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ABSTRACT

The aim of this work was to study the influence of 8 autochthonous yeasts strains on the sulfur dioxide formation. For
this purpose grape must from the Traminer, Muller Turgau and Chardonnay grapes was used. Yeast strains used were
cultivated at the Department for Microbiology, Faculty of Agriculture, University of Zagreb. Five of them were H,S
negative and three H,S positive. Tested yeast strains produced from 19 up to 45 mg/l of sulfur dioxide. The highest
sulfur dioxide producer was one of the H,S positive yeast strains. The results indicated the initial sugar concentration
to be very important for the ratio of sulfur dioxide production. Yeasts were more efficient at higher sugar levels.

Keywords: sulfur dioxide autochthonous yeasts, wine

SAZETAK

Cilj ovoga rada bio je istraziti utjecaj 8 autohtonih sojeva kvasaca na sintezu sumpornog dioksida. U tu svrhu koriSteni
su mostovi Traminca, Rizvanca i Chardonnaya. KoriSteni sojevi kvasaca bili su iz kolekcije Zavoda za mikrobiologiju,
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Pet od njih je H,S negativno a tri H,S pozitivno. Ispitivani sojevi
kvasca stvorili su od 19 pa sve do 45 mg/l sumpornog dioksida. NajviSe sumpornog dioksida stvorio je jedan od H,S
pozitivnih sojeva. Rezultati su pokazali da je poCetna koncentracija Seéera vrlo vazna pri proizvodnji sumpornog
dioksida. Kvasci su bili produktivniji pri vi§im razinama Secera.

Kljuéne rijeci: sumporni dioksid autohtoni kvasci, vino
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DETAILED ABSTRACT

The main subject matter of this investigation was to
determine the ability of 8 autochthonous yeasts strains
to synthesize sulfur dioxide. Grape must from Traminer,
Muller Turgau and Chardonnay was used. One of the
byproducts of the fermentation induced by yeasts is a
certain quantity of sulfur dioxide. Higher concentrations
can have a negative impact on the wine quality. Croatian
Wine Law and Wine Regulations are therefore prescribing
the allowed quantities of sulfur dioxide in wines. In this
research we used autochthonous yeast strains from the
Department for Microbiology, Faculty of Agriculture,
University of Zagreb. Five of them were H,S negative
and three H,S positive. Chemical analysis of musts and
wines were carried out using standard methods proposed
by O.L.V. Before the alcohol fermentation, sugar level,
total acidity and total sulfur dioxide concentration were
determined in all musts. In all young wines level of
alcohol, residual sugar, volatile acidity and total sulfur
dioxide were measured. Obtained results pointed out
significant differences in sulfur dioxide concentrations
between produced wines. Total sulfur dioxide level
ranged from 19 mg/l up to 45 mg/l. The highest sulfur
dioxide producer was one of the H,S positive yeast
strains tested. This strain produced 37 mg/l in Traminer,
45 mg/l in Chardonnay and 40 mg/l in Muller Turgau
wine. The difference between sulfur dioxide levels
produced in Traminer and Chardonnay wines was not
very pronounced as it can be seen in tables 6 and 7. The
results indicated the initial sugar concentration to be very
important for the ratio of sulfur dioxide production. It
was found that the yeasts were more efficient at higher
sugar levels.

uvoD

Vinarska industrija oduvijek je medu postavljenim
ciljevima istrazivanja na vaznom mjestu imala i selekciju
novih sojeva kvasaca sa ciljem poboljSanja kakvoce
i prepoznatljivosti vina. Alkoholna fermentacija je
polimikroban proces u kojem sudjeluje veliki broj vrsta
kvasaca, bakterija i gljiva [10]. Od kvasaca koji imaju
odredenu ulogu tijekom proizvodnje vina najznacajniji su
zasigurno oni iz roda Saccharomyces kao glavni nosioci
sigurne 1 kvalitetno provedene alkoholne fermentacije.
Tijekom alkoholne fermentacije kvasci osim $to prevode
Secer u etanol sintetiziraju i veliki broj sekundarnih
spojeva koji znacajnije utjeCu na aromu vina [6]. Velika
grupa sumpornih spojeva takoder ima vrlo znac¢ajnuulogu
u aromi vina. Ukupna koncentracija sumpora u stanici
kvasca je niska u usporedbi s vazno$¢u samog sumpora
u metabolizmu kvasca. Kod vrste Saccharomyces
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cerevisiae sadrzaj sumpora varira od 0.2-0.9 % suhe
tvari. Medu najvaznije sumporne spojeve koje kvasci
mogu sintezirati tijekom alkoholne fermentacije spadaju
sumporovodik te sulfiti. Prva istrazivanja vezana uz tu
problematiku zapocela su jo§ 1965. godine [2, 4, 13, 14].
Sposobnost sinteze vece ili manje koli¢ine SO, tijekom
alkoholne fermentacije jedan je od kriterija selekcije
i izdvajanja sojeva kvasaca za potrebe enologije [15].
Sojevi S. cerevisiae normalno sintetiziraju od 10-30 mg/1
sulfita. Ipak neki sojevi nazvani “kvasci proizvodaci SO,”
ili “kvasci sa sposobno$¢u formiranja velikih kolicina
SO,”, proizvode ih i u koli¢inama ve¢im od 100 mg/l
[3]. Takav sulfit je od znacajnog enoloskog interesa. On
se odmah veze za acetaldehid i druge spojeve te ga na
kraju alkoholne fermentacije nema u slobodnom obliku.
Medutim znacajno utjece na povecanje koli¢ine ukupnog
SO, u vinu [9]. Delteil [1] je testirao sposobnost sinteze
SO, kod 178 razlicitih sojeva kvasaca Saccharomyces
izoliranih iz vinogorske regije Cothes du Rhone. Nakon
fermentacije 17% sojeva stvorilo je izmedu 30 1 50 mg/I
SO,, 5% izmedu 50 i 70 mg/l, 3% izmedu 70 i 100, 2%
izmedu 100 1 150, a samo jedan soj (0,5% od testirane
populacije) 225 mg/l SO,. Gotovo 30% istraZivanih
sojeva proizvelo je visoke razine SO, u koriStenom
mostu. Isti je autor [1] testirao 43 razli¢ita komercijalna
enoloska kvasca tijekom alkoholne fermentacije mosta
sorte Grenache rose. Pocetna vrijednost ukupnog
sumpornog dioksida u mostu je iznosila 120 mg/l. Po
zavrSetku fermentacije kod 6 kvasaca koncentracija
ukupnog SO, bila je izmedu 80 i 90 mg/l, kod 7 kvasaca
izmedu 90 1 100 mg/1, jo§ 7 kvasaca izmedul001i 110 mg/
1, 15 kvasaca izmedu 110 i 120 mg/l, 6 kvasaca izmedu
120 1 130 mg/1 i kod 2 kvasca koncentracija je narasla
na 135 mg/l ukupnog SO,. Iz toga proizlazi da je od
ukupno 43 testirana 18% enoloskih kvasaca sintetiziralo
SO, tijekom fermentacije. Premuzi¢ i dr. [9] navode da
je primjenom pojedinih sojeva kvasaca, koji proizvode
velike koli¢ine SO, moguce posti¢i stabilnost bijelih
vina. Medutim nisu utvrdene konkretne veze izmedu ta
dva svojstva. Isti autori u svojem istrazivanju takoder su
ukazali na zna€ajan utjecaj mosta pri sintezi SO, Isti soj
je u razli¢itim mostovima stvorio razli¢ite koncentracije
SO, pri ¢emu su razlike bile i do 50%. Neki autori [9, 14]
kao jedan od faktora koji utje¢e na sintezu SO, navode
i koli¢inu Seéera u mostu pri ¢emu vece koli¢ine Secera
utjeCu na izraZeniju sintezu SO,. Prema Weeks [13]
koristeni S. oviformis kvasac proizvodio je znacajne
koli¢ine SO, dok koriSteni S. cerevisiae soj nije iskazivao
tu sposobnost. Utjecaj vrste kvasca na sposobnost
sinteze SO, su potvrdila i istraZivanja Rankine i Pocock
[11]. Istrazivanje Premuzi¢ i dr. [9] takoder je ukazalo
na veliku razli¢itost u sposobnosti sinteze SO, zavisno
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Tablica 1: Karakteristike kvasaca koriSteni u istrazivanju
Table 1: Characteristics of yeasts used in this investigation

Soj kvasca Vrsta Podrijetlo Sinteza H,S-a
Yeast strain Species Origin H,S synthesis
RO 51 S corevisiae Zagrebacko V1n0gor]§/Zagreb winegroving Negatlyan
region Negative
RO 54 S paradoxus Zagrebacko V1n0gor]§/Zagreb winegroving Negatlyan
region Negative
RO 1649 S cerevisiae Zapadno Istgrsko leogorjg/W est Istrian Negatlyan
winegrowing region Negative
RO 29 S cerevisiae Peljesko V1n0gorje/P.e1]esac winegroving Pozm.van
region Pozitive
RO 31 S cerevisiae Peljesko vinogorje/ Ppl]esac winegroving Poz1f[1.van
region Pozitive
RO 40 S corevisiae Peljesko vinogorje/ Peljesac winegroving Pomiuyan
region Pozitive
RO 63 S corevisiae Peljesko vinogorje/ Peljesac winegroving Pozitivan
region
ICV-D21 S.cerevisiae Francuska / France Negat1yan
Negative
Tablica 2: Kemijski sastav mosta nakon taloZzenja
Table 2: Chemical composition of musts after settling
Sorta Seéer (0e®)  Ukupna kiselost (g/1) SO, ukupni (mg/1)
Variety Sugar Total acidity Total SO,
Traminac/Traminer 91 6,6 0
Chardonnay 92 8,9 0
Rizvanac/Muller Turgau 99 6,5 0

od koristene vrste kvasca. Tako su svi sojevi vrste S.
carlsbergensis  stvorili relativno velike koli¢ine SO,,
vec¢ina sojeva S. vini tvorila je vrlo malo ili neznatno
SO, Sto se moZe reci i za sojeve vrsta S. oviformis, S.
uvarum, S. elegans i S. rosei. Koncentracija dodanog SO,
u most prije fermentacije takoder je utjecala na stvorenu
koli¢inu SO, [9]. Prema istraZivanjima [12, 15] kvasci
koji nemaju sposobnost sinteze H,S stvaraju tijekom
fermentacije vece koncentracije SO,.

Koncentracije SO, prisutnog u vinu zakonski su
regulirane te mogu imati negativan utjecaj na kakvocu
samog proizvoda. Samim time utvrdivanje sposobnosti
sinteze pojedinog soja kvasca od izuzetnog je znacaja
za vinarsku proizvodnju. Stoga je cilj ovoga rad bio
utvrditi sposobnost tvorbe SO, kod pojedinih sojeva
Saccharomyces spp., tijekom alkoholne fermentacije
mostova Traminca, Rizvanca i Chardonnaya s jednog
vinogradarskog polozaja.

J. Cent. Eur. Agric. (2008) 9:2, 289-296

MATERIJAL | METODE

Postavljanje pokusa

Istrazivanje je provedeno u berbi 2004. s grozdem
triju sorata (Vitis vinifera L.), Rizvanac, Traminac i
Chardonnay. Od svake sorte ru¢no je ubrano oko 250
kg zdravog grozda. Nakon berbe provedeno je muljanje
i runjenje grozda te odvajanje po 130 litara samotocne
frakcije mosta. Nesulfitirani mostovi su talozeni 24
sata na temperaturi od 10 "C. Nakon otakanja s taloga
most svake sorte rastocen je u staklene boce od 5 L u
tri ponavljanja. Inokulacija je izvrSena sa autohtonim
izolatima Saccharomyces cerevisiae iz kolekcije Zavoda
za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta u brojnosti od
6x10° CFU/ml.

Kvasci

U istrazivanju su koriSteni autohtoni sojevi kvasaca
Saccharomyces cerevisiae iz Kkolekcije Zavoda za
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Tablica 3: Koncentracija alkohola (vol%) u vinima po zavr$etku alkoholne fermentacije
Table 3: Alcohol concentration (vol%) in wines at the end of alcoholic fermentation

Soj kvasca

east strain . . . Kontrola
Sorta 51 54 1649 29  H,S 31 H,S 40 H,S 63 ICV-D21 LSD
Variety
Traminac/Traminer 12,92 12,75 12,82 12,90 12,87 12,91 12,88 12,84 n.s.
Chardonnay 12,71 12,58 12,53 12,61 12,60 12,64 12,75 12,73 n.s.
Rizvanac/Muller Turgau 13,55 13,76 13,81 13,84 13,79 13,76 13,87 13,74 n.s.
n.s.: not significant /ne signifikantno
Tablica 4: Hlapiva kiselost (g/1) u vinima po zavrsetku alkoholne fermentacije
Table 4: Volatile acidity concentration (g/1) in wines at the end of alcoholic fermentation
Soj kvasca
east strain B} B} B} Kontrola
Sorta 51 54 1649 29 H,S 31 H,S40 H,S 63 ICV-D21 LSD
Variety
Traminac/Traminer 04 04 06 05 0.4 0,3 0,4 0,5 n.s.
Chardonnay 05 04 06 03 0,3 0,4 0,5 0,4 n.s.
Rizvanac/Muller Turgau 0,6 0,6 0,5 0,5 0,6 0,5 0,4 0,5 n.s.
n.s.: not significant /ne signifikantno
Tablica 5: Vrijednosti reducirajuéeg Secera (g/l) u vinima po zavrSetku alkoholne fermentacije
Table 5: Residual sugar concentration (g/1) in wines at the end of alcoholic fermentation
Soj kvasca
east strain _ _ _ Kontrola
Sorta 51 54 1649 29 H,S 31 H,S 40 H,S 63 ICV-D21 LSD
Variety
Traminac/Traminer 1,5 1,7 1,7 1,6 1,5 1,3 1,6 1,5 n.s.
Chardonnay <l <1 <l <1l <1 <1 <1 <1 n.s.
Rizvanac/Muller Turgau 1,7 19 1,9 2,0 1,8 1,7 1,7 1,9 n.s.

n.s.: not significant /ne signifikantno

mikrobiologiju, Sveucilista u Zagrebu (Tablica 1). Kao
kontrolni kvasac koristen je soj komercijalnog naziva
ICV-D21, poznatih enoloskih svojstava. U istrazivanjima
[1] vina dobivena fermentacijom sa kvascem ICV-D21,
uz prethodno sumporenje mosta sa 50 mg/l 5% -tne
H,SO,, sadrzavala su 43 mg/l ukupnog SO,. Oznaka
H,S™ kod nekih ispitivanih sojeva kvasaca upucuje na
njihovu nemoguénost sinteze H,S (sumporovodika)
tijekom alkoholne fermentacije §to je pozitivno svojstvo.
Medutim, prema istrazivanjima [12, 15] sojevi koji
nisu u sposobnosti sintetizirati H S tijekom alkoholne
fermentacije skoro uvijek sintetiziraju vece koncentracije
SO,. Sojevi koriSteni u ovom pokusu odabrani su na
osnovi njihovih pozitivnih enoloskih svojstava odredeni
pokusima provedenim u Zavoda za mikrobiologiju
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Agronomskog fakulteta u Zagrebu (Orlié, S., neobjavljeni
rezultati).

Kemijske analize

Analiza kemijskog sastava pokusnih mosStova i vina
obavljena je u laboratoriju Zavod za vinogradarstvo i
vinarstvo Agronomskog fakulteta u Zagrebu. U mostu je
odredena koli¢ina nakupljenog Secera te ukupna kiselost
dok su u vinu odredeni: reduciraju¢i Secer, ukupna
kiselost, hlapiva kiselost, alkohol i ukupni sumporni
dioksid po standardnim metodama prema O.L.V.-u [5].
Brzina fermentacije pracena je po metodi prema [7].
Pri odredivanju ukupnog sumpornog dioksida koristena
je referentna metoda po Paul-u po proceduri opisanoj
u Pravilniku o fizikalno kemijskim metodama analize
mosta i vina [8].
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Tablica 6: Razlike u koncentracija ukupnog SO, (mg/l) u pojedinom vinu po zavrsetku
alkoholne fermentacije zavisno od koriStenog soja kvasca
Table 6: Total SO, concentration (mg/1) difference in each wine at the end of
alcoholic fermentation regarding to used yeast strain

Soj kvasca
east strain . . . Kontrola
Sorta 51 54 1649 29 H)S'31 H$740 HS'63 |y, LSD
Variety
0/ —
Traminac/Traminer 254 24 19 19°  37° 23be 22° 22° f;’_};
0—1,
0/ —|
Chardonnay 2700 27D gt qgr  45% 7P et osmb ?;’_?’(7)
o—1,
0/ —
Rizvanac/Muller Turgau 427 32¢  27° 20°  40° 30¢ 25° 42f f;’_g’g
0—Y,

Note: Different letters beside the mean of a compound denote a significant difference among treatments

(A, B, C for 5 %; a, b, ¢ for 1 %).

Naznaka: Razli¢ita slova pored sastojka oznacavaju signifikantnu razlicitost (A,B,C za 5%, a,b,c, za 1%).

Statisticka analiza podataka

U analizi podataka koriStena je jednovarijantna analiza
varijance (ANOVA) te LSD usporedni test. Analize su
radene na razini znacajnosti od 95% 1 99% .

REZULTATI S RASPRAVOM

Kemijski sastav mosta

Rezultati kemijskog sastava mosta po sortama prikazani
su u Tablici 2. Nesto visim sadrzajem Secera izdvojio se
most Rizvanca dok su vrijednosti nakupljenog Secera
kod mostova Traminca i Chardonnaya bile priblizno
iste. Prema nekim autorima [9, 14] postojanje razlika u
koncentraciji Secera medu mostovima moze znacajno
utjecati na sintezu SO, tijekom alkoholne fermentacije.
Ukupna kiselost bila je nesto visa u mostu Chardonnaya
dok kod mostova Traminca i Rizvanca razlika nije
postojala.

Kemijski sastav vina

Rezultati osnovne kemijske analize dobivenih vina
prikazani su u tablicama 3, 4 1 5. Svi koriSteni sojevi
potvrdili su svoje dobre fermentacijske sposobnosti
razgradiv§i cjelokupni sadrzaj Sefera u jednakom
vremenskom periodu. Nisu utvrdene signifikantne razlike
u dobivenim koncentracijama alkohola te vrijednostima
hlapive kiselosti. Vazno je za naglasiti da je hlapiva
kiselost u vinima svih ispitivanih sorata bila niska
$to je jo$ jedan pokazatelj pravilnog tijeka alkoholne
fermentacije i dobrih enoloskih karakteristika ispitivanih
sojeva kvasca.

Rezultati vrijednosti stvorenog SO, tijekom alkoholne
fermentacije u analiziranim vinima prikazani su u
tablicama617. Utablici 6 prikazana je statistickarazliitost

J. Cent. Eur. Agric. (2008) 9:2, 289-296

dobivenih vrijednosti SO, medu ispitivanim sojevima
kvasca unutar jedne sorte. U tablici 7 usporedivane su
stvorene koncentracije SO, pojedinog ispitivanog soja
kvasca u odnosu na razli¢iti medij (sortu). Uzevsi u
obzir dobivene vrijednosti po sortama, najmanje razlike
u stvorenom SO, zavisno od koriStenog soja kvasca
utvrdeno je u vinu Traminca (19-37 mg/l), a najvece
u vinu Chardonnaya (19-45 mg/l). Dobiveni rezultati
najve¢im dijelom su u skladu s navodima [9,14] da vece
koncentracije $e¢era u mostu uvjetuju i vecu sintezu
SO,. Pri tome se ne smije zanemariti utjecaj razlicitosti
kemijskog sastava pojedinog mosta na rad kvasca i
sintezu bioprodukata tijekom alkoholne fermentacije. U
vinima Traminca i Chardonnaya signifikantno najvise
koncentracije SO, sintetizirao je soj RO H,S 31, a kod
sorte Rizvanca uz ve¢ spomenuti soj RO H,S"31 izdvojili
su se kontrolni soj ICV-D21 te soj RO51 (tablica 6). Za
razliku od soja 31 sojevi 29 1 1649 su tijekom alkoholne
fermentacije svih triju sorata stvorili signifikantno
najmanje koncentracije SO, ¢ije vrijednosti su se kretale
od najmanje 19 mg/1 (soj 1649 kod sorte Traminac) do
najvise 27 mg/1 (soj 1649 kod sorte Rizvanac). Kontrolni
soj kvasca koji je u istrazivanjima [1] sintetizirao
prosjecno 43 mg/l SO, u naSem istrazivanju stvorio je
od 22 mg/l do 41 mg/l. Usporedivsi ispitivane sojeve
kvasca s kontrolnim sojem utvrdene su signifikantne
razli¢itosti. Vecina autohtonih sojeva kod sorata Traminac
i Chardonnay je sintetizirala nesto veée koncentracije
SO, u odnosu na kontrolni soj. Medutim u vinu Rizvanca
kontrolni soj stvorio je signifikantno veéu koncentraciju
SO, u odnosu na sve ispitivane sojeve izuzev jednoga
(soj 51). Prema [3] kvasci koji stvaraju preko 100 mg/
1 SO, mogu se nazvati kvascima proizvoda¢ima SO,
$to u nasem istrazivanju nije bilo slucaj niti kod jednog
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Tablica 7: Razlike u koncentraciji ukupnog SO, (mg/1) zavisno od koriStenog soja kvasca medu
analiziranim vinima po zavrsetku alkoholne fermentacije
Table 7: Total SO, concentration (mg/1) differences between analyzed wines at the end of
alcoholic fermentation depending on the yeast strain used

Soj kvasca
ast strain Kontrola
s 51 54 1649 29  H,S31 HS40 H,S63  ICV-
Sorta
. D21
Variety
Traminac/Traminer 252 24 19° 1942 37° 23 22° 22
Chardonnay 27° 27° 19° 194 45 27° 26" 25°
Rizvanac/Muller 4 30 27 20 40 30° 25¢ 42¢
Turgau
LSD 5%=03 5%=0,6 5%=0,1 5%=0,7 5%=02 5%=0,1 5%=02 5%=04
1%=0,6 1%=12 1%=02 1%=1,0 1%=0,3 1%=02 1%=0,3 1%=0,8

Note: Different letters beside the mean of a compound denote a significant difference among treatments (A, B, C for 5 %; a, b, ¢

for 1 %).

Naznaka: Razli¢ita slova nored sastoika oznacavaiu signifikantnu razlicitost (A.B.C za 5%. a.b.c. za 1%).

ispitivanog soja. Stoga mozemo zakljuciti da ispitivani
sojevinesintetizirajuznacajno velike koli¢ine SO, tijekom
alkoholne fermentacije. Ispitivani soj RO 29 izdvojio se
u odnosu na druge sintezom signifikantnom najnizim
koncentracijama na razini 1% u sva tri vina (tablica 7).
Za razliku od njega soj H,S"31 u sva tri vina sintetizirao
je najvece koncentracije SO, $to je u skladu s literaturnim
podacima o svojstvima H,S- sojeva kao potencijalno
vecih proizvodaca SO, tijekom alkoholne fermentacije
[12, 15]. Ipak navedeno svojstvo nije potvrdeno i kod
ostala dva soja koja ne sintetiziraju H,S a koriSteni su u
ovom istrazivanju. Temeljem provedenog jednogodisnjeg
istrazivanja utjecaja razli¢itih autohtonih sojeva kvasca
na koncentraciju SO, u vinima Traminca, Chardonnaya
i Rizvanca moze se zakljuciti da se je ve¢ina sojeva
znacajno razlikovala u tom s enoloskog gledista bitnom
svojstvu u metabolizmu pojedinog kvasca. Vrijednosti
stvorenog SO, kretale su se od najmanje 19 mg/l te do
najvise 45 mg/l Sto spada u uobicajene koncentracije
koje sojevi Saccharomyces spp. sintetiziraju tijekom
alkoholne fermentacije. Daljnja istrazivanja trebalo
bi produziti kroz nekoliko godina kako bismo dosli do
Sto tocnijih pokazatelja s obzirom na razlike koje mogu
biti uvjetovane agroklimatskim prilikama u pojedinoj
godini.
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