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Sazetak

Suocavajucise sa sve drasticnijim utjecajem klimatskih ¢éimbenika na kemijski sastav groZda, enologija trazZi
i prou¢ava nove metode u tehnologiji proizvodnje vina, posebice bijelih, kako bi se ocuvale primarne arome
te postigla ravnoteZa izmedu alkoholne jakostii ukupne kiselosti. Kao jedno od rjeSenja nudi se primjena ne-
Saccharomyces kvasaca. U ovom istraZivanju analiziran je utjecaj sekvencijalne inokulacije komercijalnih
sojeva Torulospora delbrueckii i Lachancea thermotolerans sa sojem kvasca Saccharomycem cerevisiae
na vino ‘Malvazija istarska’. IstraZivanje je obuhvatilo inokulacije mosta s ne-Saccharomyces kvascima,
a 48 h kasnije i sa sojem S. cerevisae te kontrolnu varijantu iskljucivo sa S. cerevisae. Ne-Saccharomyces
kvasci utjecali su znacajno na koncentraciju alkohola, mlijecne kiseline te pH vrijednost. Fermentacija sa
S. cerevisiae utjecala je na visu koncentraciju ukupnih aromatskih spojeva u vinu. Intenziteti boje i mirisa
najbolje su ocijenjeni u kontrolnom uzorku, a metodom redoslijeda najbolje je rangirana ‘Malvazija“ iz
tretmana T. delbrueckii/ S. cerevisiae.

Kljucne rijeci: aromatski spojevi, ne-Saccharomyces kvasci, ‘Malvazija istarska ', mlijecna kiselina

Uvod

S obzirom da kvasci provode alkoholnu fermentaciju, imaju najvazniju ulogu medu svim
mikroorganizmima u vinu. Doprinose senzornim svojstvima i kakvod¢i vina produkcijom me-
tabolita tijekom rasta i autolize stani¢ne stjenke. Kvasci koji su prisutni tijekom fermentacije
potjecu s grozda i iz vinograda, opreme koja se koristi u podrumu i vanjskih izvora kao $to su
selekcionirane kulture koje se dodaju za kontroliranu fermentaciju (Jolly i sur., 2006).

Zbog sve ¢esc¢ih problema u vinogradarskoj-vinarskoj proizvodnji nastalih uslijed klimat-
skih promjena, traze se nova rjedenja za korekciju visokih koncentracija Secera, nisku ukupnu
kiselost i za ocuvanje primarnih aroma. Kao moguce rjeSenje problema, neki od trenutno ak-
tualnih enoloskih protokola uklju¢uju primjenu selekcioniranih ne-Saccharomyces kvasaca za
provodenje alkoholne fermentacije. Krajnji u¢inak spomenutih kvasaca moze biti niza koncen-
tracija alkohola, visa ukupna kiselost te kompleksniji aromatski profil vina. Promjene navedenih
parametara mogu rezultirati harmonic¢nijim senzornim profilom vina, sto je posebno vazno u
proizvodniji svjeZih bijelih vina. Kakvoca vina se evaluira kombinacijom senzornih (boja, aroma,
mouthfeel) i kemijskih analiza (pigmenti, aromatski profil, polifenolni profil) (Loira i sur., 2014).
Ne-Saccharomyces kvasci imaju odredene enoloske karakteristike koje Saccharomyces vrsta ne
posjeduju, a koje mogu imati dodatan utjecaj na analiticki i senzorni profil vina (Gobbi i sur.,
2013a). Poboljsavaju boju vina formiranjem piroantocijana tijekom fermentacije sintezom pi-
rogrozdane kiseline i acetaldehida koji sluze kao prekursori vitisina A i B (Loira i sur.,, 2014).
Njihov rad utjece na sniZzavanje pH vrijednosti i rast ukupne kiselosti Sto takoder doprinosi
kakvoci boje vina. Aromatski profil se poboljsava sintezom estera i ostalih aromatskih kompo-
nenti (Fleet, 2003.) kao sto je 2-feniletanol (cvjetne arome), etil laktat i izoamil acetat (vo¢ne
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arome). Takoder ne-Saccharomyces kvasci djeluju na poboljsanje tijela i punoce vina otpusta-
njem polisaharida iz stani¢nih stjenki i proizvodnjom glicerola (Loira i sur., 2014.). Medutim,
kad se nekonvencionalni kvasci koriste sami, dolazi do pojave problema sa zavrsetkom fermen-
tacije (Escribano-Vianai sur,, 2018.). Koristenje odabranih mijesanih starter kultura odredenih
ne-Saccharomyces vrsta u kombinaciji sa S. cerevisiae pokazalo se kao jedan od nacina kako bi
se izbjegla nepotpuna fermentacija i poboljsala razlicita svojstva vazna za kakvocu kona¢nog
proizvoda (Escribano-Viana i sur., 2018.).

Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno u berbi 2019. u vinogradima i vinariji Agrolaguna d.d. u Porecu.
Grozde "Malvazije istarske’ ru¢no je brano na polozaju,Devici” na kojem je primjenjivana uo-
bi¢ajena ampelotehnika i agrotehnika. Srednja vegetacijska temperatura iznosila je 18.9 °C, a
srednja godisnja 14.8 °C. Ukupna koli¢ina padalina u vegetacijskom periodu bila je 739.4 mm, a
tijekom cijele godine 1 498.0 mm. Trsovi su sadeni na tipi¢noj istarskoj crvenici, a uzgojni oblik
je Royat kordonac. Prilikom runjenja i muljanja grozda postupno je dodavano 1.2 L/t 5%-tne
H,SO, te 0.8 L/t askorbinske kiseline pripremljene u otopini s vodom u omjeru 1:10. Tijekom
punjenja pneumatske prese masulj je prolazio kroz izmjenjivac topline prilikom ¢ega je hladen
na 18°C. U procesu punjenja prese dodano je 3 g/hL enzima Zimaclar Flot (Enologica Vason) za
olaksano presanje i flotaciju. Gruba presavinska frakcija je odvojena. Nakon presanja dodano je
1 g/hL glutationa koji ima izraZzenu antioksidativnu sposobnost te doprinosi ocuvanju aromat-
skog profila bijelih vina (prema pravilniku OlV-a dozvoljeno je do 20 mg/L u most ili vino). Most
iz cjednice je prepumpan u tank zapremnine 100 000 L i flotiran uz pomoc Zelatine i inertnog
dusika.

Proizvodnja vina

Nakon flotacije most je podijeljen u osam inoks tankova zapremnine 30 L. Osnovni para-
metri mosta bili su: Secer, 21 °KI; pH, 3.49; ukupna kiselost, 5.4 g/L; jabucna kiselina, 1.8 g/L;
YAN, 168 mg/L; ukupni SO,, 39 mg/L. Za alkoholnu fermentaciju koriStene su tri razlicite vrste
kvasaca u tri ponavljanja, dozirani po preporuci proizvodaca, u koli¢ini od 25 g/hL te rehidri-
rani u deset puta vecoj kolicini tople vode s malo mosta. Za kontrolnu alkoholnu fermentaciju
(Sc.) koristen je komercijalni S. cerevisae soj Lalvin QA23™ (Lallemand). Cista kultura T. delbru-
ecki (Td.+Sc.) komercijalnog naziva Biodiva™ (Lallemand) inokulirana je u tri ponavljanja kao i
cista kultura L. thermotolerans (Lt.+Sc.) pod nazivom Concerto™ (Chr. Hansen). Odmah nakon
inokulacije dodana je dusi¢na hrana Fermoplus’ Tropical (AEB) u dozi od 30 g/hL za pocetnu
ishranu, rast i razvoj kvasaca. Nakon 48 h uslijedila je sekvencijalna inokulacija s rehidriranim
sojem S. cerevisae QA23 u koli¢ini propisanoj od strane proizvodaca (25 g/hL), u posudama
gdje je fermentacija pocela s ne-Saccharomyces kvascima. Provedena je hladna fermentacija
zbog ocuvanja aromatskog profila na temperaturi 11.4 °C. Po zavrsetku alkoholne fermentacije
proveden je ,pinking” test vizualno i UV-VIS spektrofotometrom. Vina su otocena s taloga u
staklene posude zapremnine 5 L u koje je dodano 20 g/hL PVPP-a za sprjeavanje pojave ruzi-
Castih tonova te 6 g/hL kalijevog metabisulfita za mikrobiolosku stabilnost. Da bi se poboljsala
autoliza kvascevih stani¢nih stjenki dodano je 1 g/hL enzima -glukanaza Mannozym (Enolo-
gica Vason). Nakon provedenih tretmana staklene posude su stavljene u hladnu komoru (4-8
°C), na odlezavanje na finom talogu. Nakon 7 dana uslijedio je pretok s taloga, a dan kasnije
sulfitiranje s 5 mL 5%-tne H,SO..
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Osnovna kemijska analiza

Za kemijsku analizu vina i mosta u fermentaciji koristen je uredaj FOSS WineScan SO2 na
bazi FTIR spektrometrije. Analizirani su Seceri, ukupna kiselost, pH, etanol, jabucna kiselina,
mlijecna kiselina, hlapljiva kiselost, gustoca te koncentracija glukoze i fruktoze. Tijek alkoholne
fermentacije pracen je kontrolom razgradnje 3ecera.

~Pinking” test

Mana bijelih vina nazvana ,pinking” rezultira obojenjem i precipitacijom polifenola male
molekularne mase, dajuci bijelom vinu ruzicaste nijanse. Vino ‘Malvazije istarske” jedno je od
sklonijih ,pinkingu” odnosno pojavi ruzi¢astih tonova. lako se problem ,pinkinga” pojavljivao i
u proslosti, suvremena upotreba reduktivne tehnologije bez pristupa kisika, uz primjenu iner-
tnih plinova i posuda potencira pojavu,pinkinga”.

Za potrebe testa iz svake posude uzet je uzorak od 10 mL koji je filtriran kroz filter papir, a
filtrirano vino napunjeno je u piknometre zapremnine 50 mL. U svaki piknometar dodano je
0.25 mL H,0, (0.3 %) te su stavljeni u autoklav na 60 °C na 30 minuta kako bi se ubrzale vizualne
promjene. Uz vizualni pregled provedena je i analiza svih uzoraka UV-VIS spektrofotometrom.
Destilirana voda s reagensom (0.3% H,0O,) stavljena je u kivetu kao kontrola te je svaki uzorak
ocitan na valnim duljinama od 440, 500 i 580 nm. Vina s ,pinking” potencijalom imaju absor-
bancu vecu od 5 mAU pri mjerenju s valnim duljinama od 440, 500 i 580 nm. Absorbanca (mAU)
je izraCunata uz pomo¢ formule |500 nm| x (3 x |580 nm| + 4 x |440 nm|) / 7 x 1000.

Analiza pojedinacnih aromatskih spojeva

Ekstrakcija iz vina provedena je primjenom ekstrakcije na ¢vrstoj fazi s LiChrolut EN koloni-
cama (500 mg, 3 mL, Darmstadt, Njemacka). Prije nanosenja uzorka kolonica je kondicionirana
s 3 mL diklormetana, metanola i 13 %-tne vodene otopine etanola. Po zavrietku kondicionira-
nja, naneseno je 50 mL uzorka vina. Prolaskom uzorka kroz kolonicu ostavljena je da se susi na
zraku 30 min, a potom je provedeno ispiranje analita s 1 mL diklormetana. Dobiveni ekstrakt
prenesen je u posudicu za uzorak i analiziran primjenom metode GC-MS. Za potrebe analize
GC-MS koristena je kolona ZB-WAX 60 dimenzija 60 m x 0.25 mm i.d. x 0.50 um (Phenomenex,
SAD). Analiza je provedena na vezanom sustavu GC-MS (plinski kromatograf Agilent Techno-
logy 6890, spektrometar masa Agilent 5973N). Ostali parametri analize bili su istovjetni onima
opisanim u radu Lopezi sur. (2002.).

Senzorna analiza

Senzorna analiza vina provedena je na Agronomskom fakultetu u Zagrebu, Zavodu za vino-
gradarstvo i vinarstvo. Pokusna vina ocijenilo je pet certificiranih ocjenjivaca vina. Vina su eva-
luirana deskriptivnom (opisnom) metodom te metodom redoslijeda. Deskriptivnom metodom
boja je opisana kroz nijansu i kakvocu, prema intenzitetu od 1 (neizrazeno) do 5 (vrlo izrazeno).
Miris se opisan kroz razli¢ite kategorije mirisa (cvjetne, voéne, prosuseno voce, orasasto voce,
biljne, zacinske...) uz ocjenu intenziteta od 1 do 5, a kod okusa definirana je kakvoca, kiselost,
gorcina, astringencija, tijelo, harmonic¢nost i ,aftertaste” te ukupni dojam takoder ocjenom in-
tenziteta od 1 do 5. Prema metodi redoslijeda, najboljem uzorku unutar tretmana daje se ocje-
na 1, a najbolje ocjenjeni tretman je onaj s najmanjim zbrojem pojedinacnih ocjena.

Statisticka analiza

U svim uzorcima provedena je statisticka obrada podataka koja je ukljucila analizu varijan-
ce (ANOVA) uz pomo¢ programa XLSTAT v.2020.3.1. (Addinsoft,New York, NY, USA) pri ¢emu se
srednje vrijednosti statisticki razlikuju pri p<0.05.
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Rezultati i rasprava

Osnovni parametri kakvoce vina

Alkoholna fermentacija s ¢istom kulturom S. cerevisae (Sc.) i sekvencijalna s L. thermotole-
rans (Lt.+Sc.) trajala je 17 dana, dok se u isto vrijeme sekvencijalna fermentacija s T. delbruecki
i S. cerevisae zaustavila pri 5,17 g/L rezidualnog $ecera (polusuho vino). Iz analiziranih para-
metara u Tablici 1. vidljivo je kako je vino Td.+Sc. imalo najvisu koncentraciju fruktoze koja
nije metabolizirana u etanol tijekom fermentacije. Fermentacija s ne-Saccharomyces kvascima
rezultirala je nizim koncentracijama etanola (0.2-0.9 vol.%) Sto se posebice istice kod Td.+Sc.
uzorka, uslijed nizeg fermentabilnog ucinka prema fruktozi. Niza koncentracija alkohola (0.3-
0.7 %) pripisuje se i sintezi mlije¢ne kiseline iz Seéera, kad je u pitanju metabolizam L. thermo-
tolerans (Morata i sur. 2019.).

Tablica 1. Rezultati osnovne analize vina ‘Malvazija istarska” berba 2019.
Table 1. Basic chemical parameters of Malvasia istriana wines, vintage 2019.

Parametri/ Parameters Sc. Td.+Sc. Lt.+Sc.
Uaprs ot
pH 3,36° 3,34 3,320
Etanol/ Ethanol (vol.%) 13,352 12,63° 13,000
i e
Cé?ftlf;zaaléulgﬂ; S(té/u 0.40° 037 0.35°
Gustoca/ Density (g/cm?) 0,9917° 0,9950° 0,9918°
Glukoza/ Glucose (g/L) 0,70° 1,132 0,77°
Fruktoza/ Fructose (g/L) 1,052 4,03 1,20°

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae; Lt.+Sc.=
Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae;

Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti (n=3) Razlicita slova u superskriptu (a,b,c) pred-
stavljaju signifikantnu razlic¢itost pri p<0,05

Prema rezultatima analiza utvrdeno je kako tretmani Td.+Sc i Lt.+Sc. nisu znacajno utje-
cali na promjenu ukupne kiselosti u odnosu na kontrolni uzorak (Sc), medutim kod tretmana
Lt.+Sc. zabiljeZzena je znacajno niza pH vrijednost, sto je u skladu s prijasnjim istrazivanjima (Be-
nito i sur.,, 2018.; Dutraive i sur., 2019.). Znacajno najniza koncentracija hlapljive kiselosti zabi-
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ljezena je u tretmanu Lt.+Sc, Sto je u skladu s istraZivanjima s L. thermotolerans koja upucuju na
sintezu nizih koncentracija hlapljivih kiselina (Escribano i sur. 2018.). Koncentracije jabucne ki-
seline nisu se znacajno razlikovale medu tretmanima, a mlije¢na kiselina uoc¢ena je jedino kod
tretmana Lt.+Sc. u prosje¢noj koncentraciji od 0.7 g/L (0.6 do 0.9 g/L). Dosadasnja istraZivanja
potvrduju ulogu L. thermotolerans u sintezi vise koncentracije mlije¢ne kiseline i dokiseljavanja
mosta (Gobbi i sur., 2013.; Benito, 2018.; Escribano i sur., 2018.)

"Pinking " test

Tablica 2. prikazuje rezultate izracuna absorbance. Iz rezultata je vidljivo kako su sva vina
potencijalno bila sklona,pinkingu” s obzirom da je kad svih uzoraka absorbanca bila ve¢a od 5
mAU (Simpson, 1977.). Vina fermentirana s ne-Saccharomyces kvascima, posebno Td.Sc. imala
su znatno visu absorbancu u usporedbi s vinom fermentiranim iskljucivo sa S. cerevisae.

Tablica 2. Rezultati mjerenja ‘pinking " potencijala spektrofotometrom pri 440, 500i 580 nm
Table 2. Spectrophotometer measurement results of pinking potential at 440, 500 and 580 nm

Uzorak/ Sample 440 nm 500 nm 580 nm mAU
Sc. 0.717 0.612 0.404 332
Td.+Sc. 1.667 1.552 1.367 2323
Lt.+Sc. 1.250 1.144 0.986 1253

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae; Lt+Sc.=
Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae;

Aromatski profil vina

Kako bi se utvrdio utjecaj ne-Saccharomyces kvasaca na aromatski profil ‘Malvazije istar-
ske’, analizirani su aromatski spojevi iz grupa aldehida, visih alkohola, hlapljivih fenola, terpe-
na, norizoprenoida, laktona, estera i masnih kiselina (Tablica 3). Kod aldehidnih spojeva jedina
znacajna razlika uocena je kod koncetracija 2-heptenala, medutim sve vrijednosti manje su
od njegovog mirisnog praga detekcije (27.5 pg/L) (Odournet, n.d.). Od visih alkohola istice se
znacajno visa koncentracija izoamilnog alkohola kod vina Sc. (9.5 mg/L) iako ni njegova kon-
centracija ne prelazi mirisni prag detekcije od 30 mg/L (Gémez-Miguez i sur., 2007.). Kod svih
vina istice se visa koncentracija 4-vinilgvajakola kojeg karakteriziraju zacinski mirisi (klin¢i¢, cu-
rry), iako medu uzorcima nema signifikantne razlike, a u svim uzorcima koncentracije prelaze
mirisini prag detekcije od 33 pg/L. Analizom estera utvrdena je niZa koncentraciju 2-feniletil
acetata u vinu Td.+Sc. iako ni kod jednog uzorka nije prelazila prag detekcije. Vino Td.+Sc. ta-
koder se znacajno istaknulo s viSom koncentracijom etil butanoata (ananas), medutim i kod
ostalih uzoraka je iznad mirisnog praga detekcije od 20 pg/L (Gémez-Miguez i sur., 2007.). Kon-
centracija izoamil acetata (banana) kod svih uzoraka je prelazila mirisni prag detekcije (30 pg/L)
(Gémez-Miguez i sur., 2007.), a kod vina fermentiranih s ne-Saccharomyces kvascima uocene
su nesto nize koncentracije. U koncentraciji masnih kiselina nije bilo znacajnih razlika osim
kod butanske kiseline koja je znacajno niza kod vina Td.+Sc., a u svim uzorcima prelazi mirisni
prag detekcije (173 pg/L) (Gémez-Miguez i sur., 2007.). Ne-Saccharomyces kvasci utjecali su i na
promjenu koncentracije 4-metil-pentanola iako u niti jednom uzorku nije prijeden mirisni prag
detekcije od 1 mg/L (Zeai sur., 2001.).
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Tablica 3. Koncentracije aromatskih spojeva u vinima "Malvazija istarska’, berba 2019.
Table 3. Aromatic compounds concentrations in Malvasia istriana wines, vintage 2019.

Spoj/ Compounds (ug/L) Deskriptori/Descriptors Sc. Td. + Sc. Lt. + Sc.
Aldehidi/ Aldehydes

2,4-heksadienal 1,7° 1,6° 1,6°
2,4-heptadienal 1,0° 0,9° 092
2,4-nonadienal 0,32 0,1¢ 03°®
2-heptenal 03%® 02" 062
2-oktenal 11584° 1101,5° 111,32
Benzacetaldehid 3,82 3,52 2,22
Benzaldehid 12,82 13,42 10,12
Dekanal 1,22 1,42 1,12
Furfural bademi, kvasac 192 2,52 1,62
Heksanal 3,22 3,32 3,52
Nonanal zeleno, travnato 2,62 242 2,12
)3 1187,4° 1130,7° 113532
Visi alkoholi/ Higher alcohols

1-butanol kemijski 134,32 90,5° 89,4°
1-dekanol vocno,cvjetno, slatkasto 71° 742 7,7°
1-heptanol masno 3,52 242 3,32
1-heksanol travnato, masno 2158,5? 1708,4° 2065,42
1-oktanol 22,62 17,1° 19,820
1-nonanol 1,32 092 0,92
2-heptanol vocno, biljno 0,82 0,72 0,8°?
trans-2-heksen-1-ol biljno, zeleno 15,22 13,82 13,32
2-metil-1-butanol zacinski, paljeno 25303,3° 21587,1° 20281,4°
cis-3-nonen-1-ol 16,02 16,82 14,22
2-penten-1-ol 1,50 4,62 512
cis-3-nonen-1-ol travnato, zeleno 103,6° 86,1° 82,1°
trans-2-heksen-1-ol trava, grozdice 61,52 56,7 ° 56,8°
3-oktanol 042 0,3 0,2°
Izoamilni alkohol kemijski, lak za nokte 9350,12 3135,0° 2620,7°
Izobutanol kemijski, lak za nokte 2104,4¢ 2601,32 2407,1°
Feniletil alkohol cvjetno, ruze, med 3312,0° 2979,3° 2546,5°
2 42596,2° 32308,6° 30214,8°
Hlapljivi fenoli/ Volatile phenols

4-vinilgvajakol zacini, klinci¢, curry 186,2° 230,7° 248,1°
4-vinilfenol fenolno, medicinalno 81,2° 85,7° 97,4°
Eugenol cimet, klin¢i¢ 082 092 0,7°
Gvajakol dim 03° 03° 03°
Homovanilin alkohol 234° 253° 21,3°
Vanilin vanilija 14,22 12,8° 9,6°¢
)3 306,1° 355,62 37742
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Spoj/ Compounds (ug/L) Deskriptori/Descriptors Sc. Td. + Sc. Lt. + Sc.
Terpeni/ Terpenes

1,8-terpin 1,1° 0,7° 0,5°
6,7-dihidro-7-hidroksilinalol 7,52 74° 6,3°
8-hidroksilinalol 20,4° 22,6° 21,02
alfa-terpineol cvjetno, slatko 9,6°? 8,6? 8,52
beta-farnesen 2,92 3,12 3,02
cis-linalol oksid, fur. cvjetno 1,12 0,5° 0,5°b
Citronelol cvjetno, ruze 14,82 82" 8,0°
Dihidriaktinidiolid 082 1,02 092
Farnesol 22,42 15,0°¢ 18,0°
Geraniol citrusi 11,62 11,22 11,62
Geranil acetat dim, slatko, medicinalno 3,22 3,12 3,22
Hotrienol svjeze, cvjetno, vo¢no 16,12 7,7° 6,9°
Linalol citrusi, cvjetno, slatko 52,0° 48,22 45,02
Linalol oksid piran cvjetno 3,9°b 4,4 46°
Neral 3,00 9,02 3,7°
Neroli¢na kiselina 3,12 2,7° 2,92
Nerol ruze, vo¢no, cvjetno 3,22 2,82 2,22
Nerolidol :jli\z/i jabuke, zeleno, masno, 09° 07° 08°
Terpendiol | 0,9° 03° 1,0°
Terpendiol Il 38,32 37,52 33,2°
Terpinen-4-ol 17,22 2,1b 0,9°
Tetrahidrolinalol 3,72 50° 232
2,6-dimetil-3,7-oktadien-2,6-diol 10,02 8,62 8,62
2,6-dimetil-7-okten-2,6-diol 7,02 5,92® 4,5°
)3 254,8° 216,27 197,9°
Norizoprenoidi/ Norisoprenoids

alfa-ionon 0,22 022 022
beta-ionon ljubica, cvjetni, slatki 0,12 0,12 0,0°®
beta-damaskenon slatki,vo¢ni, cvjetni, med 6,1° 6,6 6,0°
TDN petrolej, kerozin 042 0,32 0,2°
)3 6,8 7,1° 6,4"
Laktoni/ Lactones

delta-dekalakton 36a 3,52 3,42
gama-butirolakton kokos, karamela 346,92 408,6° 404,0°
gama-dekalakton breskva, vocni 1,2¢ 2,8° 962
gama-heksalakton 2,52 2,92 2,3b
gama-nonalakton kokos, breskva 13,92 16,62 12,0°
gama-oktalakton 0,8° 09:° 1,0°
gama-undekalakton marelica, breskva 042 04°? 042
)3 369,4° 435,6° 432,6°
Esteri/ Esters

2-feniletil acetat ruza, med, duhan 27,2° 25,52 10,1°
Dietil sukcinat prezrelo, dozrelo 125,9 % 151,62 103,9°
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Spoj/ Compounds (pg/L) Deskriptori/Descriptors Sc. Td. + Sc. Lt. + Sc.
Dimetil malat 35,22 33,8° 32,3°
Etil butanoat ananas, jabuka 722,0° 853,42 736,3°
Etil dekanoat cvjetni 485,6° 389,62 452,27
Etil furoat liepilo, boja 6,2° 542 532
Etil heksadekanoat 1593,0° 1827,9° 1542,1°
Etil laktat maslac 426,3° 483,42 4494
Etil linoleat 0,12 0,52 0,52
Etil oktanoat slatko, cvjetno, vo¢no, kruska 2011,52 1911,52 1934,6°
Metil vanilat 14,92 13,3° 124°
Etil-2-hidroksi-3-metilbutanoat 082 1,32 09°
Etil-3-hidroksibutanoat grozde, vocni karamela, 31,7° 25,0° 17,7°¢
przeno
Etil-3-hidroksiheksanoat guma 572 572 442
Etil-3-mtilbutanoat vocéni, ananas 572 342 2,62
Heksil acetat 310,0° 201,0° 171,8°
1zoamil acetat banana 6782,1° 5436,5° 4512,8°
I1zobutil acetat jabuka, banana 170,82 160,6 * 131,42
Metil heksadekanoat 2,5° 3,02 342
Metil heksanoat 6,02 7,02 552
Metil ester geranijske kiseline 3,22 3,82 3,22
)3 12766,4° 11543,0° 10132,72
Masne kiseline/ Fatty acids
2-metilpropioni¢na kiselina 496,2 ° 1093,8° 553,4b
Butanska kiselina balzami¢no, masno 1086,3 2 512,8° 121,12
Dekanska kiselina balzami¢no, kremasto 2765,52 2393,0? 2579,02
Heptanska kiselina Slatkasto 56° 6,9° 6,7°
Heksanska kiselina kremasto, masno 3965,5° 4316,6° 3994,5°
Izovalerijanska kiselina slatki, balzami¢no 3,72 5,22 472
Oktanska kiselina balzami¢no, masno 5094,12 4994,7 2 4955,0°
Propanoicna kiselina balzami¢no, masno 44,92 3,5¢ 24,3°
)3 13461,82 13326,5¢ 13238,7°
Ostali alkoholi / Other alcohols
1,4-butandiol 0,32 0,42 01°
2-etil-1-heksanol 1,22 0,8°b 04¢
3-etoksi-1-propanol prezrela kruska 115,0° 74,2° 21,7¢
4-metil-1-pentanol badem, przeno 17,02 13,0° 13,5°
Benzilalkohol dimljeno, przeno 10,42 10,52 8,02
2,3-butandiol maslac, kremasto 0,5°b 1,2 232
)3 144,42 100,0 2® 46,0°

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae; Lt+Sc.=
Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae;

Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti (n=3) Razli¢ita slova u superskriptu (a,b,c) predstavljaju si-
gnifikantnu razlicitost pri p<0,05.
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Senzorna analiza

Prosjek rezultata deskriptivne metode ocjenjivanja (boja, miris, okus) prikazan je u Grafu 1.,
a metode redoslijeda u Tablici 5., pri ¢emu je 1 oznaka najboljeg vina u nizu. Boja svih uzoraka
bila je slicne kakvoce i nijanse. U uzorku vina Sc. vodeno-zuta nijansa je nesto intenzivnija nego
kod vina Td.+Sc. i Lt.+Sc. gdje su izraZenije Zuto-zelene nijanse (Graf 1.).

Iz Grafa 2. uocljiv je intenzivniji cvjetni miris i miris zacinskog bilja u vinu Sc., a u vinu Lt.+Sc.
intenzivniji vo¢ni mirisi. Malvazija Lt.+Sc. pokazala se harmonicnijom i boljeg tijela nego preo-
stali uzorci (Graf 3.) Rezultati metode redoslijeda prikazani su u Tablici 5. gdje se vidi da je ve-
¢ina ocjenjivaca odabralo ‘Malvaziju” Td.+Sc. kao najbolje vino (najmaniji zbroj bodova), a kao
sljedece vino odabrana je ‘Malvazija“ Lt.+Sc., bez obzira $to su mirisi i boja kod vina Malvazija
Sc. bili intenzivniji i bolje ocijenjeni prilikom evaluacije deskriptivnom metodom

Sc. Td.+Sc. Lt.+Sc.

Vodeno Zuta/Watery yellow

Kakvoca/Quality Zuto zelena/Yellow-green

oRrNwWhU

Zeleni odsjaj/Green gleam Limun zuta/Lemon yellow:

Jantarni odsjaj/Amber

gleam Zuto slamnata/Straw¥ellow

Graf 1. Ocjena boje vina ‘Malvazija istarska’, 2019.
Graph 1. Wine color evaluation of Malvazija istarska, 2019.

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae;
Lt.+Sc.= Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae;

Sc. Td.+Sc. Lt.+Sc.

Cvijetni/Flower

Ostalo/Other Voéni/Fruit

oRrNWhAU

Biljni/Vegetal Prosuseno voce/Dey.fruits

Aromati¢no bilje/Aromatic

plants Ora3asto vocée/Nuts

Graf 2. Ocjena mirisa vina "Malvazija istarska’, 2019.
Graph 2. Wine odor evaluation of Malvazija istarska, 2019.

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae;
Lt.+Sc.= Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae;

64



Glasnik zastite bilja 4/2021.

Sc. Td.+Sc. Lt.+Sc.

Kakvocéa/Quality
5

4
Aftertaste 3 Kiselina/Acidity
2
1
0
Harmoni¢nost/Harmonic Goréina/Bitterness
Tijelo/Body Astrigencija/Astrigency

Graf 3. Ocjena okusa vina ‘Malvazija istarska’, 2019.
Graph 3. Wine taste evaluation of Malvazija istarska, 2019.

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae;
Lt.+Sc.= Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae;

Tablica 4. Rezultati ocjenjivanja vina "Malvazija istarska” 2019. metodom redoslijeda.
Table 4. Results of ranking method evaluation of Malvazija istarska wines, vintage 2019.

Ocjenjiva¢/Panelist Sc. Td.+Sc. Lt.+Sc.
| 3 1 2
Il 2 1 3
11l 3 1 2
v 1 3 2
Vv 2 3 1
)3 11 o* 10

Sc.=Saccharomyces cerevisiae; Td.+Sc.= Torulaspora delbrueckii+Saccharomyces cerevisiae;
Lt.+Sc.= Lachancea thermotolerans+ Saccharomyces cerevisiae; *=najbolje ocijenjen uzorak
vina /the best rated wine sample.

Zakljucak

Na temelju provedenog istrazivanja u proizvodnji vina ‘Malvazija istarska” moze se za-
kljuciti kako su sekvencijalne fermentacije s ne-Saccharomyces kvascima ocekivano utjecale
na promjenu koncentracija etanola, dok znacajna promjena ukupne kiselosti nije uo¢ena. T.
delbrueckii, zbog izrazite glukofilnosti nije fermentirao znatne kolicine fruktoze zbog c¢ega je-
dino vino Td.+Sc. nije u kategoriji suhog vina, sto ukazuje na bolje fermentativne sposobno-
sti ostalih sojeva i kombinacija u pokusu. Potvrdena je sinteza mlijecne kiseline od strane L.
thermotolerans sto je utjecalo na smanjenje pH vrijednosti. Sva vina imala su visoki ‘pinking”
potencijal sto ukazuje na osjetljivost sorte te potrebu za preventivnim tretmanom s PVPP-om
ili hiperoksidacijom mosta. Analize aromatskog profila ukazuju na razlike izmedu tretmana.
Sekvencijalna fermentacija utjecala je na visu koncentraciju laktona i hlapljivih fenola, te nori-
zoprenoida kod vina Td.+Sc. Temeljem rezultata senzorne analize, sekvencijalna fermentacija s
ne-Saccharomyces kvascima pozitivno je utjecala na ukupni dojam, ¢ineci vina kompleksnijim
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i drugacijim od vina dobivenog fermentacijom s kvascem S. cerevisae. Istrazivanja je potrebno
nastaviti i provesti na industrijskoj razini u ve¢im tankovima s mogu¢nosc¢u kontrole uvjeta
zbog pouzdanijih rezultata.
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Original scientific paper

Influence of sequential fermentation with Lachancea thermotelerans
and Torulaspora delbrueckii yeast on chemical composition of Malvasia
Istriana wines

Abstract

As we face drastic climate change, new methods are being sought in the technology of wine production,
especially in production of white wines, in order to preserve the primary aromas and achieve the desired
balance of alcohols and acids. As a potential solution the use of non-Saccharomyces yeasts whose
metabolism differs from Saccharomyces yeasts is suggested. In this study the influence of sequential
inoculation of Torulospora delbriueckii and Lahancea thermotolerans with Saccharomyces cerevisiae on
Malvasia istriana wine was studied and analyzed. Malvasia Istriana is the second most widespread white
grape variety in Croatia and thus one of the most economically important varieties. The study included
inoculations of must with non-Saccharomyces yeasts, and 48 h later with S. cerevisae QA23 strain and
fermentation exclusively with S. cerevisae QA23. Non-Saccharomyces yeasts contributed to lower ethanol
concentration, especially T. delbrueckii which in co-culture with S. cerevisae was not able to ferment
a significant amount of fructose and L. theromotolernas by converting sugar to lactic acid. Although
differences within the aromatic profile were observed, none of the non-Saccharomyces strains significantly
affected the overall wine aroma. Although the aroma, color and color intensity were best evaluated in the
sample produced with the S. cerevisiae strain, the best ranked wine was Malvasia T. delbrueckii/S. cerevisiae.
Keywords: aromatic compounds, lactic acid, non-Saccharomyces, Malvasia Istriana, yeast
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