenih oblika ovisi
o pH-vrijednosti. Ravnotezna reakcija izmedu razli¢itih mo-
lekularnih oblika (Guzzo i1 Desroche, 2009) prikazane su jed-
nadzbom:
HO+8S0,5S5SH +(HSO,)yS 555 2H +S0.*

pH-vrijednosti razli¢itih vrsta vina kre¢u se u podrucju od
2,8 do 4,0 (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b). Molekularni SO,
500 puta jace djeluje na kvasac nego ostali oblici u kojima
sulfit moze biti prisutan (HSO,", SO,*) $to objasnjava zasto je
on osobito ucinkovit prema kvascima koji su prisutni u mostu,
koji je pH-vrijednosti izmedu 3,0 i 3,5 (Alexandre i Charpen-
tier, 1998).

Sulfit se primjenjuje u raznim fazama tijekom proizvod-
nje vina, ali uglavnom se dodaje mostu prije alkoholne fer-
mentacije radi kontrole rasta nepoZeljnih vrsta. Dodatak SO,
u most mora biti strogo kontroliran. Primijenjena doza treba-
la bi inhibirati rast nepozeljnih vrsta, ali istodobno omoguciti
rast kvasca koji provodi fermentaciju. Opce je poznato kako
otpornost kvasca na SO, ovisi o vrsti kvasca (Stratford i sur.,
1987). Stoga, velike koncentracije SO, u moStu mogu biti od-
govorne za odgodenu ili zaustavljenu fermentaciju (Romano
i Suzzi, 1993), premda se to u danasnje vrijeme rijetko doga-
da. Dodatak SO, vaZan je radi inhibicije polifenol-oksidaze i
sprjeCavanja potpune potrosnje kisika. U daljnjem tekstu su sa-
Zeti molekularni mehanizmi utjecaja SO, na mikrobne stanice
(Alexandre i Charpentier, 1998).

Stetno djelovanje sulfita prema kvascu u velikoj mjeri
ovisi o akumulaciji SO, u stanici. Neki autori smatraju kako
SO, ulazi u kvasac S. cerevisiae aktivnim transportom, dok
drugi (Stratford i Rose, 1986) tvrde da SO, ulazi u stanice
jednostavnom difuzijom. Brzina transporta sulfita ima vaznu
ulogu za njegovo Stetno djelovanje, a manja fluidnost mem-
brane ¢e olaksati difuziju kroz stani¢nu membranu. Kvasac S.
cerevisiae nakuplja SO, vrlo brzo i kad se uspostavi ravnote-
za, unutarstani¢na koncentracija sulfita je nekoliko puta veca
nego njegova koncentracija u otopini. Ovo se moze objasniti
disocijacijom SO, na bisulfitni anion HSO, i H" (zbog vise pH-
vrijednosti u stanici), Sto omoguéava daljnju difuziju u stanicu.

Kada se nade u stanici, sulfit uzrokuje ubrzano smanjenje
koncentracije ATP-a u stanici. Nedostatak ATP-a je odlu¢uju-
¢i dogadaj koji uzrokuje odumiranje stanice (Hinze i Holzer,
1986). Mehanizmi odumiranja stanica uzrokovanog sulfitom
su i dalje nepoznati, iako su in vitro dokazane reakcije sulfita s
odredenim molekulama poput proteina, koenzima i metaboli-
ta. Poznato je kako sulfiti reagiraju s NAD*/NADP te cijepaju

tiamin i disulfidne mostove proteina. SO, utjeCe i na mnoge
enzimske sustave kvasca. Inhibicija moze proizaci iz promjena
u konformaciji, interakcije s aktivnim mjestima ili s kofakto-
rima. Veé je spomenuta vaznost cijepanja tiamina pri visokim
koncentracijama disulfita ili pri dugotrajnom ¢uvanju grozda-
nog soka i koncentrata grozdanog soka (Alexandre i Charpen-
tier, 1998).

3. Utjecaj enoloske prakse na fermentaciju

Most je glavna sirovina u procesu proizvodnje vina. U
proizvodnji bijelih vina provodi se vinifikacija izbistrenog mo-
Sta. Uobicajeni postupci bistrenja su sedimentacija (taloZenje),
bistrenje pomocu separatora, filtracija, centrifugiranje i doda-
tak enzima (Ho6hn i sur., 2005; Jackson, 2014).

U novije vrijeme, otprilike unazad 10-ak godina, sve je
prisutnija tehnologija flotacije koja se umjesto klasi¢nog bi-
strenja koristi za pripremu mosta iz bijelih sorata grozda. To
se u praksi provodi tako da se prvo dodatkom odgovarajucih
enzima provede enzimska depektinizacija grozda, masulja ili
mosta, a potom se mostu u flotacijskom tanku dodaje Zelati-
na te se uvodi plinoviti dusik. Time se postize efekt flotacije,
odnosno na povr$inu mosta se uzdizu koloidne Cestice zamu-
¢enja (Marchal i Jeandet, 2009; Mierczynska-Vasilev i Smith,
2015). Na ovaj nacin se znacajno skracuje postupak pripreme
mosta, uz jo$ neke prednosti kao $to je spreCavanje nezelje-
nih oksidativnih procesa uzrokovanih oksidazama, nezeljenih
mikrobioloskih procesa (razmnozavanje mikroorganizama kao
S$to su kvasci roda Brettanomyces te bakterije rodova Lacto-
bacillus ili Pediococcus) 1 spreCavanje spontanog pocetka
fermentacije uzrokovanog prisutnim sojevima kvasaca roda
Saccharomyces. Promatrano s tehnolosko-enoloskog aspekta,
postupkom flotacije postize se znatno vece iskoriStenje mosta
uz znacajno bolju kvalitetu bijelih vina, a pritom ne dolazi do
prekomjernog bistrenja mosta kao Sto to moze biti slucaj kod
talozenja (Jackson, 2014).

Kada je proces bistrenja mosta preintenzivan, dolazi do
smanjenja brzine fermentacije i do smanjenja rasta biomase,
jer bistrenje mosta uzrokuje veliko smanjenje koncentracije
masnih kiselina C,do C , (40 — 100%) te sterola i makromo-
lekula (15 — 50%). Sve navedeno Cesto je povezano s uspo-
ravanjem alkoholne fermentacije. Bistrenje takoder poveéava
sintezu octene kiseline i srednjelan¢anih masnih kiselina za
koje je ve¢ navedeno kako inhibiraju aktivnost stanica kvasaca
(Alexandre i Charpentier, 1998).

Most kao kompleksna hranjiva podloga moze sadrzavati
dovoljnu koli¢inu svih hranjivih tvari potrebnih za alkoholnu
fermentaciju. U slu¢ajevima pomanjkanja nekog vaznog sa-
stojka mosta, radi poboljSanja fermentacijske aktivnosti kvas-
ca, a takoder i radi postizanja Zeljene arome vina ili rjeSavanja
odredenih problema u raznim fazama proizvodnje i dorade vina
mogu se upotrijebiti komercijalno dostupni enoloski pripravci
(Walker i Stewart, 2016) koji se medusobno razlikuju po sasta-
vu i namjeni. Za razli€ite specificne uvjete fermentacije mosta
dostupni su enoloski pripravci koji mogu sadrzavati vise kom-
binacija sastojaka. Enoloski pripravci za poticanje alkohol-
ne fermentacije, koji se ¢esto popularno nazivaju “hrana” za
kvasce, mogu sadrzavati derivate kvascevih stanica (termicki
inaktivirani kvasac, autolizat kvasca, stani¢ne stijenke kvasca
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ili kvascev ekstrakt), amonijev fosfat i minerale (npr. magne-
zij i cink) (Pozo-Bayon i sur., 2009; Walker i Stewart, 2016).
Jedan od djelotvornih kemijskih spojeva koji se moze nalaziti
medu sastojcima navedenih pripravaka je i glutation, tripeptid
koji je po svojem sastavu zapravo y-glutamil-cisteil-glicin, a
moze znacajno poboljsati i produziti fermentacijsku aktivnost
kvasca (Novak i sur., 2013) te pored toga povoljno utjecati na
aromu vina (Dubourdieu i Lavigne-Cruege, 2003; Kritzinger i
sur., 2013) i zahvaljujuéi svom antioksidacijskom djelovanju
sprijeciti posmedivanje (Dubourdieu i Lavigne-Cruege, 2003;
Pozo-Bayon i sur., 2009; Kritzinger i sur., 2013). Prikladnim
odabirom enoloskih pripravaka, kao i vremena i na¢ina njiho-
ve primjene, moguée je sprije€iti ili rijesiti mnoge probleme
navedene u ovom radu te posti¢i zeljene karakteristike proi-
zvedenog vina.

Pored ranije navedenih ¢imbenika, u praksi se susrecu jo§
neki uzroc€nici problema tijekom fermentacije mosta, koji nisu
detaljnije diskutirani u ovom radu. Vezano uz to treba istaknu-
ti nepostivanje karence ili propisane koncentracije apliciranih
zastitnih sredstava. Ovaj problem uocen je prvenstveno veza-
no uz primjenu botricida. Takoder ¢esto nastaju fermentacijski
problemi ukoliko je u mostu prisutna poveéana koncentracija
bakra, koji je porijeklom npr. iz modre galice, tradicionalno
koristene za pripravu tzv. bordoske juhe, ali i iz drugih pripra-
vaka bakra namijenjenih zastiti vinove loze.

Zakljucci

U vinarstvu postoji velik interes za rjeSavanje problema
usporavanja i zastoja fermentacije zbog mogucih ekonomskih
gubitaka. Predvidljivost fermentacije i kvaliteta vina prven-
stveno ovise o svojstvima koriStenih vinskih kvasaca, ¢ak i
ako veéi broj ¢imbenika utje¢u na ponasanje kvasaca tijekom
fermentacije. Sposobnost kvasca da se prilagodi nutritivnom
deficitu i da se nosi s prisutnos¢u inhibicijskih tvari od vitalne
je vaznosti za provedbu fermentacije. Fermentacijski problemi
obi¢no nastaju zbog prisutnosti i utjecaja razli¢itih ¢imbenika
stresa u okruZenju kvasca i bakterija. Cimbenici koji dovode
do smanjenja pH-vrijednosti, inhibicije glavnih enzimskih ak-
tivnosti kvasca i promjene stani¢ne membrane kvasca prou-
zroCit ¢e promjene kvaséevog metabolizma, Sto ¢e posljedi¢no
dovesti do smanjenja brzine rasta i prezivljavanja stanica kvas-
ca, odnosno smanjenja brzine fermentacije. Nadalje, pojava
zastoja fermentacije ili usporene fermentacije moze biti i re-
zultat interakcije navedenih ¢imbenika. Uzrok zastoja fermen-
tacije ili usporene fermentacije rijetko je rezultat samo jednog
¢imbenika pa ¢e razli¢iti ¢imbenici imati sinergisti¢ki ucinak.
Stoga, istodobni ucinak dvaju ili vise nepovoljnih parametara
moze prouzrociti puno vece probleme nego kad bi jedan ¢im-
benik djelovao samostalno. Neki od navedenih ¢imbenika stre-
sa su neizbjezni, dok su drugi posljedica neprikladnih odluka
pri vodenju fermentacije. Zato bolje razumijevanje fiziologije
mikroorganizama vina omoguc¢ava smanjenje navedenih pro-
blema na najmanju mogucu mjeru.
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