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SPREMNA BESEDA UREDNIC

Spostovane Studentke in Studenti vinarstva,

s ponosom vam predstavljamo ucbenik, ki je plod skupnega dela sodelavcev Centra za raziskave vina ter
Fakultete za vinogradni$tvo in vinarstvo, pa tudi vas, nasih $tudentov. U¢benik je zasnovan kot sodoben
ucni pripomocdek, ki temelji na najnovejsih znanstvenoraziskovalnih in strokovnih dognanjih, hkrati pa se
opira na prakti¢ne izku$nje, ki jih imamo kot uditelji, raziskovalci, in tudi pridelovalci vina, saj so nekateri
izmed nas aktivni vinogradniki in vinarji. Vse nas druzi Zelja, da vam pokazemo, kako zanimiva je znanost,
ki se skriva za kozarcem vina, in kaj vse preu¢ujemo raziskovalci, da bi izboljsali znanje in pridelavo vina.
Nasa poglavja so osredotocena na razli¢na podrodja, vsa pa bodo lahko v pomo¢ $tudentom vinarstva pri
Studiju razli¢nih, a z vinarstvom povezanih predmetov.

Nasa fakulteta in raziskovalni center si Ze dve desetletji prizadevata krepiti znanje in inovativnost na
podro¢ju vinarstva in vinogradniStva. Obe panogi sta tesno povezani z identiteto in gospodarstvom
Slovenije. Slovenska vina, ki slovijo po svoji kakovosti in edinstvenosti, so rezultat trdega dela in tradicije,
pa tudi modrega sledenja znanstvenemu napredku. Razvoj na tem podrodju je hiter, morda $e hitrejsi kot
pri drugih kmetijskih panogah. Zato je klju¢no, da $tudentom omogoc¢imo dostop do najnovejsih spoznanj
ter jih opremimo s kompetencami, ki bodo lahko prispevale k nadaljnjemu razvoju in spostovanju tega
pomembnega podrodja.

V u¢beniku boste nasli poglavja, ki obravnavajo nekatere klju¢ne teme za vase strokovno izobrazevanje
— od tehnoloskih postopkov pridelave vina do analiz kemijske sestave grozdja in vin ter zagotavljanja
kakovosti. Poseben poudarek smo namenili aktualnim izzivom, s katerimi se srecujejo vinogradniki in
vinarji. Zato verjamemo, da bo ta u¢benik ve¢ kot le pripomocek za $tudij - Zelimo, da postane vir navdiha
in znanja, ki vas bo spremljal na vasi poklicni poti. Naj bo tudi dokaz, da znanje, pridobljeno v sodelovanju
med Studenti, profesorji in raziskovalci, ne ostaja le v uéilnicah in znanstvenih revijah, temve¢ ima cilj in
moc¢ oblikovanja prihodnosti vinarstva v Sloveniji.

Zelimo vam vse dobro pri $tudiju in vas spodbujamo, da z radovednostjo, vztrajnostjo in strastjo stopate
po poti, ki ste jo izbrali. Vsak od vas in vsi skupaj lahko prispevamo k razvoju slovenskega vinarstva in s tem

tudi k prepoznavnosti nase deZele kot pomembne vinske dezele v svetu.

Branka Mozeti¢ Vodopivec in Melita Sternad Lemut
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DOLOCANJE GLAVNIH METABOLITOV V
(BREZ)ALKOHOLNIH PIJACAH

Mitja Martelanc

Center za raziskave vina, Fakulteta za vinogradnistvo in vinarstvo, Univerza v Novi Gorici, Glavni trg 8,
Vipava

mitja.martelanc@ung.si

Uvod

Sladkorji in organske kisline kot esencialni primarni metaboliti so klju¢ni pri razvoju jagod vinske trte in
jabolk, pa tudi pri proizvodnji soka, vina in ciderja, kjer se s fermentacijo sladkorji pretvarjajo v etanol.
Tako so poleg vrednosti pH ter prostega in skupnega zvepla sladkorji, organske kisline in etanol klju¢ni
kemijski parametri, ki se jih dolo¢a v procesih kontrole kakovosti od pridelave grozdja in jabolk do soka,
vina in ciderja, saj pomembno vplivajo na organolepti¢ne lastnosti, mikrobiolosko in kemi¢no stabilnost
(brez)alkoholnih pija¢ in kot taki prispevajo k splosni kakovosti (brez)alkoholnih pija¢. Zato je proces
fermentacije po svoji naravi najbolj kriti¢en korak v proizvodnji alkoholnih pijaé. Pri fermentaciji je bistvena
hitra in natan¢na doloditev organskih kislin, etanola in sladkorjev z minimalno pripravo vzorca. Hitra,
natan¢na in to¢na analitika tovrstnih vzorcev je Se posebej potrebna na raziskovalnem podrodju, ko se
mikrofermentacije izvajajo v velikem obsegu in se med poskusi analizirajo le majhne koli¢ine velikega $tevila
vzorcev. Poleg tega je jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija zelo pomemben korak v proizvodnji vina in
ciderja, zato jo je treba nadzorovati. Pri tem mora biti pretvorba jabol¢ne kisline v mle¢no izvedena hitro in
kvantitativno oziroma jo je treba celo zaustaviti pri dolo¢eni ravni mle¢ne in jabol¢ne kisline.

Sklopljene kromatografske tehnike (shemati¢no prikazano na Sliki 1), ki zdruZzujejo locevanje s
tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC), sklopljeno z ultravijoliécnim (UV) detektorjem in
detektorjem lomnega koli¢nika (RI), omogocajo avtomatizirano, zanesljivo, robustno, hitro in natan¢no
doloc¢anje glavnih sladkorjev, organskih kislin in etanola v pija¢ah (Riccardo, 2008). Poleg tega je potrebna

minimalna priprava vzorca, in sicer filtracija skozi 0,45-pum filter brez kakrsne koli predhodne derivatizacije.
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Na Sliki 2 je prikazan pravi sistem HPLC-UV/RI, ki je v Centru za raziskave vina Univerze v Novi Gorici,

z oznacenimi komponentami.

Mobilna faza Avttématlslf:( HPLE kolong Slika 1. Shematski
vzorcevaini prikaz sistema
HPLC érpalka UV detektor Rl detektor

HPLC-UV/RI (vir:
Martelanc, 2025).

Racunalnik
(analiza podatkov iz
HPLC-UV/RI kromatograma)

Slika 2. Sistem
HPLC-UV/RI v
Centru za
raziskave vina (vir:
Martelanc, 2025).

UV detektor i
Rézervoaiji
~zato ila

Avtomatski : =
vzoréeyalnik ' —--Rdcunalpik_—
(zajemanje in
HPLC érpalka ' : = analiza podatkav)

Analiza sladkorjev

Sladkorje, predvsem glukozo, fruktozo in saharozo, lahko hitro in to¢no dolo¢imo v sokovih in alkoholnih
pijacah s kolonami HPLC na osnovi hidrofilne interakcijske tekocinske kromatografije (HILIC) brez

predpriprave vzorca v kombinaciji z detektorjem na lomni koli¢nik (RI). Kolona HILIC omogoca ustrezno
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zadrZevanje in selektivnost lo¢evanja med polarnimi analiti, kot so fruktoza, glukoza in saharoza kot glavni
sladkorji v pijacah. Primer modifikacije silikagelne kolone HILIC s poliamidnimi/aminskimi

funkcionalnimi skupinami je prikazan na Sliki 3 (Buszewski in Noga, 2012).

Slika 3.
Modificirana
kolona HILIC s
poliamidnimi/
aminskimi
verigami,
vezanimi na

stacionarno fazo v
obliki sferi¢nih
delcev (modre
krogle), ki so
polnjeni v koloni
HILIC za loCevanje
sladkorjev (vir:
Martelanc, 2025).

HILIC kolona

Primer uspesnega locevanja in kvantifikacije je uporaba termostatirane kolone HILIC pri 30 °C z
dimenzijami 150 mm x 4,6 mm in velikostjo delcev 3 um (Dvsthus in sod., 2024; Cesnik in sod., 2023).
Hitrost pretoka mobilne faze, ki jo sestavlja mesanica topil acetonitrila in vode (75 : 25, v/v), je 0,9 mL/min.
Detekcija in kvantifikacija spojin poteka z RI detektorjem. Slika 4 prikazuje HPLC-RID lo¢bo fruktoze,
glukoze in saharoze v vzorcu vina sorte pinela. Glukoza (0,2 g/L) je v tem vzorcu prisotna v sledeh, medtem
ko je vsebnost fruktoze vedja (1,5 g/L). Glede na to, da ima ta metoda nizko mejo zaznave in mejo doloc¢anja

(0,01 g/L oziroma 0,03 g/L), je bilo mozno ovrednotiti tudi sledi saharoze v koncentraciji okoli 0,2 g/L.
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Signal na osnovilomnega koli¢nika

Kolone HPLC na osnhovi polimernega nosilca

HPLC-RI
HILIC kolona
Vino Pinela
Fruktoza
|
Glukoza Saharoza
/ {
4 B 5 6 - 8 i
Cas (min)
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Slika 4. Analiza
vzorca vina pinela
s kolono HILIC na
sistemu
HPLC-RID (vir:
Martelanc, 2025).

Kolone HPLC na osnovi polimerne stacionarne faze lahko hkrati omogocajo ve¢ mehanizmov lo¢evanja, in

sicer prek ionske izmenjave, izkljucitve, hidrofobnih interakcij, vodikove vezi in 7-w interakcij, ter delovanje

v $irSem obmodju pH-ja (1-14). Na Sliki 5 sta prikazana dva od mehanizmov (Nguyen, 2022). Te kolone

omogocajo socasno doloc¢anje organskih kislin, sladkorjev in alkoholov. Kljub temu da tak$ne kolone

HPLC zagotavljajo dolo¢anje omenjenih spojin, imajo nekaj slabosti, in sicer nepopolno lo¢bo oziroma

interference med citronsko kislino in vinsko kislino, vinsko kislino in glukozo ter med jabol¢no kislino in

fruktozo, kot je prikazano na Sliki 6. Te omejitve lo¢evanja zmanjsajo uporabo taksnih kolon, saj so sladkorji

in glavne organske kisline v mostu, vinu in jabol¢niku najpomembnejsi parametri kontrole kakovosti. Po

drugi strani je mogoce natan¢no doloditi etanol, metanol, glicerol, jantarno kislino (sukcinska kislina),

piruvi¢no kislino in ocetno kislino — s kombiniranjem takih zmoznosti lo¢evanja z UV in RI detektorji.
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, Slika 5. Kolone
Molekule razliénih HP!_C na osnovi
velikosti pollmerne
stacionarne faze s

f prikazom

\ hkratnega
loCevanja na
osnovi

Velike  Srednje Majhne iZkUUEitvene“
- »  kromatografije
Cas eluclie (glede na velikost

molekul) in ionske

Molekule z raliénim lzmenjave (VII’I
negativnim nabojem Martelanc, 2025).

)

Majhen Sredenji Velik

Cas elucije
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Slika 6. HPLC-UV/

- HPLC-UV Vinska kislina Rl lo¢ba organskih

'é“ kislin in sladkorjev
= - na osnovi
S polimerne
~ i Citronska kislina o stacionarne faze z
~ Fruktoza/Jabol¢nakislina ved mehanizmi
E hkratnega
CE Sukcinskakislina locevanja (vir:
2 Martelanc, 2025).
S -
W
Z J N
< | .
5 7 9 11 13 15 17
- HPLC-RI Fruktoza/Jaboléna kislina
| Glukoza
-E I . )
J_Ei | Vinska kislina
° |
< \
g
E ! Citronska kislina Sukcinskakislina
of N
5 7 9 11 13 15 17

Hkrathno  dolocanje  glavnih  organskih  spojin z
reverznofaznim sistemom HPLC-UV-RID

Kolone HPLC z reverzno fazo (C18) so najbolj vsestranske in najpogosteje uporabljene kolone v analiznih
laboratorijih - zaradi vzdrzljivosti, visokih zmogljivosti lo¢evanja in moznosti uporabe v Stevilnih
aplikacijah. Tako je tukaj predstavljena preprosta, to¢na in uc¢inkovita metoda za socasno kvantifikacijo
organskih kislin (vinska, jabol¢na, mle¢na, ocetna in citronska kislina), sladkorjev (glukoza + fruktoza) in
etanola z uporabo dveh kolon na osnovi reverzne faze, povezanih z UV/RI detekcijo. Da bi dosegli ustrezno
zadrZevanje visokopolarnih spojin, kot so sladkorji in organske kisline, se kot mobilna faza uporablja
vodna raztopina H2SO4. Za uspesno locitev med vsemi merjenimi spojinami se uporabita dve razli¢ni
reverznofazni koloni, ki sta vezani zaporedno (Slika 7), in sicer stacionarni fazi na osnovi pentafluorofenilne
(PFP) funkcionalne skupine v kombinaciji s polnilom C18 (oktadecilna linearna veriga nasicenega
ogljikovodika) (Dvsthus in sod., 2024).
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F & Slika 7 Zaporedno
o o vezani koloni
S W HPLC - PFP in C18

(vir: Martelanc,
2025).

HPLC kolona na osnovi PFP faze HPLC kolona na osnovi C18 faze

Dolocanje vinske, jabol¢ne, mle¢ne, ocetne in citronske kisline, sladkorjev (glukoza + fruktoza) in etanola
poteka na dveh kolonah HPLC, ki sta zaporedno vezani skupaj: Kinetex PFP (dimenzije 100 x 4,6 mm z
velikostjo delcev 2,6 pm) s predkolono (dolZine S mm in @ 4,6 mm, velikost delcev 2,6 um) in C18 Kinetex
EVO (dimenzije 250 x 4,6 mm z velikostjo delcev 5 pm). Volumen vbrizga je 4 uL, mobilna faza je 5-mM
vodna raztopina H2S04, hitrost pretoka 0,7 mL/min.

Kot je prikazano na Sliki 8, je HPLC-UV/RI analiza standardne raztopine mesanice omenjenih sedmih
spojin narejena v 8 minutah, medtem ko Slika 9 prikazuje HPLC-UV/RI analizo sedmih spojin v mostu,
mostu v fermentaciji, vinu, jabol¢nem soku in ciderju pred jabol¢no-mle¢nokislinsko fermentacijo in po

njej. Ocetne kisline nismo zaznali, saj je bila njena koncentracija v vzorcih pod 0,2 g/L.

nRILl =

80000 Slika 8. HPLC-UV/
70000 HPLC-RI 6 Rl locbain
80000 detekcija
50000~ standardne
40000 1 raztopine
30000-% sladkorjev (1 -
20000= 2 glukoza +
E fruktoza), vinske
10000— )
E 3 4 7 kisline (2),
- e ——————————— _jabolCne kisline
< = B 8 (3), mle¢ne kisline
Pl 2 (4), ocetne kisline
HPLC-UV (5), etanola (6) in
=2 citronske kisline
» (7) na osnovi
60~ HPLC stacionarnih
: 4 faz PFPin C18
= (vir: Martelanc,
. 7 2025).
: 1/ 3 5 j\
0—_ A—J A —
o 2 & & &

Cas (min)
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100000
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100000
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50000~
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Slika 9. HPLC-UV/
Rl analiza mosta,
mosta v
fermentadiji in
vina sorte grozdja
Vitis vinifera L.
pinela
(kromatogramina
levi strani) ter
jabolcnega soka in
jabol¢nega vina -
ciderja pred
malolakti¢no
fermentacijo in po
njej (vir:
Martelanc, 2025).
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Primer uporabe metode

Dolocanje koncentracij merjenih kemijskih parametrov v
realnih vzorcih

Pri metodah HPLC-UV/RI imamo opravka z instrumentalno tehniko, pri cemer je izmerjeni signal
(ploscina kromatografskega vrha) na UV in RI detektorju odvisen od koncentracije merjenega
analita (Slika 10). Oba detektorja je treba umeriti, pri ¢emer so uporabljene metode umerjanja
pri instrumentalni analizi vecinoma relativne. Pri postopku umerjanja (kalibracije) ugotovimo
zvezo med merjenim signalom (absorbanca analita pri UV detektorju in odklon svetlobe pri
RI detektorju, v obeh primerih izrazena kot ploScina kromatografskega vrha) in dejansko
koncentracijo analita (Skoog et al., 1999). Pri tehniki HPLC je najuporabnejsa metoda eksternega
standarda, pri cemer za raztopine znanih koncentracij analita izmerimo intenziteto signala na
detektorju. Najveckrat pri tem dobimo linearno zvezo med signalom in koncentracijo (premico) z
Enacbo 1.

y =kxx+n (Enacba 1)

y - plos¢ina kromatografskega vrha
k — naklon premice

x — koncentracija analita

n-odsek na osiy

Metoda standardnega dodatka se uporablja tudi za dolocanje vsebnosti analitov, vendar to
zahteva veliko vec dela in analiz za posamezen vzorec. Metoda standardnega dodatka se
vecinoma uporablja za izracun izkoristka metode, saj doloCimo tocnost analizne metode za vsak
posamezni analit v vzorcu.

Umeritveno krivuljo dobimo tako, da analiziramo standardne raztopine analita, ki vsebujejo
razlicne znane koncentracije analita v ustreznem koncentracijskem razponu (Slika 10B), pri cemer
mora UV detektor dati linearen odziv (Slika 11). Nekatere vzorce je treba pred meritvijo ustrezno
razredciti (ali primerno skoncentrirati), tako da je koncentracija komponente, ki jo dolocamo, v
koncentracijskem obmodju umeritvene krivulje. Nato doloc¢imo ploscino kromatografskega vrha
iz HPLC-UV kromatograma vzorca za izbrani analit, kot kaze Slika 11. To ploScino vstavimo v
Enacbo 1in izracunamo koncentracijo analita: x = (y - n) / k.

Pri metodi standardnega dodatka dodamo raztopini vzorca znano koli¢ino merjenega analita.
Vzorec in vzorec z dodatkom analita anliziramo tako, da doloc¢imo koncentracijo merjenega
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1.0 g/L (446)

0.5 g/L (224)
0.25 g/L (108)

Vzorec vina: Modra frankinja ? & Kalibracijska krivulja - Vinska kislina
Retencijski ¢as: 6.0 min ‘V"

® Plo§¢ina

kromatografskega vrha: 1829

Vinska kislina: g/l «+——

2,00 3,00 4,00
Koncentracija (g/L)

52
£
8 5
EE
£
g
<
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Povzetek

Namenska kolona HPLC za ciljno analizo (npr. pri analizi sladkorja z uporabo stacionarnih faz HILIC)
omogoca hitro in zelo to¢no dolodanje fruktoze, glukoze in saharoze v katerem koli homogenem teko¢em
vzorcu mosta, vina ali ciderja. Kolona HPLC na osnovi polimerne stacionarne faze (ve¢ razli¢nih
mehanizmov hkratnega lo¢evanja) omogoca tudi hitro in so¢asno analizo ve¢ spojin v eni analizi (sladkorj,
alkoholi in organske kisline), vendar pa je to¢nost doloc¢anja sladkorjev in nekaterih organskih kislin slaba.
Po drugi strani je mogoce natanéno dolo¢iti metanol, etanol, glicerol, ocetno, jantarno in piruvi¢no kislino,
medtem ko teh spojin ni mogoce dolo¢iti z omenjeno kolono HILIC. Kompromis med visoko to¢nostjo
in $tevilom parametrov za nadzor kakovosti, ki jih je mogoce dolo¢iti hkrati, je mogoce doseci z dvema
zaporedno vezanima kolonama na osnovi reverzne faze. Zato je reverznofazni sistem HPLC-UV/RI Se
posebej uporaben za hitro, preprosto in to¢no dolo¢anje glavnih kemijskih parametrov pri spremljanju

alkoholnih in malolakti¢nih fermentacij.
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Uvod

S kemijskega vidika je vino kompleksna matrica, sestavljena iz ogromnega $tevila razli¢nih hlapnih in
nehlapnih spojin, ki lahko vzbudijo zaznave razli¢nih odtenkov vonja in arome’ (Sdenz-Navajas in sod.,
2012). Njegova kompleksnost je odvisna od sorte, geografskega porekla, lastnosti vinograda,
vinogradniskih tehnik ter postopkov vinifikacije in zorjenja (Marin-San Romdn in sod., 2020; Ruiz in
sod., 2019; Sdenz-Navajas in sod., 2012). Vonj je ena od znacilnosti, ki pomembno odrazajo kakovost
vina, izraz vonja pa je povezan s hlapnimi organskimi spojinami (v nadaljevanju za to besedno zvezo
rabimo mednarodno uveljavljeno kratico VOC, angl. volatile organic compounds). V vinu je bilo do danes
prepoznanih ve¢ sto tak$nih spojin; med njimi so kemijske druZine, kot so terpeni, pirazini, tioli, laktoni,
visji alkoholi in estri, pa tudi druge vrste molekul, npr. hlapni fenoli.

Uvodoma je pomembno opozoriti, da se slovenska in tuja literatura ter praksa razlikujejo v razumevanju
terminov vonj in aroma. Razliko med njima opredeljuje tudi v slovenski jezik preveden standard ISO
5492:2008 » Senzoricna analiza — Slovar<. V njem je vonj definiran kot organolepticna lastnost, zaznavna
z vobalnim organom med vdibavanjem blapnib snovi. Aroma pa se zazna sele, ko vino vlijemo v ustno
votlino, kjer se zaradi visie telesne temperature hitro ogreje, to poveca blapnost aromaticnib spojin, dodatno

pa jo pospavz' mes?mje tekoline z jezz'kom. Aromatitne spojine torej soustvarjajo tako vonj kot aromo vina.

1. Aroma ali celokupni okus (angl. flavour): senzori¢ni vtis Zivila, ko ga imamo v ustih in ga praviloma pojasnjuje kombiniran u¢inek vohalnih in

okusalnih zaznav.



SESTAVA VINSKE AROME | 13

V nadaljevanju besedila bomo zaradi terminoloske poenostavitve uporabljali izraz vonj, razen kadar bo
potrebno razglikovange ali pri ustaljent terminologiji.

Clovek je sposoben zaznave velikega Stevila VOC v zelo majhnih koncentracijah. VOC zaznavamo z
vohalnim sistemom bodisi ortonazalno (skozi nos)” bodisi retronazalno (skozi usta)’ s posebnimi celi¢nimi
receptorji. Da jih je mogoce zaznati, morajo imeti spojine dolocene lastnosti, kot so visok parni tlak, delna
topnost v vodi, lipofilnost in nizka molekulska masa (Genovese in sod., 2009). Prav tako morajo biti
prisotne vsaj v najman;si koncentraciji, pri kateri jih je Se mogoce zaznati. Ta raven, t. i. prag zaznave,4 je
odvisna od vinske matrice ter se lahko mo¢no razlikuje med posameznimi spojinami. Razmerje med
koncentracijo in vrednostjo praga zaznave se imenuje vrednost aktivnosti vonja (angl. Odour Activity
Value — OAV) in se pogosto uporablja kot pokazatelj aromatiénega potenciala hlapnih spojin. Ceprav
je ta pristop ustrezen pri enostavnih matricah, je njegova uporabnost pri kompleksnih matricah, kot je
vino, omejena zaradi pomembnih kemi¢nih in senzori¢nih interakcij, opisanih v nadaljevanju. Po drugi
strani pa vse hlapne spojine ne prispevajo enako k aromati¢ni sestavi vina, niti niso prisotne v enakih
koncentracijah. Tako lahko nekatere spojine, prisotne v vinu le v sledovih (ng/L ali celo pg/L), prispevajo
ve¢ kot druge v obmo¢ju mg/L (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Zaznavanje vonja sicer $e ni povsem
pojasnjeno. Analize VOC v vinu so pokazale, da so aromati¢ne spojine in njihovi predhodniki (v uporabi
je tudi izraz prekurzorji) skupni vsem sortam grozdja, vendar se njihove koncentracije in razmerja med
njimi v vinih razlikujejo, kar povzroca razli¢ne zaznave v razli¢nih posameznih vinih (Atanasova in sod.,
2005). Poleg tega se je izkazalo, da lahko tudi nekatere nehlapne spojine medsebojno u¢inkujejo in vplivajo
na zaznavo vonja (Sdenz-Navajas in sod., 2010). Prav tako lahko nekateri sinergijski uc¢inki med VOC
vplivajo na znacilnosti celotne matrice (Ruiz in sod., 2019). V kompleksni matrici, kot je vino, pa lahko
tudi nekatere spojine, ¢eprav prisotne pod njihovim pragom zaznave, vseeno prispevajo k celokupnemu
aromati¢nemu profilu vina (Atanasova in sod., 2005). Splosno gledano lahko $tevilne oblike kemi¢nih
in senzori¢nih interakcij povzrodajo kvalitativne senzori¢ne zaznave, povezane z velikimi aromati¢nimi
razlikami med vini (Atanasova in sod., 2005; Ruiz in sod., 2019).

Klasifikacija aromati¢nih spojin v vinu je odvisna od njihovega izvora oziroma od tega, kdaj se te spojine
tvorijo, pred ali med vinifikacijskim procesom. Tako lahko aromati¢ne spojine opredelimo kot sortne ali
primarne arome, ¢e nastanejo ze v grozdju. Fermentacijske ali sekundarne arome so spojine, ki obi¢ajno
nastanejo z delovanjem encimov mikroorganizmov, predvsem vinskih kvasovk (Saccharomyces cerevisiae)
med alkoholno fermentacijo (v nadaljevanju tudi AF) in nekaterih mle¢nokislinskih bakterij. Zorilne ali
terciarne arome pa nastajajo po fermentaciji, med zorjenjem oz. staranjem vina. Spro$¢anje in/ali biosinteza
novih spojin povzroc¢a spremembe vonja med vinifikacijo. Tudi po koncani vinifikaciji, med zorjenjem in

staranjem vina, lahko potekajo razli¢ne vrste reakcij. Zato vonj vina ni nekaj stati¢nega, temve¢ se lahko

2. Ortonazalno: vonj, zaznan neposredno z nosom.
3. Retronazalno: vonj, ki ga zaznamo v ustni votlini med Zve¢enjem oz. uZivanjem hrane (poZirek vina).

4. Prag zaznave: najmanj$a koncentracija spojine, pri kateri lahko vsaj 50 % posameznikov zazna razliko v vonjalnem draZljaju (Perry in Hayes,
2016).
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razvija s¢asoma, pri ¢emer je njegova zaznava pri potro$nikih odvisna od sestave vinske matrice. Naslednje

poglavje podrobneje obravnava nastanek in klasifikacijo spojin, povezanih z vonjem in aromo vina.

Primarne arome

Primarne oziroma sortne arome so povezane s spojinami, ki jih najdemo v grozdju in so lahko prisotne v
prosti ali vezani obliki kot njihovi predhodniki, ki so brez vonja (Ribéreau-Gayon in sod., 2017; Ruiz in
sod., 2019). Ti nehlapni predhodniki se med vinifikacijskim procesom lahko spremenijo v hlapno obliko
bodisi na ra¢un delovanja mikroorganizmov (kvasovk, mle¢nokislinskih bakterij) bodisi prek kemi¢nih
reakcij, ki jih omogoca vinski medij — glejte Poglavje 8 (Moreno-Arribas in Polo, 2009). V¢asih so primarne
arome povezane s kakovostjo vina oz. senzori¢no tipiko vina, saj lahko izraZajo edinstvenost posamezne
sorte. Tak$ni primeri so cvetliéne note pri sorti muskat, vonj paprike pri nekaterih sortah, kot je npr.
cabernet sauvignon, ali vonj popra pri sorti shiraz (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Skupina primarnih
arom vkljuuje razli¢ne kemijske druzine, med katerimi so npr. metoksipirazini, tioli, terpeni in

norizoprenoidi.

Metoksipirazini

Nekatera vina opisujemo z izrazom (deskriptorjem) “rastlinsko”, kar je pogosto povezano s prisotnostjo
metoksipirazinov (v nadaljevanju tudi MP) (Ruiz in sod., 2019). Ti so dusikovi heterocikli, ki nastajajo
pri metabolizmu aminokislin. Rastline biosintetizirajo metoksipirazine, da zas¢itijo dozorevajoce sadje
(grozdje) pred zauzitjem plenilcev. Vsebnost metoksipirazinov v vinih je odvisna od sorte, podnebja ter
lastnosti vinograda in vinogradniskih praks (tla, klon, koreninska podlaga, upravljanje listne stene vinske
trte). Prisotni so predvsem v vinih, pridelanih iz grozdja t. i. bordojskih sort, kot so sauvignon, cabernet
franc, cabernet sauvignon, merlot in $e nekaj drugih. Te spojine so mocni povzroditelji vonjev z zelo
nizkimi pragovi zaznave (Tabela 1). V vinih je najbolj zastopan 3—izobutil-2—metoksipirazin (IBMP) (1-30
ng/L). Vonj te spojine opisujemo kot vonj po zeleni papriki in grahu (Ribéreau-Gayon in sod., 2017;
Ruiz in sod., 2019). IBMP se tvori v grozdnih jagodah med zeleno fazo, njegova koncentracija pa se od
fenoloske faze véraison dalje zmanjsuje (Bindon in sod., 2014; Roujou De Boubée in sod., 2000). Obicajno
so metoksipirazini prisotni v grozdju in vinih v razponu koncentracije 2-30 ng/L (Lei in sod., 2018). Pri
nekaterih sortah, na primer cabernet sauvignon, lahko prisotnost teh spojin prispeva h kompleksnosti. Na
splo$no pa se obravnavajo kot negativne za kakovost vina, zlasti pri rde¢ih vinih (Ruiz in sod., 2019), in so

v prevelikih koncentracijah nezazelene pri potrosnikih.

Tioli

Spojine s tiolno funkcionalno skupino (-SH) imenujemo s skupnim imenom tioli in so obi¢ajno povezane
z napakami v vinu. Vendar pa lahko tioli, ki izhajajo iz grozdja, predstavljajo redke pozitivne izjeme, saj

so klju¢ni za aromati¢no sestavo, ki dolo¢a note tropskih sadeZev, kot so pasijonka, grenivka in gvava.
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Tovrstni vonji so zaznavni v nekaterih belih in rosé vinih in so dobro sprejeti med potro$niki (Iobbi in
sod., 2023; King in sod., 2011). Tioli se lahko v grozdju pojavljajo kot nearomati¢ni in nehlapni prekurzorji
(predhodniki), ki jih lahko kvasovke sprostijo med fermentacijo zaradi aktivnosti encimov B-liaz (Ruiz
in sod., 2019). Najpogosteje so prisotni kot S-konjugati s cisteinom. Poleg tega se pojavljajo $e v drugih
oblikah, kot so glutationski konjugati ali vezave s tripeptidi (Glu-Cys-Gly) ter dipeptidi (Cys-Gly oziroma
Glu-Cys) (Slika 1) (Ribéreau-Gayon in sod., 2017; Roland in sod., 2011. Ti prekurzorji izhajajo iz grozdja,
njihova koncentracija pa je vedja v kozici kot v mesu grozdne jagode. Po drugi strani se vsebnost in vrste teh
spojin razlikujejo glede na sorto; npr. vsebnosti so vecje pri sortah, kot je sauvignon (Roland in sod., 2011).

V rdecih in belih vinih je bilo do danes ugotovljenih in kvantificiranih ve¢ razliénih tiolov. Gre za
molekule z mo¢nim prispevkom k vonju vina. Med vsemi najdenimi molekulami so bili nekateri tioli, kot
so 4-merkapto-4-metil-2-pentanon (4MMP), 3-merkaptoheksil acetat (3MHA) in 3-merkapto-1-heksanol
(3MH), prepoznani kot molekule v 0zadju mo¢nih sortnih znacajev. Posebej pomembni so za aromati¢no
tipi¢nost vin, pridelanih iz grozdja sorte sauvignon, lahko pa prispevajo tudi k sortni aromi vin iz drugih
sort in specifi¢nih regij (Schlich in sod., 2015). V francoskih in novozelandskih vinih iz grozdja sorte
sauvignon se koncentracije gibljejo od 4 do 40 ng/L za 4MMP, od 26 do 18.000 ng/L za 3MH ter do 2.500
ng/L za 3MHA. Te vrednosti so precej nad pragom zaznave (Tabela 1). Na vsebnost in ohranitev tiolov med
vinifikacijskim procesom lahko vplivajo razni dejavniki, kot so ustrezna izbira kvasovk, visja fermentacijska
temperatura, ki lahko poveca njihove koncentracije, ter dodatek SO,, ki pomaga pri njihovem ohranjanju
skozi ¢as (Coetzee in du Toit, 2012).

prokurzorji cisteinirani prokurzorji glutationirani prokurzorji pot (E)-2-heksenala Slika 1. Pred|agana
HO NH, biogeneza 4MMP,
HUMN” 0 3MH in 3MHA
)j/ j/Y (povzeto po
2 o Roland in sod.,
/Vi\/\ Py 2071). Ustvarjeno
v BioRender.
? cistein-3MH G3MH /\/V\\() Martin, D (2025)
OH NH, samo za SMH https://BioRender.

grozdje ”(, com/bru4ir.
kvasovke m CAMME

' sortni tioli W W()
(sadno) < OH kvasovke
4AMMP

vino

Terpenoidi

Pri muskatnih sortah so terpenoidi prisotni v mesu in koZici grozdnih jagod tako v prosti obliki kot

vezani na sladkorje (glikozidi), obi¢ajno na disaharide (Ribereau-Gayon in sod., 1975). Pri drugih sortah
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so terpenoidi ve¢inoma (kot glikozidi) v jagodni koZici. V grozdju in vinu je Sirok spekter terpenoidov, ki
pa vsi izvirajo iz t. i. poti mevalonske kisline (Slika 2). Glede na $tevilo ogljikovih atomov jih delimo na
monoterpenoide (10 C), seskviterpenoide (15 C), diterpenoide (20 C) in triterpenoide (30 C) (Goodwin,
1964; Ruiz in sod., 2019). Monoterpenoidi v vinu vklju¢ujejo ogljikovodike, aldehide, alkohole, kisline in
estre (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). V vinih je bilo do danes dolo¢enih priblizno S0 razli¢nih aromati¢nih
spojin, ki izhajajo iz skupine monoterpenoidov, ve¢ina pa pomembno prispeva k citrusnim in cvetli¢nim
senzori¢nim zaznavam (Black in sod., 2015). Monoterpenoidi se lahko uporabijo tudi za dolocanje
nekaterih sort. Muskatne sorte na primer izstopajo s svojim prepoznavnim in izrazitim vonjem zaradi
bistveno vedjih koncentracij monoterpenoidov v primerjavi z drugimi sortami (Linsenmeier in sod., 2022;
Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Med njimi so v velikih koncentracijah, okoli 5 ppm, prisotni linalol,
geraniol, citral, citronelol, nerol in a-terpineol. Po drugi strani pa lahko terpenoidi pomembno prispevajo
tudi k vonju drugih, nemuskatnih sort, kot sta npr. renski rizling in di$e¢i traminec (Ruiz in sod., 2019).
Najbolj znacilni monoterpenoidi v vinih so linalol, (E)-hotrienol, citronelol, geraniol, nerol, (-)-cis-rose
oksid in a-terpineol, ki jih povezujemo predvsem s cvetli¢nimi, sadnimi in za¢imbnimi notami.

Pomembnost terpenoidov je potrjena tudi v aromati¢ni sestavi rdecih vin. Kot kaze, lahko spojine, kot
so 1,8-cineol, 1,4-cineol in drugi derivati p-mentana, prispevajo k svezim notam mete (mint), ¢rnega ribeza,
sena in suhih zeli$¢, tudi ¢e so prisotne v majhnih koncentracijah (Antalick in sod., 2015; Farifia in sod.,
2005; Poitou in sod., 2017; Slaghenaufi in sod., 2022). V razli¢nih rde¢ih vinih je bil ugotovljen tudi
seskviterpen rotundon, povezan z za¢imbnimi deskriptoriji, kot je “¢rni poper”.

Koncentracije terpenoidov v vinu so odvisne od Stevilnih dejavnikov, med drugim od tipa tal, podnebnih
razmer in vinogradniskih praks; pri nemuskatnih sortah se vrednosti gibljejo v razponu od ng/L do ug/L
(Black in sod., 2015; Carrau in sod., 2008; Yuan in sod., 2015). Med vinifikacijo pa se vsebnosti lahko
spreminjajo glede na sev kvasovk, vrednost pH medija, dolZino trajanja maceracije ter temperaturo po
trgatvi in med zorenjem, kar lahko privede bodisi do povecanja bodisi do zmanjsanja koncentracij teh
spojin — ve¢ o tem v osmem poglavju (Carrau in sod., 2008; Hjelmeland in Ebeler, 2015; Yuan in sod.,
2015). Med zorjenjem oz. staranjem vina so terpenoidi podvrzeni razli¢cnim kemi¢nim transformacijam,
kot so izomerizacija, zapiranje obroca (ciklizacija), hidratacija, dehidratacija in oksidacija (Cheynier in sod.,
2010). Aromati¢na spojina (aglikon) se iz svoje glikozidne oblike spros¢a z encimsko ali kemi¢no hidrolizo.
Med alkoholno in jaboléno-mle¢nokislinsko fermentacijo (MLAF) se nekatere od teh spojin spros¢ajo z -
glukozidazami, ki jih proizvajajo mikroorganizmi (Ruiz in sod., 2019). Med staranjem vina so zaznali tudi
kislinsko hidrolizo, pri kateri se terpenoidi lahko preuredijo in tvorijo nove aromati¢ne spojine (Slika 3)
(Black in sod., 2015; Carrau in sod., 2008; Farifia in sod., 2005).
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Slika 3. Hidratacija
limonena, ki vodi
do nastanka
a-terpineola, sledi
ciklizacija
trans-1,8-cineola v
1,8-cineol
(povzeto po
Carrau in sod.,
2008). Ustvarjeno
z BioRender.
Martin, D. (2025)
https://BioRender.
com/a3y4ksk.

Tako kot terpenoidi so tudi norizoprenoidi pomembni za $tevilne aromati¢ne profile vin, saj lahko

prispevajo razli¢ne note, od cvetli¢nih in sadnih do petrolejskih (Black in sod., 2015). Njihove koncentracije

v vinih se gibljejo v razponu od ng/L do ug/L. Nastajajo kot produkti bioloske razgradnje karotenoidov

(Slika 2). Norizoprenoidi lahko vsebujejo 9, 10, 11 ali 13 ogljikovih atomov, pri ¢emer so v grozdju

najpogostejsi C13-norizoprenoidi (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). V grozdju so njihovi nehlapni
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predhodniki prisotni v velikih koncentracijah kot glikozidi, njihova pretvorba v konéne aromati¢no aktivne
spojine pa naj bi potekala med procesom vinifikacije in staranjem v steklenici, in sicer s kislinsko katalizirano
reakcijo (Black in sod., 2015).

Po zaletku zorenja grozdja (post-véraison) zatne koncentracija karotenoidov upadati zaradi tvorbe
C13-podenot, ki se nato glikozilirajo. V grozdju je koncentracija nehlapnih predhodnikov ali glikozidov
C13-norizoprenoidov vedja kot koncentracija prostih hlapnih spojin (Black in sod., 2015; Mendes-Pinto,
2009). Iz predhodnikov jih med vinifikacijo pomaga sprostiti 3-glukozidazna encimska aktivnost kvasovk,
medtem ko jih kisla hidroliza med alkoholno fermentacijo in po njej obi¢ajno preuredi v aromati¢ne
norizoprenoide. Znano je, da abiotski dejavniki, kot so svetloba, temperatura in voda, vplivajo na
koncentracijo C13-norizoprenoidov. Vinogradniske prakse, kot je odstranjevanje listov, lahko vplivajo na
povecano tvorbo norizoprenoidov (Bubola in sod., 2020; Palai in sod., 2023; Zhu in sod., 2022).

Najpogostejsi C13-norizoprenoidi v vinih so 3-damascenon ter a- in -iononi. Pri tem so a- in B-
iononi bolj povezani s cvetliénimi deskriptorji (npr. vijolice) kot 3-damascenon (note kuhanega jabolka
in medu) (Ferreira in sod., 2000). Poleg tega nekateri izoprenoidi izkazujejo sinergijske uc¢inke z drugimi
vrstami spojin, kar tudi lahko vpliva na zaznavanje vonja. Prisotnost -damascenona, tudi v majhnih
koncentracijah, lahko v kombinaciji z drugimi spojinami okrepi sadni vonj jagodicevja (Escudero in sod.,
2007; Pineau in sod., 2007). V to druZino spada tudi TDN (1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen), ki ga
obicajno opisujemo kot vonj po kerozinu ali petroleju. Ta spojina prispeva predvsem k vonju renskega
rizlinga, ¢eprav je prisotna tudi v nekaterih drugih belih in rdec¢ih sortah. Njena koncentracija se med

staranjem povecuje (Black in sod., 2015).

Slika 4. Tvorba
linearnih
alifatskih: (a)
y-laktonov in (b)

a) 0-9_ R d-laktonov iz
HOM/R o s pripadajotih 4- in
OH ’ y-laktoni 5—hidroksi—kis|i.n
(povzeto po Miller
b) 0 OH -1,0 0. O_ R in sod., 2022).
IIOWR R U
H,0

S-laktoni

Laktoni

Laktoni so spojine, ki nastanejo z esterifikacijo, pri ¢emer sta funkcionalna karboksilna skupina in
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alkoholna skupina za reakcijo prisotni v isti molekuli. Ta skupina zajema Stevilne nasi¢ene 5-¢lenske (y)
in 6-¢lenske (3) laktone z enostavnimi alkilnimi substituenti (Slika 4). Nekateri laktoni, prisotni v vinih,
izhajajo iz hrastovih sodov (trans-whiskey lakton, kokos) in fermentacije (butirolakton, maslo/karamela).
Po drugi strani pa so laktoni, ki izhajajo iz grozdja, povezani s sadnimi zaznavami, kot so breskev, marelica,
kokos, suho sadje, in z za¢imbno zelenim ter z vonjem po mas¢obah in olju (Allamy in sod., 2018a).
Koncentracija laktonov v vinu je v velikostnem razredu pg/L, pogosto pa je ve¢ja v rdecih kot v belih vinih
(Miller in sod., 2022). V vinih so do danes ugotovili in kvantificirali razliéne predstavnike te skupine, med
njimi y-nonalakton, d- in y-dekalakton, 2-nonen-4olid, masojev lakton in nekatere p-mentanske laktone,
znane tudi kot vinske laktone, ki prispevajo k aromati¢nemu profilu (Ferron in sod., 2020). Obicajno jih
najdemo v vedjih koncentracijah v vinih iz dehidriranega grozdja (izsusene jagode) (Allamy in sod., 2018a;
Suklje in sod., 2016).

Pri tvorbi laktonov naj bi sodelovali razli¢ni predhodniki, med drugim 4-oksanojska kislina pri nastanku
y-nonalaktona (Ferron in sod., 2020), masojev lakton pri nastanku d-dekalaktona (Pons in sod., 2017) ter
ustrezne 4-hidroksikarboksilne kisline pri nastanku drugih linearnih alifatskih laktonov (Slika 4) (Miller in
sod., 2022). Eden najpomembnejsih predstavnikov je y-nonalakton, ki spominja na kompleksno mesanico
kokosa, breskve in kuhanega sadja. Ceprav je njegova koncentracija v vinu obicajno manj$a od njegovega
praga zaznave, lahko prisotnost tega laktona skupaj z drugimi laktoni prispeva k vonju vina zaradi
sinergijskih u¢inkov, hkrati pa lahko okrepi u¢inek drugih spojin in prispeva k notam suhega sadja, kot so

slive in fige, ki jih najdemo v nekaterih vinih sorte merlot (Allamy in sod., 2018a).

Slika 5. LOX-pot
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Spojine s sestimi ogljikovimi atomi

Alkoholi in aldehidi s Sestimi ogljikovimi atomi (C6) so hlapne spojine, ki lahko prispevajo k zeli$¢nim

senzori¢nim zaznavam vina. Nastanejo z oksidacijo mas¢obnih kislin (angl. fazty acids) po lipoksigenazni
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(LOX) poti (Slika 5), npr. med drozganjem grozdnih jagod (Mozzon in sod., 2016). Nekateri
Coé-karbonilni derivati so povezani z zeleno-sadnimi notami, medtem ko so nekateri C9-karbonili
odgovorni za kumari¢ne in melonine note (Salas in sod., 2013). C6-aldehidi so pomembne hlapne spojine
v mostu, a se kasneje med alkoholno fermentacijo ve¢inoma reducirajo v C6-alkohole.

Koncentracija C6-spojin se giblje od nekaj ug/L do mg/L in je odvisna od sorte in zrelosti grozdja.
Opisemo jih kot vonj po pokoseni travi. Pogosteje doloceni Cé-alkoholi v vinih so 1-heksanol,
(Z)-3-heksenol in (E)-2-heksenol; med aldehidi pa 1-heksanal in (E)-2-heksenal (Mozzon in sod., 2016).

Furanoni

Karamela in kuhana jagoda sta deskriptorja, ki sta pogosto povezana s prisotnostjo Furaneola®
(4-hidroksi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona) in homofuraneola (2-etil-4-hidroksi-5-metil-3(2H)-furanona) v
vinu. To je pogosto opisano predvsem pri ne-Vitis vinifera vinih, pri katerih se koncentracije lahko
povzpnejo do 1 mg/L. Tudi pri Vitis vinifera vinih so bile te spojine ugotovljene in kvantificirane nad
pragom zaznave (furaneol 49 ug/L in homofuraneol 26,5 ug/L) (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Poleg
tega so lahko koncentracije teh spojin vecje v vinih iz grozdja poznih trgatev (Allamy in sod., 2018b) in v
vinih iz grozdja, okuZenega z Botrytis cinerea (Sarrazin in sod., 2007). Furanoni izhajajo iz grozdja, vendar
natanénej$i mehanizmi njihove tvorbe v grozdju in vinu $e niso pojasnjeni. Ceprav so koncentracije teh
spojin vedje pri vinih iz grozdja ameriskih vrst trte kot evropskih, se domneva, da ima njihova prisotnost v

slednjih sinergijski u¢inek na sadno zaznavo (Ferreira in sod., 2002; Sasaki in sod., 2015).

Sekundarne arome

Med alkoholno fermentacijo kvasovke tvorijo pomembne aromati¢ne spojine, kot so visji alkoholi,

maséobne kisline in estri.
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Visji alkoholi

Visji alkoholi so alkoholi z ve¢ kot dvema ogljikovima atomoma v verigi. Njihove koncentracije se gibljejo
od 0,2 do 1,2 g/L v belih vinih in od 0,4 do 1,4 g/L v rdecih vinih (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Te
spojine pomembno prispevajo k aromati¢ni kompleksnosti vin. Pri koncentracijah pod 300 mg/L lahko
prispevajo k izrazitej$im zaznavam sadnih in cvetli¢nih not, medtem ko lahko koncentracije nad 400 mg/L
zakrijejo nekatere lastnosti vina in povzrodijo ostre in neprijetne note (de-la-Fuente-Blanco in sod., 2016a;
Etievant, 1991; Rapp in Mandery 1986). Te molekule kvasovke sintetizirajo iz sladkorjev in nekaterih
aminokislin (Slika 6), nastale koncentracije pa so spremenljive in odvisne od seva kvasovk (Ribéreau-Gayon
in sod., 2017).

Visji alkoholi kot skupina pomembno prispevajo k aromati¢nemu ozadju vseh fermentiranih pijac.
Poleg tega so substrati za nastanek acetatnih estrov visjih alkoholov, ki se obicajno opisujejo kot spojine s
pomembnim prispevkom k sadnemu znacaju vin.

Pri tvorbi visjih alkoholov (zaradi delovanja kvasovk) je klju¢na vsebnost dusika v mostu (Cordente in
sod., 2021). Poleg tega lahko temperatura fermentacije, pH, raztopljeni kisik, motnost mosta in prisotnost
prehodnih kovin prav tako vplivajo na koli¢ino teh spojin — glejte Poglavje 8 (Mufoz in sod., 2006; Pires in

sod., 2014). Obicajno so visji alkoholi prisotni v ve¢jih koncentracijah v rde¢ih vinih.

Hlapne kisline

Priblizno 10-15 % celokupne vsebnosti kislin v vinih predstavljajo hlapne kisline, pri ¢emer najve¢ prispeva
ocetna kislina, ki je glavni vir hlapne kislosti vina. Hlapne kisline pomembno modulirajo aromati¢ne

znacilnosti vina, vendar koncentracije ocetne kisline nad pragom zaznave (0,7 g/L) povzrocajo vonj po kisu
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in lahko poslabsajo kakovost vina. Njihova vsebnost je zato regulirana z zakonodajo. Vedje koncentracije
ocetne kisline lahko kaZejo na delovanje dolodenih kvasovk ne-Saccharomyces pred fermentacijo ali pa
nastanejo kasneje zaradi delovanja mle¢nokislinskih ali ocetnokislinskih bakterij (Ribéreau-Gayon in sod.,

2017). V odvisnosti od stila vina se za optimalne lahko smatrajo vsebnosti 0,2-0,7 g/L.

Mascobne kisline s srednje dolgo verigo

V fermentiranih pijacah mascobne kisline s srednje dolgo verigo (MCFA) predstavljajo karboksilne kisline
z verigami, dolgimi od $tiri do dvanajst ogljikovih atomov. Kvasovke tvorijo te kisline med biosintezo
lipidov kot vmesne produkte, ki se nato vgrajujejo v njihove lipidne membrane. Te spojine so pomembni
regulatorji stresa, hkrati pa so lahko toksi¢ne za kvasne celice in imajo inhibitorni ucinek tudi na
mle¢nokislinske bakterije (Lambrechts in Pretorius, 2000). To pojasnjuje kasnejso esterifikacijo dela teh
spojin. Po drugi strani se razvejane kisline lahko tvorijo iz aminokislin po isti poti kot visji alkoholi (Slika
6). Najpomembnejse razvejane kisline so izobutanojska kislina, izovalerijanska kislina in 2-metilbutanojska
kislina. Posamezno spominjajo na vonj po siru in znoju, vendar lahko v vinski matrici prispevajo k

aromati¢ni kompleksnosti in so predhodniki nekaterih najbolj aromati¢nih estrov v vinih.

Estri

Tvorba estrov je rezultat reverzibilne reakcije med alkoholi in organskimi kislinami (Slika 7). V vinu je $irok
spekter alkoholov in kislin, kar omogoca nastanek razli¢nih vrst estrov. Ti se lahko tvorijo tako encimsko (z
encimi katalizirane reakcije) med alkoholno fermentacijo kot tudi kemic¢no, glede na ravnotezje substratov
med staranjem vina (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Na splosno lahko njihove koncentracije dosezejo
velikost reda mg/L, vendar je njihova tvorba mo¢no odvisna od seva kvasovke. S to skupino spojin je
obicajno povezan sadni znacaj vina (Cameleyre in sod., 2015; Falcao in sod., 2012; Lytra in sod., 2016;
Ribéreau-Gayon in sod., 2017).

Aromati¢ne estre lahko razdelimo v tri skupine: etilni estri mas¢obnih kislin (EEFA); acetati visjih
alkoholov (HAA) in etilni estri razvejanih kislin (Cheynier in sod., 2010; Ribéreau-Gayon in sod., 2017).
Na splosno tvorba estrov temelji na sevu kvasovk, sestavi grozdnega mosta in tehnoloskih odlo¢itvah v

vinifikacijskem procesu (Lambrechts in Pretorius, 2000).

0 0 Slika 7. Reakdija
[ [ esterifikacije
R—C—OH + CH3—CH,—OH =—— R—C—O0—CH,—CH; + H,0 (povzetopo
Ribéreau-Gayon
in sod., 2017).

Etilni estri mascobnih kislin

Etilni estri mas¢obnih kislin (EEFA) prispevajo k sadnim vonjem vina in vklju¢ujejo predstavnike kot so:

etil butirat (zrela jagoda, kivi), etil heksanoat (jagoda, ananas), etil oktanoat (kislo jabolko) in etil dekanoat
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(jabol¢na lupina, cvetliéne note) (Aznar in Arroyo, 2007). Na splosno se te spojine smatra kot pomemben
prispevek k vonju mladih belih vin. Sintetizirajo se prek encimskih reakcij med alkoholno fermentacijo,
pri ¢emer kvasovke izkori$¢ajo etanol in mas¢obne kisline s srednje dolgo verigo (Slika 8) (Ribéreau-Gayon
in sod., 2006; Xue in sod., 2022). Modulacija EEFA je povezana z razli¢nimi dejavniki. Porocali so, da je
dodajanje predhodnikov MCFA v fermentacijski medij povzrocilo pove¢ano tvorbo etilnih estrov (Saerens
in sod., 2008). Nizja temperatura fermentacije pa vodi do ve¢jih vsebnosti MCFA in pripadajo¢ih EEFA
(Kong in sod., 2021; Saerens in sod., 2008).

Slika 8.
Proizvodnja
mastobne estrov mascobnih
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Acetatni estri visjih alkoholov

Acetatni estri vi§jih alkoholov (HAA) se tvorijo s pomodjo encimov iz acetil-CoA (predhodnik ocetne
kisline) in viSjega alkohola (Slika 9). HAA so $e posebej podvrzeni hidrolizi z leti staranja belega vina
(Antalick in sod., 2014). Prispevajo k aromati¢ni kompleksnosti, vendar imajo hkrati velik aromati¢ni
potencial in lahko zakrijejo sortni znadaj vina (Ribéreau-Gayon in sod., 2006).

Etil acetat je eden najpomembnejsih estrov v vinu s kvantitativnega vidika. Med fermentacijo ga kvasovke
tvorijo v zmernih koli¢inah, med staranjem v lesenih sodih pa lahko razvoj ocetnokislinskih bakterij
povzrodi nastanek velikih koli¢in skupaj z ocetno kislino. Odgovoren je za pojav angl. acescence, to je
zadusljiv vonj po kisu. Prag zaznav te spojine je 200-krat nizji kot pri ocetni kislini. Kadar je koncentracija
nad 150 mg/L, lahko poslabsa aromati¢no sestavo vina (Amerine in Cruess, 1960), medtem ko lahko
manjse koli¢ine, pod 120 mg/L, prispevajo k aromati¢ni kompleksnosti (Ribéreau-Gayon in sod., 2006).

Izoamil acetat je ena najpomembnejsih spojin med HAA in ima vonj po banani. Njegova koncentracija
v vinu lahko doseze 6 mg/L (Aznar in Arroyo, 2007), obicajno pa je prisoten v koli¢inah nad pragom
zaznave (Tabela 1). Podobno je heksil acetat povezan z vonji po hruski in nekaterimi drugimi deskriptorj,
kot so zelis¢ne, sadne in grozdne note (Sumby in sod., 2010). Pogosto te spojine v grozdnem mostu $e niso
prisotne, saj nastanejo kot produkt alkoholne fermentacije. Sev kvasovk in sestava grozdnega mosta (dusik,
lipidi) sta glavna dejavnika, ki vplivata na pojavnost HAA, pri ¢emer ima sestava grozdja vedji vpliv na njihov

nastanek v primerjavi z EEFA (Antalick in sod., 2015).

Estri razvejanih kislin

Ti estri nastanejo z reakcijo razvejanih kislin z etanolom, predvsem med staranjem vina (Dfaz-Maroto in
sod., 2005). Glavni predstavniki te skupine vkljucujejo: etil izobutirat, etil 2-metilbutirat, etil izovalerat s
sadnimi notami ter etil fenilacetat z vonjem po vrtnici, medu in tobaku (Ribéreau-Gayon in sod., 2017).
Posamezno spadajo med najbolj aromati¢ne estrske spojine v vinu. Dokazano je, da prispevajo k vonju po
temnem sadju in so $e posebej pomembni za vonj rdecih vin (de-la-Fuente-Blanco in sod., 2016b; Lytra
in sod., 2013). Njihova vsebnost v vinu je neposredno povezana s prisotnostjo pripadajocih razvejanih
kislin. Zato so sestava grozdja, sev kvasovk in pogoji fermentacije klju¢ni dejavniki, ki dolo¢ajo vsebnost
estrov razvejanih kislin v vinu. Vedje koncentracije so obicajnejse v rdec¢ih vinih, zlasti po nekaj letih staranja
(Antalick in sod., 2014).
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Druge fermentacijske spojine

Diacetil

Kvasovke med alkoholno fermentacijo proizvedejo le majhne koli¢ine diacetila (butan-2,3-dion), glavnina
pa nastane med jabol¢no-mle¢nokislinsko fermentacijo (Slika 10). Mle¢nokislinske bakterije sintetizirajo
spojine, kot je diacetil, iz citronske kisline ali drugih karbonilnih spojin, pri ¢emer produkti pomembno
prispevajo k zna¢ilnim mle¢nim oziroma maslenim notam. Ta vrsta spojin lahko prispeva h kompleksnosti
terciarne arome, saj so zelo reaktivne in lahko reagirajo z drugimi spojinami ter tvorijo tiazole in

heterocikli¢ne spojine z vonjem po kavi in lesnikih (Marchand in sod., 2000, 2011).

Terciarne arome

Zorjenje oz. staranje vina se nanasa na razvoj kemijske sestave vina po fermentaciji. Poteka lahko v sodih,
posodah iz nerjavnega jekla ali celo neposredno v steklenici — v vseh primerih pa se arome s¢asoma
spreminjajo.

V predhodnih razdelkih tega poglavja smo Ze obravnavali nastanek spojin razli¢nega izvora (sortnega
in fermentacijskega), ki lahko prispevajo h kemi¢nim reakcijam med zorjenjem vina, kar vodi v nastanek
terciarne arome vina, imenovane tudi cvetica (bouquet).

Ena najpomembnejsih terciarnih spojin, ki prispeva k cvetici, je dimetil sulfid (DMS). DMS spominja na
vonj konzervirane koruze in rakovih palck, vendar lahko v vinski matrici prispeva note tartufov in temnega
sadja. Posebej pomemben je pri izrazanju znadilne cvetice rdecih vin, pridelanih iz bordojskih sort (Picard
in sod., 2015). DMS nastaja pretezno med zorjenjem vina prek hidrolize S-metilmetionina (Segurel in sod.,
2005). Njegov prag zaznave so dolo¢ili pri 25 ug/L, pri ¢emer so v vinih zaznane koncentracije med 11 in
760 ug/L (Siebert in sod., 2010).
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Terciarna aroma lahko izvira tudi iz stika vina z lesenim (najpogosteje hrastovim) sodom med zorjenjem
— glejte osmo poglavie. Spojine, kot so hrastovi laktoni, furanove spojine, derivati vanilina in fenolni
derivati, lahko prehajajo iz soda v vino (Castro-Vézquez in sod., 2011). Na sestavo hrastovega lesa,
uporabljenega v pridelavi sodov, in s tem na potencial ekstrakcije v vino pomembno vplivajo razli¢ni
dejavniki, kot so botani¢na vrsta hrasta, rasti§¢e (poreklo), prostornina in oblika soda (razmerje med
notranjo povrsino soda in volumnom vina, ki je z njo v stiku). Pomembna je tudi starost sodov, saj se
dinamika ekstrakcije spojin z leti uporabe spreminja (Pérez-Prieto in sod., 2002). V Evropi se za sode najvec
uporabljata vrsti hrasta Quercus robur in Q. petraca, v ZDA pa Q. alba (Chatonnet in sod., 1999). Glede
aromati¢nih spojin ameriski hrast praviloma prispeva ve¢ transviski (whiskey) laktona, ki daje intenzivno
noto kokosa. Razlike so opazne tudi v koncentraciji C13-norisoprenoidnih spojin (Ortega-Heras in sod.,
2004; Sefton in sod., 1990).

Iz hrasta je bilo doslej ekstrahiranih in doloc¢enih ve¢ kot 200 hlapnih spojin (Ortega-Heras in sod.,
2004), pri ¢emer so vrste in koncentracije teh spojin v veliki meri odvisne od stopnje Zganja lesa med
obdelavo (Courregelongue in Pons, 2024). Stopnja Zganja hrasta (temperatura, trajanje) vpliva na nastanek
aromati¢nih spojin zaradi razgradnje (termolize) lesnih polimerov - lignina, celuloze in hemiceluloze — ter
Maillardove reakcije (Castro-Vdzquez in sod., 2011; Sefton in sod., 1990; Ortega-Heras in sod., 2004; Qian
in sod., 2022). Med njimi so pomembni hlapni fenoli, kot sta gvajakol in 4-metilgvajakol, ki nastaneta iz
lignina med segrevanjem hrastovih sodov in v vino vnasata znadilne dimne note (Ortega-Heras in sod.,
2004; Qian in sod., 2022). Proces zorjenja v sodu je tudi na splo$no povezan s povecanjem Stevila in
koncentracije hlapnih fenolov, pri ¢emer variacije izvirajo tako iz razli¢ne vsebnosti hidroksicimetnih kislin
v grozdju kot tudi iz Ze omenjenih lastnosti lesa ter trajanja stika med vinom in lesom (Qian in sod.,
2022). Nastanek hlapnih fenolov je lahko odvisen tudi od prisotnosti kvarnih mikroorganizmov, kot je
Brettanomyces bruxellensis; v takih primerih velike koncentracije teh spojin povzrocijo note, ki se $tejejo
za napako in negativno vplivajo na kakovost vina (Ribéreau-Gayon in sod., 2017). Rdeca vina, ki zorijo v
lesenih sodih, so ob neustreznem nadzoru procesa zorjenja posebej ob¢utljiva na kontaminacijo s kvasovko
Brettanomyces; mozne so velike koncentracije 4-etilfenola in 4-etilgvajakola, ki vinu dajeta znadilne Zivalske,
hlevske in usnjene note (Chatonnet in sod., 1993, 1994). Vanilin, ki prav tako izvira iz lignina, je eden
glavnih derivatov hrastovih sodov in pogosto presega prag zaznave (400 pg/L v belem vinu in 320 pg/L
v rde¢em vinu) (Spillman in sod., 2004). Iz pentoz, osnovnih komponent hemiceluloze, se lahko tvori
furfural, ki prispeva note mandljev. Nadaljnja reakcija furfurala z vodikovim sulfidom vodi do nastanka
furturiltiola, odgovornega za vonj po pope¢enem kruhu in kavi, pogosti zaznavi v vinih, zorjenih v novih
sodih.

Tabela 1. Glavne druzgine spojin, povezanib s sestavo arome vina.
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5. Opisni izrazi (deskriptorji) po podatkih flavornet.org, obiskano januarja 2025.
6. Vsi pragovi so bili dolo¢eni v vodno-etanolni raztopini (9:1), razen e je navedeno drugace (Siebert in sod., 2018).
7. Prag dolocen v vodi s sladkorjem (Ribéreau-Gayon et al., 1975; Sala in sod., 2004).
8. (Salain sod., 2004)
9. Prag dolocen v vodi s sladkorjem (Ribereau-Gayon in sodl., 1975).

10. (Sala in sod., 2004)

11. Prag dolo¢en v vodi (Mateo-Vivaaracho in sod., 2010).

12. (Sala in sod., 2004).

13. (Mateo-Vivaracho in sod., 2010).

14. (Mateo-Vivaracho in sod., 2010).

15. (Mateo-Vivaracho in sod., 2010).

16. Prag dolocen v vodi s ladkorjem (Ribereau-Gayon in sod., 1975).
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17. Prag dolocen v vodi s sladkorjem (Ribereau-Gayon in sod., 1975).
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18. Prag doloen v rde¢em vinu (Herve in sod., 2003).

19. Prag dolo¢en v modelnem vinu (Kotseridis in sod., 1999).

20. Prag dolocen v raztopini vinskih ekstraktov (Nakamura in sod., 1988).
21. (Ferreira in sod., 2004).

22. (Ferreira in sod., 2004).
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23. Prag zaznave, dolo¢en v belih vinih (Summerson in sod., 2021).
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Vloga kvasovk in hranilnih snovi v alkoholni fermentaciji

Kaj potrebujejo kvasovke za rast?

Kvasovke so enoceli¢ni mikroorganizmi, naravno prisotni na kozicah grozdnih jagod. V odsotnosti kisika
kvasovke sproZijo alkoholno vrenje oz. fermentacijo. V reakcijah alkoholnega vrenja kvasovke pretvorijo
ogljikove hidrate (sladkor) v ogljikov dioksid (CO2) in etanol. V spontanih fermentacijah grozdnega soka
ali drozge sodelujejo razli¢ne vrste in sevi naravno prisotnih kvasovk. Na splo$no pa velja, da so sevi kvasovk
Saccharomyces cerevisiae odporni na veliko koncentracijo etanola, zato proti koncu fermentacije najveckrat
te kvasovke prevzamejo dominantno vlogo.

Med fermentacijo se kvasovke seveda razvijajo in razmnozujejo, pri ¢emer za rast novih celic kvasovk
potrebujejo kompleksna hranila, ki hkrati olajsajo potek same fermentacije. Ta hranila vkljudujejo
makroelemente, kot sta ogljik (C) in dusik (N), mikroelemente — minerale (npr. kalcij (Ca), magnezij
(Mg), mangan (Mn), cink (Zn), fosfat (P) in kalij (K)) ter rastne dejavnike (vitamini, steroli in nenasi¢ene
mas¢obne kisline). Glavni vir ogljika in energije za rast kvasovk predstavljajo grozdni sladkorji, ki so v
grozdnem soku obicajno prisotni v velikem presezku (pogosto skupaj presegajo 20 % m/v) glede na
koli¢ino, ki jo kvasovke potrebujejo za maksimalno rast. Vsebnost dusika (N) v grozdnem soku je
povpre¢no od 60 do 2400 mg/L (Amerine in sod., 1980; Ough, in sod., 1988) in je lahko omejujo¢ dejavnik

rasti, ¢e ga ni dovolj.

Potrebe kvasovk po dusiku in dusikovih spojinah v mostu in vinu

Za razmnozevanje potrebujejo kvasovke dolocene koli¢ine presnovljivega dusika, ki ga lahko uporabijo za
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izgradnjo celic. Koncentracija topnega dusika v mostu se giblje med 0,1 in 1 g/L (Henschke in Jiranek,
1993). Vsebnost dusikovih spojin v grozdnem soku pa je odvisna od sorte grozdja, okuzbe grozdja s sivo
plesnijo Botrytis cinerea (te lahko porabijo hranila, namenjena kvasovkam), ¢asa trgatve, uporabe gnojil,
dodatka hranil za kvasovke in bistrenja mosta pred fermentacijo. Razlike v koli¢ini in obliki dusika v
grozdnem mostu vplivajo na rast celic, hitrost fermentacije in toleranco kvasovk na etanol (Zoecklein in
sod., 1995).

Glavne dusikove spojine v grozdnem soku so: aminokisline (25-30 %), polipeptidi (25-40 %), amonijak
(3-10 %) in beljakovine (5-10 %). V majhnih koncentracijah so prisotni tudi nitrati, amini in vitamini,
dusikove baze (npr. adenin in uracil s koncentracijami od 4 do 15 mg/L in od 4 do 8 mg/L, ki jih kvasovke

lahko vgradijo v svoje nukleinske kisline) (Monteiro in Bisson, 1992).

Asimilacijski dusik in hjegova razpolozljivost v mostu in vinu

Kot vir dusika kvasovke lahko asimilirajo samo amonijev ion (ki je glavni vir dusika za rast kvasovk in se
najlazje asimilira) ter aminokisline (razen prolina). Grozdne jagode za optimalen razvoj potrebujejo vecjo
koli¢ino dusikovih spojin. Privzem dusika v vinski trti poteka v dveh vrhovih. Prvi najvedji privzem so
zaznali v kabernikih (socvetju) od dveh tednov pred cvetenjem do $tirih tednov po njem, ko se Ze oblikujejo
grozdne jagode. Drugi najvecji privzem pa je na zaCetku dozorevanja grozdja. Med dozorevanjem se v
grozdnih jagodah vsebnost amonijevega iona (NH,") zmanj$uje, medtem ko se vsebnost organskega dusika
povecuje (Verdenal in sod., 2020).

Vecina dusika, prisotnega v grozdju, je v obliki glutamina, ki se v grozdni jagodi pretvori v druge
aminokisline s transaminacijo. Vsebnost dusika v grozdu pa je lahko zelo razli¢na, in sicer glede na sorto,
letnik, podlago, vinogradnisko prakso, namakanje in gnojenje. Na primer, v grozdju iz trt, ki so bile
izpostavljene pomanjkanju vode, lahko pri¢akujemo manjso koncentracijo dusika. V nekaterih primerih je
vsebnost naravno prisotnih virov dusika (amonija in aminokislin v mostu) razmeroma nizka, kar je lahko
omejujo¢ dejavnik za fermentacijo ter vodi do njenega upocasnjevanja ali zaustavitve. Zato v vinarstvu ta
primanjkljaj mosta pogosto resujemo z dodajanjem amonijevih soli, ki so poznane kot hrana za kvasovke.
Kljub temu da dodana sol omogoc¢a normalen in predvidljiv potek fermentacije, se ne dodaja vsepovprek
in brez upostevanja priporodil in informacije o dejanski zaloZenosti mosta z dusikom. Preveliki odmerki
namre¢ lahko povzrocijo ostanek dusika v vinu, kar vodi do mikrobioloske nestabilnosti v vinu in nastanka

strupenega etil karbamata (Sudrez-Lepe in Uthurry, 2007; Stevens in Ough, 1993).

Transport in asimilacija dusikovih spojin pri kvasovkah med
fermentacijo

Celice kvasovk privzamejo amonijak in aminokisline iz mosta skozi celiécno membrano in jih prenesejo v
citoplazmo kvasovk z mehanizmom, imenovanim aktivni transport (Slika 1). Aminokisline se sprva kopicijo v
vakuolah, nato pa se porabijo za sintezo beljakovin. Kvasovke potrebujejo dusik za sintezo novih beljakovin (in
tudi drugih molekul), kot so encimi glikolize (ki omogocajo biopretvorbo glukoze in fruktoze v etanol) ali encimi

permeaze, ki so v celiéni membrani kvasovk in odgovorni za transport aminokislin in sladkorjev v celice kvasovk.
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Beljakovine se porabijo tudi za izgradnjo celi¢nih struktur pri nastanku novih kvasnih celic. U¢inkovita sinteza
beljakovin kvasovk je kljuéna za udinkovit transport sladkorja in potek celotnega metabolizma kvasovk.
Razpolozljivost dusikovih spojin neposredno spodbuja sintezo beljakovin, zato vsak dejavnik, ki vpliva na
znotrajceli¢no raven dusika, neposredno vpliva tudi na metabolizem kvasovk.

Aminokisline potujejo torej iz mosta v celico z aktivnim transportom. Pri aktivnem transportu
aminokislin, ki za nastanek molekul adenozin trifosfata (ATP - iz angl. adenosine triphosphate,) zahteva
prisotnost glukoze, se v isto smer prenasa tudi vodikov ion (H") (Cooper, 1982) (Slika 1, Slika 2). Ta oblika
transporta se imenuje simport. Koncentracija vodikovih ionov v danem mediju je povezana z vrednostjo
pH medija. Grozdni most ima obicajno vrednost pH med 3 in 4, notranjost celice kvasovk pa med 6
in 7, kar pomeni, da je koncentracija ionov H* zunaj vedja kot znotraj. Za optimalno delovanje kvasovk
med fermentacijo mora kvasovka v citoplazmi vzdrzevati stabilno vrednost pH. Med fermentacijo, ko
se koncentracija etanola povecuje, postaja celiéna membrana kvasovk postopoma vse bolj prepustna za
ione HY, kar posledi¢no pomeni vedjo pasivno difuzijo vodikovih ionov v celico kvasovk. Kvasovka nima
nadzora nad tem spontanim dotokom ionov H'v citoplazmo, vendar lahko nadzoruje vnos ionov HY, ki
vstopajo v celico med absorpcijo aminokislin. Z energijskega vidika je vzdrzevanje stabilne vrednosti pH
v citoplazmi celice zelo potratno. V zgodnji fazi fermentacije kvasovke absorbirajo aminokisline skupaj s
spremljajo¢imi ioni H' in jih nato izlo¢ijo nazaj v most po poti, ki potrebuje vkljuditev energijsko bogatih
molekul ATP-ja (encimi ATP-aze, glejte Sliko 2). Posledi¢no kvasovke takrat ustavijo privzem aminokislin,
tako prihranijo energijo in ohranijo stabilno notranjo vrednost pH. U¢inek tega na absorpcijo aminokislin
je, da ko kvasovke inokuliramo v most, za¢nejo nemudoma privzemati (asimilirati) ves razpolozljivi dusik.
Dusikove spojine se tako najbolj asimilirajo v prvih nekaj urah fermentacije, v zgodnjih fazah, tj. prvih
20-30 g/L fermentiranega sladkorja. Potem se asimilacija aminokislin ustavi, da se prepreci vnos protonov
v celico in posledi¢no zniZanje vrednosti pH.

Od vseh virov dusika se prav amonijevi ioni absorbirajo najhitreje, zato jih je najenostavneje uporabiti
za hrano kvasovk. Dusik v obliki amonijevih ionov (NH4") hitro vstopa v biosintezno pot aminokislin
s pomodjo encima nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADP") glutamat dehidrogenaze
(NADP-GDH). Po drugi strani je amonijak kon¢ni produket razgradnje dusikovih spojin v reakeciji, ki
jo katalizira encim od nikotinamid adenin dinukleotida (NAD") odvisna glutamat dehidrogenaza
(NAD-GDH). Aminokisline so podvrzene reakciji transaminacije, v kateri ima glutamat klju¢no vlogo kot
donor in akceptor aminoskupin (Carrascosa in sod., 2011). Amonijev ion (NH4") (Slika 1) se v kvasno
celico prav tako prenasa z aktivnim transportom kot aminokisline, vendar absorpcija poteka dlje ¢asa kot

pri aminokislinah in se torej ustavi pozneje med fermentacijo.
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Slika 1. Shematski
prikaz privzema in
metabolizma
dusikovih spojin v
celici kvasovke
(prirejeno po
Carrascosa in sod.,
201, ter Llaurado,
2002). Ustvarjeno
v BioRender.
Radovanovic
Vukajlovic, T.
(2025)
https://BioRender.
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Aminokisline v mostu

V grozdnem mostu najdemo razliéne aminokisline. Prevladujo¢i sta prolin in arginin, kadar je most
pridelan iz grozdja vinogradov, v katerih se je uporabilo malo gnojil. Amerine in sod. (1980) je ugotovil,
da koncentracija aminokislin v mostu variira med 65 in 1130 mg/L, odvisno od sorte, regije, ¢asa trgatve,
koli¢ine dusika v zemlji in gnojenja (Bell in sod., 1979). Arginin je ve¢inoma v kozici grozdja, zato postopki

predelave grozdja, ki vklju¢ujejo drozganje in stiskanje, v primerjavi s stiskanjem celega grozda lahko
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vplivajo na povecanje vsebnosti arginina v grozdnem soku. Studija, ki jo je objavil Petrovic s sod. (2019), je
pokazala, da sta prolin in arginin najbolj zastopani aminokislini v mostu s povpre¢no koncentracijo 697,7
mg/L in 388,3 mg/L, le da prolin lahko doseze koncentracijo tudi 4000 mg/L (Bell in Henscke, 2005).
Med bolje zastopanimi aminokislinami so $e glutamat, alanin, serin in treonin. Z dodatkom gnojil trtam
lahko glutamin postane glavna aminokislina v grozdju. Na splosno kvasovke najprej prevzamejo glutamat
in amonijeve ione, ki imajo klju¢no vlogo v metabolizmu dusika pri kvasovkah, kot je razvidno iz Slike 3.
Glutamin je pri kvasovkah pomemben, ker se lahko razgradi na glutamat in amonijak (Godard in sod.,
2007; Jiranek in sod., 1995). Nasprotno pa so najmanjse izmerjene koncentracije aminokislin glicina (3,2

mg/L), metionina (3,6 mg/L) in lizina (3,9 mg/L) (Petrovic in sod., 2019).
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Absorpcija aminokislin je v veliki meri odvisna od relativnih koncentracij aminokislin v mostu. Kvasovke
prevzamejo aminokisline in jih ve¢inoma skladi$¢ijo v vakuolah (Slika 1) ter v kasnejsih fazah rasti uporabijo
za sintezo beljakovin (Jiranek in sod., 1995). Ko anorganski dusik (v obliki amonijevih ionov) ni ve¢
dostopen oz. se porabi, kvasovke za¢nejo razgrajevati shranjene aminokisline kot vir dusika za biosintezo.
Na koncentracije aminokislin v grozdnem mostu zelo vplivajo vinogradniske prakse in klimatske razmere.
Velike koncentracije prolina so povezane s pomanjkanjem vode (vodnim/su$nim stresom) pri vinski trti,
kar pa na dostopnost dusika ne vpliva, ker ga kvasovke ne morejo izkoris¢ati kot vir amonijaka v aerobnih
razmerah. Najbolj dostopna aminokislina za kvasovke v grozdju ob trgatvi je arginin. Kljub visoki vsebnosti
arginina kvasovke najprej porabljajo amonijak in glutamat kot vir dusika. Arginin je pomemben vir dusika
za kvasovke, vendar je njegovo kopicenje v njih odvisno od prisotnosti drugih prednostnih virov dusika,
kot je amonijev ion (Henscke in Jiranek, 1993; Jiranek in sod., 1995). Dodatek hrane kvasovkam v obliki
diamonijevega fosfata — DAP (diamonijev hidrogen fosfat (NH4),HPO4) torej zavira uporabo arginina,
dokler se amonij ne porabi. Arginin v reakciji z encimom arginazo pripelje do tvorbe ornitina in se¢nine.
Ti dve spojini pod dolo¢enimi pogoji tvorita glutamat in amonijev ion, ki sta prekurzorja biosinteze

aminokislin v kvasovkah (Large, 1986) (Slika 4) na eni strani ali karbamoil fosfat na drugi. Se¢nina pa
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se lahko, odvisno od seva kvasovk, izlo¢i v most, tako da se s tem tudi uravna koli¢ina dusika v kvasnih
celicah. Prisotnost se¢nine v vinu ni problemati¢na, vendar lahko med staranjem vina reagira z etanolom
in tvori potencialno rakotvoren etil karbamat (Stevens in Ough, 1993; Mirvish in sod., 1994). Koli¢ine etil
karbamata v vinu se v nekaterih drzavah nadzorujejo tudi z zakonodajo, medtem ko za Slovenijo o tem ni
podatka, se pa vsebnost etil karbamata lahko dolo¢i v razli¢nih bolje opremljenih kontrolnih laboratorijih v

Sloveniji, ki lahko uporabijo certificirane metode.
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Ce so dostopne zadostne koli¢ine asimilacijskega dusika v obliki amonijaka, glutamata in glutamina, se
razgradnja arginina zmanj$uje in s tem tudi tvorba etil karbamata (Mirvish in sod., 1994; Stevens in Ough,
1993; Sudrez-Lepe in Uthurry, 2007).

Kvasovke lahko aminokisline neposredno porabijo za sintezo beljakovin. Koncentracije posameznih
razpolozljivih aminokislin niso vedno v skladu s trenutnimi potrebami celice, tako da je mozno
pomanjkanje ali presezek omenjenih aminokislin. Kvasovke pa lahko presezne aminokisline pretvorijo v
tiste, ki jih trenutno potrebujejo. Ob pomanjkanju amonijevih soli lahko kvasovke zaénejo presnavljati tudi
aminokisline, ki vsebujejo zveplo, kot sta cistein in metionin. Kot produkt nastaja vodikov sulfid (H2S) in v
nadaljnjih stopnjah fermentacije, ob neukrepanju kletarja, tudi merkaptani (Vos in sod., 1978; Vos in Gray,
1979), ki pa na kakovost vina vplivajo negativno zaradi neprijetnega vonja. Pri odpravljanju tovrstnih napak

vina je pomemben ukrep dodatek amonijevih soli.

Metode za dolocanje koncentracije asimilacijskega
dusika za kvasovke

Da bi lahko dodali primerno koli¢ino dusikovih hranil, je treba zaradi sezonske variabilnosti zaloZenost
z dusikom tudi meriti. Pomemben vir kvasovkam dostopnega dusika v grozdju in mostu so amonijeve

. + . T . Ve . . . .
soli (NH4 ") ter aminokisline z dostopnim dusikom, poznane pod skupnim imenom oziroma kratico
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YAN (iz angl. yeast assimilable nitrogen, slov. asimilacijski dusik za kvasovke). Ti viri dusika so poleg
sladkorja najpomembnejsi vir hranil za optimalno delovanje kvasovk med fermentacijo mosta v vino. YAN
predstavlja seStevek dusika anorganskega in organskega izvora. Amonijevi ioni predstavljajo anorganski vir,
prosti aminokislinski dusik FAN (iz angl. free amino nitrogen), proste a-aminokisline in majhni peptidi pa

organski vir dusika.

YAN = dusik iz amonijevih ionov + a-aminokislinski dusik (1)

Za izratun YAN-a moramo sesteti tako koncentracijo amonijevih ionov kot FAN, oboje pa izraziti v

ekvivalentih dusika v mg/L, kot je predstavljeno v Enacbi 2.

YAN = 0,824 x koncentracija amonijevih ionov + FAN (2)

Faktor 0,824 pretvort koncentracijo amonijaka v ekvivalente dusika.

Za dolocitev vrednosti YAN se izmeri FAN, ki vklju¢uje tako a-aminokisline kot tudi majhne peptide
(velikost od 1 do 3 aminokislinski ostanki). Oba vira (amonijeve ione in FAN) kvasovka potrebuje za
razvoj in metabolizem. Celokupni dusik (N) v mostu tako poleg YAN-a zajema tudi peptide in proteine,
ki pa nimajo pomembne vloge v prehrani kvasovk med fermentacijo. Priporo¢ene minimalne koncentracije
YAN-a za popolno alkoholno fermentacijo so med 140 in 160 mg/L (Bell in Henschke, 2005).

Oba vira dusika se lahko dolo¢ita v mostu z lo¢enimi analiznimi metodami. Analizo amonijaka lahko
izvedemo z encimskim diagnosti¢nim kompletom in UV/VIS spektrofotometrom (obstajajo razli¢ni
komercialno dostopni kompleti), ali pa s posebno ionoselektivno elektrodo, ki je obcutljiva za amonijeve

ione in jo lahko pritrdimo na ve¢ino merilnikov vrednosti pH.

Za analizo aminokislinskega dusika v grozdnem mostu poznamo vec¢
nacinov:

Formolna titracija je postopek titracije aminokislin s kalijevim hidroksidom v prisotnosti formaldehida.
Uporablja se za dolo¢anje vsebnosti posameznih aminokislin in proteinov v razli¢nih vzorcih (Serensen,
1907).

NOPA (angl. nitrogen by o-phthalaldebyde), spektrofotometri¢na metoda za dolo¢anje aminokislinskega
dusika z reagentom o-ftalaldehid/N-acetil-L-cistein pri valovni dolzini 335 nm, pa tudi razli¢ni encimski
testi (Dukes in Butzke, 1998; Iland in sod., 2021; Weeks in Henscke, 2007).
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Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC, iz angl. — High Pressure Liquid
Chromatography) v kombinaciji s flourescen¢nim (FLD) ali ultravijoliénim (UV) detektorjem. Vzorci
zahtevajo derivatizacijo aminokislin z o-ftalaldehidom, z metodo pa dolo¢amo posamezne aminokisline
(Cooper in sod., 1984; Iland in sod., 2021; Serensen in sod., 1999).

Spektroskopija v blignjem infrardecem predelu (NIR - iz angl. Near Infra-Red Spectroscopy)
(Cozzolino in sod., 2006).

Vsebnosti virov dusika v grozdju lahko zelo variirajo glede na letnik, sorto in vinograd, zato
posplosevanje ni primerno, e posebno ¢e podatki o dolodeni sorti temeljijo na raziskavah iz drugih drzav
ali na druga¢nih metodah (nekateri encimski kompleti lahko dajo nekoliko druga¢ne rezultate). Illand
in sod. (2021) pravijo, da koncentracija YAN-a v groznem mostu lahko variira od 130 do 240 mg/L
(po nekaterih virih lahko tudi od 50 do 450 mg/L), prav tako lahko med sortami variira razmerje med
anorganskim in organskim virom dusika, in to vedno v korist organskega. Po avtorjih Bell in Henschke
(2005) je priporodljiva vsebnost dusika za uspesno fermentacijo med 140 in 150 mg/L.

Skupna potreba po dusiku med fermentacijo je odvisna od uporabljenega seva kvasovk, zacetne
koncentracije sladkorja in specifi¢nih pogojev fermentacije. Nekateri sevi kvasovk imajo ve¢jo potrebo po
dusiku kot drugi, zato je pomembno poznati karakteristike uporabljenega seva in seveda spremljati zacetno
zaloZenost z asimilacijskim dusikom v mostu. Sevi kvasovk z manj$o potrebo po dusiku morda dejansko
ne potrebujejo dodatnega dusika ali dusikovih spojin. Na vrednost YAN-a vpliva tudi prisotnost kisika,
ki je kvasovkam potreben za sintezo sterola in nenasi¢enih mascobnih kislin. Te spojine omogocajo rast in
popolno fermentacijo sladkorjev v mostu ter jim pomagajo, da prezivijo velike koncentracije alkohola na
koncu fermentacije. Temperatura prav tako vpliva na koncentracijo YAN-a, saj imajo pri visji temperaturi
fermentacije kvasovke vedjo potrebo po dusiku. Vrednost YAN-a je treba obravnavati kot indikativno, da
bi se zadovoljile minimalne potrebe po dusiku in preprecile resne tezave (O’Kennedy in Reid, 2008) med
fermentacijo.

Kot pravijo Illand in sod. (2021), lahko pri premajhni koncentraciji YAN-a med fermentacijo
pri¢akujemo povecano koncentracijo HS (vodikov sulfid) in drugih neZelenih arom, ki vsebujejo Zveplo.
Manjse koncentracije dusika omejujejo nastanek prekurzorjev aminokislin z Zveplom, kot sta metionin
in cistein, ki jih kvasovke sintetizirajo med fermentacijo. Posledi¢no se sulfid, ki nastane iz sulfata in
sulfitnih ionov, za vgradnjo v te prekurzorje nakopidi in difundira iz celice v most. Vec¢ina vinarjev resuje
pomanjkanje dusika z dodajanjem diamonijevih soli fosfata (DAP) in/ali hranil, ki vsebujejo dusik (kot
so aminokisline in peptidi) ze kar v most. Meritve koncentracije YAN-a v mostu pred dodatkom povedo
vinarju, koliko teh dodatkov je potrebno za uspesen potek fermentacije. Zadostna koncentracija YAN-a
preprecuje nastanek HjS ali drugih neZelenih Zveplastih spojin in upocasnitev fermentacije ter omogoca
nastanek Zelenih arom. Merjenje vrednosti YAN-a zagotavlja informacijo o zaloZenosti z dusikom v mostu,
ne pa informacije o drugih potrebnih hranilih. Te hranilne snovi je treba dodajati, najbolje na podlagi
priporo¢il proizvajalcev kvasovk.

Pri preveliki za¢etni koncentraciji YAN-a (vedji od 150 mg/L) lahko po dodatku DAP-a v¢asih nastanejo
H>S ali druge Zveplove spojine. Tak$na fermentacija lahko poteka preve¢ burno, kar lahko negativno

vpliva na sam proces. Pri rde¢ih mostih lahko prevelika koncentracija YAN-a povzrodi nastanek tiolov, kar
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ni skladno z Zelenim aromatskim profilom vina. Prevelika koncentracija YAN-a prav tako spodbuja rast
nezelenih mikroorganizmov.

Med letniki vsebnost YAN-a v mostih lahko znatno variira, zato ga je priporocljivo dolocati pred vsako
trgatvijo. Pri tem imajo pomembno vlogo tudi izku$nje vinogradnika oziroma vinarja, ki na podlagi
poznavanja posameznih vinogradov in znadilnosti mosta lahko predvidi, katero grozdje ali most bi lahko
imelo teZave z nezadostno vsebnostjo kvasovkam dostopnega dusika. V tem primeru je vinar praviloma
pozornejsi tako, da kakovost mosta dodatno spremlja z analizami, kar omogoca boljSe upravljanje

fermentacijskih procesov (Iland in sod., 2021).

Oblike dodajanja dusika v grozdni most

Dodajanje dusika v grozdni most je Ze dobro uveljavljena enoloska praksa. Najpogosteje se dusik dodaja
v obliki DAP-a, ki zagotavlja lahko dostopen vir dusika in je bistven za presnovo in rast kvasovk. DAP
vsebuje 21,54 % (m/m) dusika glede na izracunan masni delez. Ce Zelimo povetati YAN z zatetnih
100 mg/L na priporo¢eno vrednost 150 mg/L, je treba mostu dodati 45 g DAP/hL (450 mg/L). Pri
dodajanju dusika v obliki DAP so v nekaterih drzavah zakonske omejitve glede dovoljene kolic¢ine
diamonijevega fosfata v vinu, ki jih morajo vinarji upostevati. Amonijev ion, prisoten v diamonijevem
fostatu (DAP-u), se lahko vgradi v celice kvasovk, ki ga nato uporabljajo za svoj metabolizem. V Evropski
uniji je dovoljeni dodatek od 30 g DAP-a na hL mosta (300 mg (NH4),HPO4/L).

Dodatek 100 mg DAP-a prispeva priblizno 22 % vsebnosti dusika — kar pomeni pove¢anje YAN-a
za 22 mg/L (O’Kennedy in Reid, 2008). DAP dodajamo enkratno ali postopoma v korakih, pri ¢emer
koli¢ino vedno dolo¢imo na podlagi zacetne koncentracije YAN-a v mostu. DAP lahko dodajamo tudi
med fermentacijo v koli¢inah med 100 do 300 mg/L. Obicajno jih dodamo po prvi tretjini pretecene
fermentacije ali ¢e opazimo zastoj fermentacije, vendar ne kasneje od 60 % pretecene fermentacije. Dodatek
DAP-a je priporocljiv tudi, ko med fermentacijo zaznavamo vodikov sulfid in je koncentracija YAN-a
manj$a od 100 mg/L. Odsvetuje se, da ¢akamo na zelo upocasnjeno fermentacijo, saj je v tem primeru
ucinkovitost dodatka DAP-a zelo omejena.

Se¢nina, ki se je v¢asih tudi uporabljala kot dodaten vir dusika, danes ve¢inoma ni ve¢ dovoljena, ker
lahko povzro¢i nastanek potencialno karcinogenega etil karbamata (Mirvish in sod., 1994). Z
alternativnimi viri dusika, kot so na primer teko¢i amonijak (ni dovoljen v nekaterih drzavah) ali soli
amonijevega sulfata, se lahko izognemo presezku fosfata. V Juzni Afriki je uporaba tekocega amonijaka,
primernega za Zivila, prav tako dovoljen dodatek dusika med fermentacijo. Raztopina amonijaka, ki se
uporablja v industriji, ima 25-odstotno vsebnost dusika, tako da je dodatek najmanj 40 mL/hL te raztopine
enakovreden 100 mg/L YAN-a. Prednost uporabe teko¢ega amonijaka je, da s tem ne dodajamo fosfatov,
zato se lahko po potrebi uporabijo veliko vedji odmerki. Nekateri vinarji poleg DAP-a uporabljajo Se
hranila, ki vsebujejo aminokisline, minerale, vitamine in/ali druge sestavine, pomembne za rast kvasovk
(Iland in sod., 2021). Med drugimi viri dusika se uporabljajo tudi inaktivirane kvasovke ali kvasni avtolizati,
ki se dodajajo poleg DAP-a (Iland in sod., 2021). Pri uporabi teh hranilnih dodatkov je nujno upostevati
navodila proizvajalcev in zakonodajo — pri tem ne smemo pozabiti niti na potencialni izvoz vina v drzave z

morda druga¢no zakonodajo od drzave pridelovalke, na kar morajo biti vinarji tudi pozorni.
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V praksi je pomembno, da vinarji na za¢etku fermentacije omogocijo kvasovkam, da privzamejo naravno
prisotne aminokisline, saj proizvedeni etanol kasneje zavira absorpcijo aminokislin. Dejavnika, ki lahko
negativno vplivata na zgodnji privzem aminokislin, sta preseZena koncentracija dodanega anorganskega
dusika (npr. DAP-a) v most in bistrenje mosta z bentonitom (sredstvo za bistrenje mosta/vina) v zgodnjih
fazah fermentacije. Amonijevi ioni so za kvasovke zaZelen vir dusika, saj jih lahko absorbirajo lazje kot
aminokisline, ki zahtevajo dodatne reakcije za spros¢anje dusika. Zgodnje dodajanje amonijevih ionov
spodbuja rast kvasovk in tako povecuje potrebo po dusiku pozneje med fermentacijo. Cezmerna uporaba
DAP-a lahko pripelje do zakisanosti vina, ker kvasovke privzamejo spremljajoée vodikove ione, nato pa se
izlo¢ajo v medij, da ohranijo celi¢no citoplazmo pri nevtralnem pH-ju (O’Kennedy in Reid, 2008).

Bentonit veZe beljakovine in aminokisline precej nespecifiéno. Dodatek bentonita v zacetnih fazah
pridelave vina lahko odstrani aminokisline, ki so klju¢ne za delovanje kvasnih celic. Nekatere aminokisline
so tudi pomembni prekurzorji arom, tako da se z njihovo odstranitvijo iz soka lahko odstranijo arome vina
in zmanj$a kakovost vina. Zato je priporodljivo stabilizirati beljakovine med fermentacijo $ele, ko kvasovke

absorbirajo najvedjo koli¢ino aminokislin (O’Kennedy in Reid, 2008).

Kdaj je treba dodati DAP?

DAP se lahko doda kot enkraten odmerek ali vetkrat med fermentacijo. Ce se DAP doda na zadetku
fermentacije, lahko povzro¢a zmanjsan vnos aminokislinskega (ali malih peptidov) dusika. Dodatek
amonijevih ionov zgodaj med fermentacijo bo delno zaviral privzem dusika aminokislin, saj je amonijev
ion eden najenostavnejsih virov dusika za kvasovke. Poleg tega presezek dusika na zacetku fermentacije
spodbuja rast in razmnozevanje kvasovk ter tako povecuje potrebo po dusiku pozneje med fermentacijo.
Povecana je tudi presnova kvasovk in ustvarjanje toplote, ki se spros¢a med reakcijo alkoholne fermentacije.
Ce dodatek dusikovih hranil ni nadzorovan, je mozen nenaden porast temperature, znan kot vroc¢inski vrh,
ki lahko povzro¢i poskodbe kvasovk in s tem zmanjsa njihovo sposobnost prezivetja, zlasti proti koncu
fermentacije. Ve¢ina mostov naravno vsebuje zadostno koli¢ino dusika za zadetek fermentacije, razen ce je
grozdje okuzeno s plesnijo.

V praksi se najpogosteje dodaja kar pri inokulaciji kvasovk, kar pa lahko spodbudi rast kvasovk
Nesaccharomyces. Nekateri strokovnjaki predlagajo dodajanje DAP-a 48 in 72 ur po inokulaciji kvasovk
v eksponencialni fazi rasti (v prvi tretjini fermentacije ali pri proizvodnji H»S) (Mendes-Fereira in sod.,
2010; Thomas in sod., 1993). Vos in sod. (1978) ter Sablayrolles in sod. (1996) so pokazali, da je enkraten
odmerek, dodan sredi fermentacije, enako ucinkovit kot enkraten odmerek na zacetku fermentacije.
Beltran s sod. (2005) je ugotovil, da je dodatek amonijaka pozno v fermentaciji nezazelen, ker kvasovke
Sacharomyces v tej fazi ne porabljajo anorganskega dusika. Cezmerna koli¢ina amonijaka v vinu pa lahko
spodbuja rast kvarljivih mikroorganizmov po koncani fermentaciji.

Koli¢ina in ¢as dodajanja DAP-a grozdnemu mostu lahko vpliva na presnovo aminokislin. Ko se
koncentracija amonijaka zmanjsa, se shranjene aminokisline presnovijo, kar lahko vodi v slabso kakovost
vina. Pomanjkanje amonijaka lahko povzrodi ne le nastanek H)S, ampak tudi se¢nine ali vecjih koncentracij
visjih alkoholov (glejte Sliko 4). Preprecevanje tvorbe HoS ni edini namen dodajanja dusika. HS lahko

vedno odstranimo bodisi s pretokom in zrac¢enjem bodisi z enoloskimi ¢istili, ne moremo pa odstraniti
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nastale se¢nine in visjih alkoholov. Med fermentacijo je treba dodati amonijak v pravih koncentracijah
ob pravem ¢asu, da se omogo¢i optimalen vnos aminokislin in amonijaka v celice kvasovk. Upostevati je
treba zacetno vrednost YAN-a v grozdnem mostu, metabolizem kvasovk in izbrano vrsto kvasovk. Vsako
fermentacijo je treba obravnavati lo¢eno, ne moremo posplosevati, saj ima grozdni sok (most) druga¢no
sestavo, razli¢ni pa so tudi drugi pogoji fermentacije. Upravljanje vsebnosti dusika je torej pomemben
dejavnik pri pridelavi kakovostnega vina (Ugliano in sod., 2007). Raziskave, ki so jih objavili Vos in sod.
(1978) ter Vos in Gray (1979), so pokazale, da dodatek DAP-a v most ni pomemben samo pri zagotavljanju
optimalne ucinkovitosti fermentacije, ampak pomembno vpliva tudi na profil arome in okusa vin. Ce se
fermentacija zaklju¢i z majhno koli¢ino proizvedenega HjS ali brez njega, to ne pomeni, da je bila uspesna
z vidika arome in okusa vina.

Pomembno si je tudi zapomniti, da zvi$anje temperature fermentacije pove¢a potrebo po dusiku, saj se
pri visji temperaturi spodbuja rast kvasovk, fermentacija je hitrej$a in torej vedja poraba dusikovih spojin v
izgradnji novih celic. Ce je dodatek dusika v mostu neustrezen, je tudi potencialno nastajanje HS v mostu
vedje pri visjih temperaturah. Absorpcija dusika v kvasovke je odvisna od razpoloZljivosti kisika v mostu/
drozgi. Dodajanje kisika mostu (npr. s prec¢rpavanjem) lahko pospesi absorpcijo dusika, drugace kot pri
fermentacijah, ki potekajo v anaerobnih pogojih. Vegje ko so zacetne koncentracije grozdnega sladkorja,
vedje bodo potrebe po dusiku. Kljub temu dodajanje prevelikih koli¢in amonijaka med fermentacijo ni
priporocljivo. Cezmerni dodatki amonijaka lahko povzrodijo prisotnost neasimiliranega amonijaka na
koncu fermentacije. To lahko vpliva na mikrobno stabilnost vina. Mle¢nokislinske bakterije ne morejo
asimilirati amonijaka, lahko pa to storijo razli¢ni mikroorganizmi, ki povzrocajo kvarjenje, npr.
Brettanomyces. Prevelik dodatek DAP-a lahko vinu daje slan okus ter povzrodi nastajanje etil acetata in
v¢asih sulfidov (zaradi neravnovesja v razmerju pantotenske kisline in YAN-a). Nezadostne koncentracije
dusika lahko povzrocijo redukcijske arome v vinu, pa tudi prevelike koncentracije neprijetno disecih visjih
alkoholov in majhne koncentracije prijetno diSe¢ih estrov. Preve¢ dodatkov lahko spodbudi proizvodnjo
etil acetata in jantarne kisline v kvasovkah. Ceso prisotni v preveliki koncentraciji, lahko negativno vplivajo
na organoleptiko vina. Zmerni dodatki torej zagotavljajo optimalno ravnovesje prijetnih diSe¢ih estrov in
vi§jih alkoholov ter odsotnost negativnih arom, povezanih s previsokim ali prenizkim YAN-om. Iz tega je
razvidno, da je treba strogo nadzorovati dodajanje dusika med fermentacijo in da standardno dodajanje
DAP-a (npr. 30 g/hL) ali enkraten dodatek samo na podlagi vrednosti YAN-a ne bo zadovoljiva resitev (Vos
in sod., 1978; Vos, 1993).

Povezava med pomanjkanjem dusika in nastajanjem neprijetnega
vonja po zveplu

Obstaja obratno sorazmerje med pomanjkanjem dusika in nastajanjem vodikovega sulfida, tj. manj ko je
dusika, ki ga kvasovke lahko asimilirajo, ve¢ bo nastalo vodikovega sulfida (kar je Ze objavljeno v $tudiji
avtorjev Jiranek in Henschke, 1991). V najslabsem primeru pomanjkanje asimilacijskega dusika lahko
ustavi fermentacijo. To se zgodi, ker je razpolovna doba beljakovin (v citoplazemski membrani), ki
transportirajo sladkorje v celice kvasovk, priblizno Sest ur in se redno razgrajujejo, zato je za sintezo novih

transportnih beljakovin potreben asimilacijski dusik. Ce za sintezo aminokislin in kasnejSo sintezo



52 | METABOLIZEM DUSIKA - BIOKEMIJSKE PRETVORBE

beljakovin nimamo asimilacijskega dusika, transportnih beljakovin ni mogode proizvesti in sladkorja ni
mogoce transportirati v kvasno celico. Vendar pa se transport sladkorja v kvasno celico popolnoma zaustavi
Sele 50 ur po popolni porabi dusika. Pri pomanjkanju dusika za kvasovke med fermentacijo ve¢inoma
nastane zveplu podoben neprijeten vonj, kot so na primer vodikov sulfid, merkaptani in acetatni estri, ki
vsebujejo Zveplo (Jiranek in Henscke, 1991). Te spojine za¢nejo nastajati 30 minut po porabi amonijaka.
Vodikov sulfid in merkaptane iz pokvarjenih vin u¢inkovito odstranijo pre¢rpavanja in tretmaji z bakrom,
vendar acetatni estri, ki vsebujejo zveplo, ostanejo v konénih vinih, kjer s¢asoma hidrolizirajo v vodikov

sulfid in merkaptane; to pa pomeni tezavo v Ze stekleni¢enem vinu.

Vzroki za nastanek neprijetnih vonjev v mostu in vinu

Ce fermentacija poteka brez tezav, je najpomembnejsi vir proizvodnje vodikovega sulfida redukcija sulfata
po sulfat reducirajo¢i poti. Kvasovke uporabljajo proizvedeni vodikov sulfid za biosintezo aminokislin, ki
vsebujejo Zveplo (metionin in cistein). V odsotnosti znotrajceli¢nih virov dusika se proces redukcije sulfata
ali sulfita nadaljuje, pri ¢emer nastane presezek H»S, ki ga ni mogode vgraditi v aminokisline in se nato
izlo¢i v medij - to je fermentirajo¢i most. To nam pomaga razumeti, zakaj pravocasen dodatek dusika
pomaga odpraviti vonj po H,S v fermentiranem mostu, ¢e ga zaznamo dovolj zgodaj. Zgodnje nastajanje
majhnih koli¢in H2S v mostu ni nujno problem za kakovost vina, saj lahko kvasovke $e vedno prevzamejo
dodan dusik in ga porabijo za sintezo aminokislin. Ogljikov dioksid (CO3), ki je nastal med fermentacijo
in izhaja v prostor, pa lahko pomaga pri odstranjevanju H»S iz mosta. Za kakovost vina je bistvena koli¢ina
vonjev, podobnih Zveplu, ki ostanejo na koncu fermentacije zaradi pozne porabe dusika in kvasovk, ki niso
ucinkoviti pri sprejemanju dodanega dusika in proizvajanju zadostne koli¢ine CO> (Jiranek in Henscke,
1991).

Velike koli¢ine Zveplovega dioksida (SO3) (ve¢ kot 80 ppm), ki se dodajajo pri pecljanju in drozganju
mosta, lahko pospesijo nastanek Zveplu podobnih vonjev, saj zveplovemu dioksidu omogocijo, da vstopi
neposredno v celico kvasovk, tako da se izogne sulfat reducirajo¢i poti. Vendar pa tako veliki dodatki v
zaletnih fazah pridelave vina niso obi¢ajna praksa, saj lahko inhibirajo metabolizem kvasovk.

Na nastanek neprijetnega vonja po zveplu lahko vpliva tudi motnost mosta/vina, ki jo izrazamo v
enotah NTU (angl. Nephelometric Turbidity Unit). Motnost se, v odvisnosti od tipa pridelanega vina, giblje
med 50 in 250 NTU. Naceloma velja, da manjsa ko je motnost mosta, bolj izraZena je kasneje aromatika
pridelanega vina. Ce je NTU prenizek (manj$a motnost mosta), je most verjetno osiromasen s hranilnimi
snovmi, kar ima za posledico nizek YAN in lahko povzro¢i neprijeten vonj po Zveplu. Previsoka motnost pa
po drugi strani lahko povzro¢i nastanek neZelenih arom po Zveplu (Zoecklein, 2008).

Postopki pridelave vina, kot je npr. hladna maceracija, lahko pospesijo rast kvasovk Nesaccharomyces
(npr. Kloeckera spp). Ta rast lahko povzrodi porabo naravno prisotnih aminokislin in mikrohranil, kar
bi lahko vplivalo na proizvodnjo HjS. Drugi viri nastanka neprijetnega vonja, podobnega Zveplu, so
lahko razgradnja metionina kot vira aminoskupine, pomanjkanje pantotenske kisline (vitamina) v mostih
z visoko vsebnostjo YAN-a ter zmanj$anje vsebnosti elementarnega Zvepla, ki se uporablja kot fungicid

v vinogradih, ali pa uporaba fitofarmacevtskih sredstev, ki vsebujejo Zveplo. Ob obi¢ajnem poteku
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fermentacije (to je brez tezav, upocasnitev ipd.) omenjeni dejavniki ne pripomorejo bistveno k nastanku
H,S (Wang in sod., 2003; Zoecklein, 2008).

Vloga dusika v metabolizmu hlapnih spojin

Poleg etanola in ogljikovega dioksida, ki sta glavna produkta alkoholne fermentacije, kvasovke proizvajajo
Se Sirok spekter sekundarnih metabolitov, kot so na primer estri, hlapne mascobne kisline, visji alkoholi
in hlapne Zveplove spojine. Ti metaboliti pomembno prispevajo k okusu in aromi vina. Kvasovke vrste S.
cerevisiae obi¢ajno uporabljajo amonijak ali glutamin kot glavna vira dusika. Ce pa zmanjka teh virov, lahko
kvasovke za¢nejo razgrajevati asimilirane aminokisline po Ehrlichovi poti (Slika 5), da bi izpolnile svoje
potrebe po dusiku.

Po Ehrlichovi poti iz dusikovih spojin neposredno nastajajo nekatere fermentacijske arome, kot so visji

alkoholi in acetatni estri (Slika 5).

Slika 5. Ehrlichova
pot razgradnje
aminokislin pri

kvasovkah
AK -keto kisli Idehi iji alkoholi o
a-keto kisline aldehid visji alkoholi (prirejeno po

OH

. ., O O 0 Cordente in sod.,
H2N O transaminacija H dekarboksilacija )J\ redukcija H/\OH 20']9)_ Ustvarjeno
R OH R™ "H v BioRender.
Radovanovic
Vukajlovi¢, T.
(2025)
anabolna pot AK piruvat ——> acetil-Co https://BioRender.
com/32sczl6.
centralni metabolizem ogljika (sladkoriji) /J\\
R07N0

acetatni estri

Ehrlichova metabolna pot v treh korakih:

1. transaminacija aminokislin v alfaketokisline
2. dekarboksilacija alfaketokisline v aldehid

3. konverzija aldehida v kislino ali visje alkohole

Pri deaminaciji (transaminaciji) aminokislin (reakcija odstranitve aminoskupine) iz ostanka ogljikove verige
nastanejo visji alkoholi, ki se z encimom acetiltransferazo pretvorijo v acetatne estre. Visji alkoholi lahko
nastanejo po Ehrlichovi poti razgradnje dusika (Slika S) ali pa poti metabolizma ogljika, ki je anabolna pot.

Visji alkoholi lahko v velikih koncentracijah (vedji od 300 mg/L) negativno vplivajo na organolepti¢ne
lastnosti ter kakovost vina. V manjsih koli¢inah pa lahko pozitivno prispevajo k aromi vina. Nekateri visji
alkoholi imajo prav tako zelo pomembno vlogo pri tvorbi aromatskih estrov, zato je uravnavanje razgradnje

aminokislin klju¢no za vzpostavljanje ravnoteZja. To bi lahko pojasnilo, zakaj so nekatere sorte grozdja v
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primerjavi z drugimi dovzetnej$e za razvoj dolocenih arom in okusov ali ugodnejse za tvorbo HjS (tako
imenovano reduktivno grozdje). Poleg tega bi to pojasnilo sezonske razlike v vinogradnih pri pridelavi iste

sorte grozdja.

Druge dusikove spojine v mostu in vinu

Dejavniki rasti ali vitamini

Vitamini so rastni faktorji, ki sodelujejo pri presnovi kvasovk. Nekatere vitamine kvasovke sintetizirajo
same, nekatere pa morajo pridobiti iz gojis¢a. Grozdni most obic¢ajno vsebuje zadostno koli¢ino vitaminov
za nemoten potek fermentacije, vendar je pod dolo¢enimi pogoji mozno njihovo pomanjkanje. Vitamini
delujejo kot kofaktorji v encimskih reakcijah in se med reakcijo kemijsko ne spremenijo (Castor, 1953),
zato jih je mogoce uporabiti veckrat. Pomanjkanje vitamina je mozno iz razli¢nih razlogov, na primer
zaradi okuzbe s plesnijo (npr. Botrytis) na grozdnih jagodah in s ¢ezmernimi dodatki DAP-a (ki povzroca
neravnovesje vitaminov, ne pa nujno njihovega pomanjkanja). Zaradi okuzbe s plesnijo iz grozdnih jagod
se pred trgatvijo izérpajo razli¢na hranila, kar je eden od razlogov, zakaj so fermentacije iz botriti¢nega ali
gnilega grozdja skoraj vedno problemati¢ne. V takih primerih je pri fermentaciji treba dodajati hranila za
kvasovke.

Najpomembnejsi vitamini pri alkoholnem vrenju so biotin, tiamin in pantotenska kislina. Dodatek
biotina v most lahko poveca populacijo kvasovk in pospesi fermentacijo. Biotin ima pomembno vlogo pri
presnovi sladkorja, dusika in mas¢obnih kislin. Kvasovka ne more rasti brez biotina, a je na sre¢o za rast
potrebna zelo majhna koncentracija (1 ug/L). Za doseganje optimalne rasti in Zelene proizvodnje hlapnih
arom (prave koncentracije visjih alkoholov in estrov) je potrebna vedja koncentracija (10 ug/L). Grozdni
most obicajno vsebuje 0,6-60,0 pg/L biotina (Evers in sod., 2021). Tiamin (vitamin Bj) je pomembna
sestavina mosta in se delno razgrajuje zaradi dodatka sulfita, ki preprecuje pojav nezelenih organizmov.
V EU-ju je dovoljen dodatek tiamina do 50 mg/hL. Piridoksin (vitamin Bg) ima vlogo v metabolizmu
aminokislin — z dodatkom sredstev za bistrenje se zmanjsuje koli¢ina tega vitamina. Ob pomanjkanju
pantotenske kisline in piridoksina je mozna tvorba neZelenih spojin, kot sta ocetna kislina in HS (Xing in
Edwards, 2006).

Biogeni amini

Biogeni amini so dusikove spojine, ki nastanejo iz aminokislin v reakciji dekarboksilacije z
mle¢nokislinskimi  bakterijami. V' vinu so najpogosteje prisotni histamin, putrescin, kadaverin,
feniletilamin in drugi. Na vsebnost biogenih aminov po eni strani vplivajo pogoji pridelave vina, tehnike
vinifikacije, staranje vina, kmetijske prakse in podnebne razmere (Ortega-Heras in sod., 2014), po drugi
strani pa vrste mikroorganizmov (ki jih proizvajajo z encimi dekarboksilazami), vsebnost prekurzorjev
aminokislin v mediju, pa tudi parametri vina (pH, koncentracija alkohola, prisotnost Zveplovega dioksida),
ki vplivajo na rast bakterij. Vsebnost teh spojin je v enologiji klju¢na, saj so pomembni pokazatelji kakovosti
vina (Smit in sod., 2008; Moreno-Arribas in sod., 2010; Ortega-Heras in sod., 2014).
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Uvod

Fenolne spojine so spojine, ki prispevajo k organolepti¢nim lastnostim vina, zlasti barvi, trpkosti in
grenkobi. Kemijsko imajo fenolne spojine vsaj en fenolni obro¢ z vsaj eno hidroksilno skupino (Waterhouse
in sod., 2016). V enoloskokemijski literaturi za to skupino sekundarnih metabolitov najdemo tudi izraze,
kot so polifenoli, biofenoli.

Fenolne spojine v vinu lahko razdelimo v dve skupini: neflavonoidne in flavonoidne fenolne spojine (He
in sod., 2012a). Flavonoidi so najpogostejse fenolne spojine v grozdju in vinih. Druzina flavonoidov se
nadalje deli na podskupine flavonov, flavanolov, flavanonov in antocianov. Neflavonoidne fenole pa delimo
na fenolne alkohole, fenolne kisline, hidroksicimetne kisline in stilbene (Waterhouse in sod., 2016).

Po Macheixu (1990) antociani vklju¢ujejo antocianidine in glikozilirane derivate antocianidinov —
antocianine. Antocianidini so v naravi le redko prisotni in nastajajo v vzorcih najveckrat zaradi priprav
bioloskih vzorcev za analizo. Brez glikozilacije so namre¢ zelo nestabilni in kmalu razpadejo (Macheix,
1990).

Naravno prisotni antociani so torej glikozilirani derivati aglikonskih delov antocianidinov.
Najpogostejse antocianidine med njimi poznamo pod imenom delfinidin, petunidin, cianidin, peonidin in
malvidin. Med sabo se razlikujejo po barvi, ki jo odraza stopnja hidroksilacije in metoksilacije obro¢a B -
mesti R1 in R2 na fenolnem obro¢u (Slika 1). Nadaljnja raznolikost antocianov iz vina/grozdja je posledica
acilacije glikozidno vezane glukoze s hidroksicimetnimi kislinami (kavna kislina, p-kumarna kislina) ali
alifatskimi kislinami, kot je ocetna kislina (He in sod., 2010; Lorrain in sod., 2013; Panche in sod., 2016;
Waterhouse in sod., 2016). Antociani so naravni pigmenti, odgovorni za rde¢o, modro in vijoli¢no barvo
sadja, zelenjave, roz in zelis¢. Njihovo ime izhaja iz gr$kega anthos, kar pomeni roza, in kyanos, kar pomeni
modro (Welch in sod., 2008).
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Rdeca barva vin in grozdja izvira iz antocianov, ki so znacilni predvsem za rdee sorte grozdja. Ve¢inoma
se nahajajo v jagodni kozici, razen pri nekaterih sortah grozdja z obarvanim mesom. V pridelavi rde¢ih
vin se po drozganju in med maceracijo izlo¢ajo v most in vino. Med maceracijo se izplen antocianov
povecuje, vendar je odvisen tudi od fenolne zrelosti grozdja. Grozdje sort Vitis vinifera L. vsebuje ve¢inoma
monomerne antociane, kot so -3-O-monoglikozidi delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina in
malvidina. Najbolj zastopan antocian v rde¢em vinu sort Viris vinifera L. je malvidin-3-O-glukozid, ki ima
na mestu R1 in R2 metoksi skupino (sledi -3-O-glukozid peonidina, ki imata eno prosto skupino -OH na
B-obrocu (Freitas in sod., 2017; He in sod., 2010; Lorrain in sod., 2013) (Tabela 1). Pri sortah, ki niso V7zzs
vinifera L., pa se glikozilacija zgodi na mestih 3 in 5 (Sabra in sod., 2021).

Celokupna koncentracija antocianov v vinih je sortno pogojena. Waterhouse (2002) je ocenil, da je
koncentracija v mladih vinih najveckrat okoli 500 mg/L, v staranih vinih pa 90 mg/L (Waterhouse, 2002).
V' nekaterih primerih lahko skupna koncentracija preseze 2000 mg/L. Med razliénimi sortami se
koncentracije antocianov lahko zelo razlikujejo (Nikfardjam in sod., 2006). Nikfardjam in sod. (2006) so
izvedli raziskavo, v kateri so ugotovili, da je povpre¢na koncentracija monomernih antocianov 831 mg/L
v vinu sorte cabernet franc, medtem ko je bila koncentracija v vinu pinot noir 447 mg/L. Povpreéna
koncentracija v portovcih je bila 1642 mg/L (Nikfardjam in sod., 2006). Koncentracije posameznih
antocianov zelo variirajo, v vecini vin pa je prisoten malvidin-3-O-glikozid kot glavni prosti antocian
(Lorrain in sod., 2013). Osnovna struktura glikoziliranih antocianov je prikazana na Sliki 1. Sladkorji so
vezani prek glikozidne vezi na mestu C-3, diglikozidi pa tudi na mestu C-5 antocianidina. V grozdju in vinu
so glikozilirani z glukozo. Antocianini so razirjeni v rde¢em in modrem sadju ter zelenjavi, njihova vsebnost
v rastlinah pa je med vrstami zelo razli¢na. Poleg glikozilacije z glukozo se pojavljajo $e drugi sladkorji, med

njimi galaktoza, ramnoza, arabinoza in ksiloza (Merecz-Sadowska in sod., 2023).
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Med seboj se razlikujejo glede na to, kateri skupini sta vezani na obro¢ B (Tabela 1) na mestih R1 in
R2 (Slika 1). Njihov izplen pri pridelavi vina je odvisen od sorte grozdja, zrelosti, sezonskih razmer,
vinogradniskih praks, lege vinogradov in samih tehnoloskih parametrov pridelave vina. Koncentracija
antocianov v vinu je namre¢ odvisna tudi od pogojev fermentacije, kot so temperatura med fermentacijo
ter ¢as in temperatura maceracije. Prisotnost skupnih antocianov in posameznih antocianov pa se v vinih
spreminja tudi med staranjem vina (Champ in Kundu-Champ, 2019; He in sod., 2012a; Minnaar in sod.,

2018).

Tabela 1. Kemijske strukture najpogostejsih antocianov v rdetem grozdju in vinu (R1 in R2 v povezavi s Sliko 1).

Antocianin StrukturaR! | Strukeura R
delfinidin-3-O-glikozid | OH OH
cianidin-3-O-glikozid | OH H
petunidin-3-O-glikozid | OH OCHj3
peonidin-3-O-glikozid | OCHj3 H
malvidin-3-O-glikozid | OCHj3 OCHj3

Antociani se pri mletju in drozganju Ze izlo¢ajo v grozdni sok ter Ze takrat za¢nejo reagirati z drugimi
spojinami vina, kot so drugi fenoli, pa tudi polimerne spojine, kot so polisaharidi, ki pomagajo zas¢ititi
monomerne antociane pred razbarvanjem zaradi kislega pH-ja mosta, ki je po navadi v obmodju 3,1 - 3,6
(Boulton in sod., 1996; Moreno in Peinado, 2012).

To lahko opazimo s spremembo barve iz zacetne modrovijoliéne barve v temno rdeco barvo, kar
imenujemo kopigmentacija. Gre za pomemben pojav v pridelavi rdecih vin, saj vpliva na barvno stabilnost

in intenzivnost vina v razlicnih Zivljenjskih obdobjih. Kopigmentacija je kemijska interakcija med
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antocianini, naravnimi pigmenti v grozdnih jagodah in brezbarvnimi fenolnimi spojinami, kot so flavonoli
ali hidroksicimetne kisline, ter drugimi spojinami vina. Kopigmentacija izbolj$a barvo vina, tako da poveca
absorpcijo svetlobe (hiperkromni udinek) in premakne barvni odtenek v modrordeée tone (batohroni
premik). Ta interakcija ohranja intenzivno barvo v zgodnjih fazah staranja vina, ko so antociani e v
velikih koncentracijah (Boulton in sod., 1996; Moreno in Peinado, 2012). Kopigmentacija tako omogoca
pridelovalcem rdecih vin izbolj$anje vizualne kakovosti vina, povecuje njegovo stabilnost in podaljsuje
trajnost barvne intenzitete, kar je klju¢no za trzno privlaénost vina.

Reakcije antocianov z drugimi spojinami se nadaljujejo tudi pri fermentaciji in maceraciji, ko zaénejo
reagirati z drugimi produkti fermentacije in grozdja ter fenolnimi spojinami. Poznavanje teh sprememb
lahko pomaga vinarju izboljsati kakovost vina oz. spremembe v vinu glede na ¢as. Te spremembe so e
posebej vidne v rahleje obarvanih rdecih ali rosé vinih, pri katerih barvne note prehajajo iz lepe rdece ali
roznate barve (pri roséjih) v ope¢nate tone.

Tudi med zorjenjem in staranjem vina antociani nadalje reagirajo z drugimi spojinami v vinu, kar
povzro¢i nastanek novih pigmentov. Imenujemo jih piranoantociani. Med njimi so najbolj poznani vitizini
in vinilfenolni piranoantociani. Zaradi prisotnosti teh spojin se spreminja barva vina med staranjem
(Alcalde-Eon in sod., 2006; He in sod., 2012b), saj je zanje znacilna vedja intenzivnost barve, poleg tega so
stabilnejSe v kemijskem okolju vina (¢e vino razumemo kot raztopino). Manj so dovzetne za spremembe v
vrednosti pH in koncentraciji kisika, odpornejse pa na razbarvanje z zveplovim dioksidom in temperaturo
(Freitas in sod., 2017). Zato so te spojine zanimive tudi kot moZna naravna barvila v drugih Zivilskih
izdelkih.

Pri sintezi piranoantocianov so kvasovke s spro$¢anjem metabolitov, prekurzorjev za nastanek
vinilfenolnih piranoantocianov, zelo pomembne (Bozi¢ in sod., 2020a); prikazano na Sliki 2. Kvasovke
z visoko aktivnostjo encima hidroksicinamatna dekarboksilaza (HCDC) lahko dekarboksilirajo fenolne
spojine hidroksicimetne kisline v reaktivne vinilfenole, ki se kondenzirajo z antocianini, tako da nastanejo
piranoantociani. Hidroksicimetne kisline p-kumarna, kavna, ferulna, sinapinska kislina lahko tudi
neposredno reagirajo z antocianini, a ta mehanizem poteka pocasi med staranjem vina (Sudrez-Lepe in
Morata, 2012).
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Kvasovke lahko pomembno pripomorejo tudi k izgubi barve vina. Sestava in poroznost celi¢nih sten
fermentiranih kvasovk lahko povzro¢i znatno adsorpcijo hlapnih spojin oziroma adsorpcijo antocianinov
na celi¢ne stene. Ta lastnost je $e posebej pomembna pri sortah grozdja z manjo vsebnostjo antocianov, kot

je modri pinot (Morata in sod., 2005).

Metode za dolocanje antocianov in piranoantocianov v
vinu

Pri analizi fenolov in antocianov v vinu se uporabljata dva glavna pristopa. Prvi temelji na dolo¢anju skupne
vrednosti monomernih antocianov z razliénimi spektrofotometri¢nimi metodami. Drugi pristop pa na
uporabi separacijskih metod z razli¢nimi sistemi za odkrivanje, kvantifikacijo in prepoznavanje antocianov
in piranoantocianov v vinih in drugih matricah.

Kljuéno pri analizi antocianov in piranoantocianov je ustrezna predpriprava vzorcev na analizo, ki mora
imeti ¢im boljsi izplen, ¢im bolje mora ponazarjati dejansko stanje v naravi, seveda pa mora biti tudi
cenovno ustrezna glede na namen tovrstnih analiz vina.

Predpriprava vzorcev vklju¢uje postopek ¢is¢enja vzorcev in predkoncentracije zlasti pri dolo¢anju
piranoantocianov, saj so ti prisotni v manjsih koncentracijah v primerjavi z antociani in zaradi
kompleksnosti vinske matrice, ki lahko prekrije spojine, v manjsih koncentracijah. Najpogostejsi metodi

priprave vzorcev sta ekstrakcija tekoce-tekoce (LLE) in ekstrakcija na trdnem nosilcu (SPE). Poznamo
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ve¢ razli¢nih pristopov, ki se razlikujejo v uporabi organskih topil in razliénih sorbentov. Ekstrakcija na
trdnem nosilcu omogoca vedjo avtomatizacijo postopkov, hitrejSo obravnavo vecjega Stevila vzorcev, in tudi
enake pogoje ekstrakcij. Pri pripravi vzorcev vina se najpogosteje uporablja zgolj predhodna filtracija brez
predhodne dodatne obdelave vzorcev (Aleixandre-Tudo in sod., 2017; Blanco-Vega in sod., 2014; He in
sod., 2012a; Lorrain in sod., 2013).

Spektrofotometriche metode za dolocanje antocianov in
piranocantocianov v vinu

Za dolo¢anje skupnih vrednosti monomernih antocianov se uporabljajo spektrofotometri¢ne metode,

nastete v nadaljevanju.
* Diferencialna metoda glede na pH

Metoda izhaja iz dejstva, da monomerni antociani reverzibilno spreminjajo strukturo in barvo v odvisnosti
od pH-ja. Tako je razlika absorbance pigmentov pri 520 in 700 nm ter pri pH 1 in 4,5 proporcionalna
koncentraciji antocianinov. Za prera¢unavanje v koncentracijo se uporablja molski ekstinkcijski koeficient

antocianina (glavnega) v izbrani raztopini.
* Metoda s klorovodikovo kislino

Metoda se uporablja za oceno skupne vsebnosti antocianov. Vzorci vina se razred¢ijo v 1-M raztopini HCL
Cez ¢as (30 min) se izmeri absorbanca pri valovni dolzini 520 nm. Obicajno se uporabijo 20- ali S0-kratne

razred¢itve. Koncentracije antocianov se izrazijo kot ekvivalenti malvidin-3-O-glikozida (mg/L).
* Metoda razbarvanja z metabisulfitom (angl. Bisulfite bleaching method)

Metoda temelji na dveh kemijskih lastnostih antocianov: na odvisnosti od pH-ja in u¢inku razbarvanja.
Metoda podaja kvantitativne informacije o skupni koncentraciji rde¢ih pigmentov. Pri tem uposteva
lastnosti metabisulfita, ki ga ima na barvne pigmente. Antociane razbarva, medtem ko se polimerni
pigmenti ne razbarvajo, ker so odpornejsi na razpadanje v prisotnosti SO2. Absorbanca vzorca, ki se
tretira z bisulfitom, se primerja z absorbanco netretiranega vzorca pri 520 nm. Antociani so izrazeni
kot ekvivalenti malvidin-3-O-glikozida (mg/L). Metoda poda informacije o skupni vsebini monomernih
antocianov ob odstetju polimerne frakcije (Aleixandre-Tudo in sod., 2017; Giusti and Wrolstad, 2001).
Piranoantociana, kot sta vitizin A in vitizin B, se ob prisotnosti bisulfita ne razbarvata in sta izrazena kot
polimerna barva. Po tej metodi lahko rezultati pokazejo preveliko koncentracijo antocianov, ker na nekatere
polimerne pigmente vpliva tudi u¢inek razbarvanja (bolj izrazeno v mladih vinih). Pri staranju vin nastanejo

kompleksnejsi pigmenti, ki so manj ob¢utljivi za SO, (Aleixandre-Tudo in sod., 2017).

Separacijske metode za dolocanje antocianov in piranoantocianov
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vV Vinu

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC) je najpogosteje uporabljena analizna tehnika za
lo¢evanje in separacijo ter prepoznavanje polifenolnih spojin grozdja in vina, med njimi tudi antocianov.
Pri tem se uporabljajo razli¢ni detektorji: masni spektrometer (MS), detektor na niz diod (DAD), UV-VIS
detektor. Najpogosteje se pri potrjevanju uporabijo podatki vseh detektorjev, zlasti ¢e standardne spojine
niso dostopne na trgu.

Trenutno ni enotne kromatografske tehnike, ki bi lahko lo¢ila razli¢ne skupine fenolnih spojin z eno
kromatografsko analizo. Zato moramo, ¢e Zelimo celoten profil fenolnih spojin, optimizirati izbor
stacionarne faze, mobilne faze, gradientno elucijo, temperaturo in hitrost pretoka mobilne faze. Obicajno
se lo¢evanje fenolnih skupin izvaja z reverznofazno kromatografijo, pri kateri se uporabita nepolarna
stacionarna faza in polarna mobilna faza (Lépez-Fernindez in sod., 2020). Polifenolne spojine grozdja in
vina se med seboj razlikujejo v polarnosti, tako da pri reverznofazni kromatografiji iz kolone najprej eluirajo
najbolj polarne spojine in nazadnje najmanj polarne spojine. Vrstni red teh spojin je bil Ze ve¢krat omenjen
in ga lahko najdemo v literaturi — lahko nam tudi pomaga pri prepoznavanju fenolnih spojin grozdja in
vina (Kalogiouri in sod., 2022).

Kombinacija, ki se danes najpogosteje uporablja za dolocanje profila antocianov, je tekocinska
kromatografija visoke locljivosti z detektorji na niz diod (DAD detektor), masnim spektrometrom (MS)
ali tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS) (He in sod., 2012a; Lorrain in sod., 2013). Pri uporabi
DAD detektorja prepoznavanje spojin temelji na merjenju UV-VIS spektra spojine, retencijskega ¢asa ter
na primerjavi z retencijskim ¢asom in UV-VIS spektrom analitskega standarda. Glavna pomanjkljivost
DAD detektorja je nezmoznost razlikovanja med spojinami, ki imajo podobne spektroskopske znacilnosti,
¢eprav lahko na podlagi spektrov v UV in VIS obmodju antocianine lo¢imo od flavonolov, flavan-3-olov in
fenolnih kislin. Tezavno je tudi razlikovanje med spojinami, ki koeluirajo pod izbranimi kromatografskimi
pogoji. Kvantifikacija antocianinov poteka z eksterno kalibracijo z antocianinom samim, ¢e je standardna
spojina trzno dostopna, drugace pa antocianine lahko izrazamo kot ekvivalente glavnega antocianina
grozdja in vina, to je malvidin-3-O-glukozid. Na Sliki 3 sta prikazana kromatograma vina modri pinot na
dan steklenicenja (A) in po treh mesecih staranja (B). Prikazana sta UV-VIS spektra malvidin-3-O-glikozida
(spojina je oznaCena s Stevilko 1) in piranoantociana malvidin-3-O-glikozid-4-vinilkatehola (spojina,
oznacena s $tevilko 2). Za malvidin-3-O-glikozid-4-vinilkatehol so prikazani tudi MS, MS?in MS> spektri,
saj komercialni standardi niso na voljo za prepoznavanje. Pri UV-VIS spektru piranoantocianov je viden
ozji absorpcijski vrh, prav tako valovna dolZina, pri ¢emer je maksimalna absorpcija premaknjena, saj
je absorpcijski vrh pri malvidin-3-O-glikozid-4-vinilkateholu 509 nm, medtem ko je pri
malvidin-3-O-glikozidu 526 nm (Bozi¢ in sod., 2020b).
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Slika 3. Primer
kromatograma
vina modri pinot.
Na sliki A je
prikazan
kromatogram pri
520 nm na dan
steklenicenja vina,
na sliki B pa
kromatogram po
treh mesecih
staranja pri 30 °C
(prirejeno po:
Bozicin sod.,
2020b; Topic Bozic
in sod., 2022). Na
desni strani sta
prikazana UV-VIS
spektra
malvidin-3-0-glik
ozida (spojina je
oznacena s
stevilko 1) in
piranoantociana
malvidin-3-0-glik
o0zid-4-vinilkateho
la (spojina,
oznacena s
stevilko 2), ki ima
znacilen ozji
absorpcijski vrh.
Za piranoantocian
malvidin-3-0-glik
o0zid-4-vinilkateho
| so prikazani tudi
MS, MS? in MS
fragmenti, ki
prikazujejo
znacilno
fragmentacijo.

Uporaba HPLC-DAD metod pri prepoznavanju piranoantocianov je zelo omejena, saj komercialni

analizni standardi niso na voljo. Za poglobljenejso analizo antocianov in piranoantocianov se uporablja

HPLC skupaj z masno spektrometrijo (MS) ali tandemsko masno spektrometrijo (MS/MS), ki omogocata

prepoznavanje in kvantifikacijo analitov v vzorcu ali potrditev molekulske strukture. MS temelji na

lo¢evanju analitov glede na njihovo razmerje med maso in nabojem (#2/%2). Poleg metode HPLC se za

separacijo antocianov in piranoantocianov uporablja tudi tekocinska kromatografija ultravisoke lo¢ljivosti

(UPLC). V primerjavi s HPLC-jem so analize krajSe, manjsa je tudi poraba topil (Blanco-Vega in sod., 2014;
Dipalmo in sod., 2016; Lorrain in sod., 2013; Valls in sod., 2009).
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Doloc¢anje barve vina

Spektrofotometricna analiza

Barvo vina dolo¢amo z merjenjem absorbance svetlobe pri dolocenih valovnih dolZinah, obicajno v
obmodju od 400 do 700 nm. Spektrofotometer poslje svetlobo skozi vzorec filtriranega vina, absorbanco
(koliko svetlobe vino absorbira) pa merimo pri razli¢nih valovnih dolZinah. Ce je pri rdecih vinih
absorbanca vzorca prevelika (ve¢ja od 1 AU), je treba vzorec red¢iti s pufrom, ki ima pH enak pH-ju vina, ali
pa uporabimo kiveto s kraj$o opti¢no potjo (1 mm namesto 10 mm). Za rde¢a vina se obi¢ajno uporabljajo
tri klju¢ne valovne dolzine (OIV, 2019):

* 420 nm za rumenkaste odtenke,
* 520 nm za rdec¢kaste odtenke,

* (620 nm za modrikaste odtenke.

S seStevkom absorbanc vseh treh valovnih dolzin dobimo parameter intenzivnost, z razmerjem med
absorbanco 420 nm in 520 nm pa parameter, ki ga imenujemo odtenek (bue). Metoda je enostavna, hitra
in ponovljiva. Primerna je za rutinsko uporabo in omogoc¢a primerjavo med razli¢nimi vzorci vin. Vendar
pa ne uposteva kompleksnosti zaznavanja barve, saj jo dolo¢a samo na podlagi absorbance pri dolo¢enih

valovnih dolZinah. Prav tako ne zagotavlja podatkov o barvnem tonu in nasi¢enosti (OIV, 2019).

Metoda CIE Lab

CIE Lab je barvni prostor, ki temelji na ¢lovekovem zaznavanju barve. Vzpostavila ga je Mednarodna

komisija za osvetlitev (CIE) leta 1976. Barva je opredeljena s tremi koordinatami:

* L*: svetlost oziroma temnost (0 = ¢rna, 100 = bela);
* a": zeleno-rdeca os (negativne vrednosti = zelena, pozitivne vrednosti = rdeca);

* b*: modro-rumena os (negativne vrednosti = modra, pozitivne vrednosti = rumena) (CIE, 2007).

Barva vzorca vina se izmeri s spektrofotometrom ali kolorimetrom, ki podatke pretvori v vrednosti L*, a* in
b*. Te vrednosti omogocajo tridimenzionalno predstavitev barve vina, kar omogoc¢a natan¢no in objektivno
primerjavo med razliénimi vini (Hunter and Harold, 1987; Wrolstad, 2005).

Metoda CIE Lab ponuja popolno sliko barve, vklju¢no s svetlostjo, nasi¢enostjo in odtenkom. Omogoca
natan¢no kvantifikacijo barvnih razlik, kar je pomembno za kakovostno kontrolo in raziskave. Zahteva bolj
sofisticirano opremo in je nekoliko bolj zapletena za izvedbo v primerjavi s klasi¢no spektrofotometrijo.
Poleg tega je drazja (Hunter and Harold, 1987; Wrolstad, 2005).
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Primerjava metode CIE Lab in klasicne spektrofotometrije

Natan¢nost in kompleksnost. CIE Lab je bistveno natanénej$a in uposteva celotno spektralno zaznavanje
barve, medtem ko klasi¢na spektrofotometrija meri le intenziteto svetlobe pri dolo¢enih valovnih dolzinah.

Stroski in zahtevnost. Klasi¢na metoda je cenejsa in laZja za izvedbo, medtem ko je CIE Lab zapletenejsa
in draZja, vendar ponuja podrobnejse podatke.

Uporaba v praksi. Spektrofotometrija je $e vedno $iroko uporabljena v rutinskih analizah zaradi
enostavnosti in stroskovne udinkovitosti, medtem ko se CIE Lab uporablja v raziskavah in za
visokokakovostno kontrolo, kjer je potrebna natan¢na analiza barve (Hunter in Harold, 1987; Wrolstad,
2005).

Vaja

Dolocanje profila antocianov v grozdju in vinu

Priprava vzorcev

Dolocanje profila antocianov v grozdnih kozicah

Grozdne koZice locimo od pesk in pulpe ter jih liofiliziramo do suhega. Tako pripravljene zmeljemo
v terilnici do homogenega vzorca. Tako pripravljen 1 g zmletih in liofiliziranih koZic zmesamo z
20 mL metanola (MeOH) Cistoce HPLC in postavimo v ultrazvocno kopel za 15 min na stresanje.
Uporabimo polietilensko centrifugirko. Sledi centrifugiranje (4 °C, 5 min, 5000 vrt./min).
Postopek ekstrakcije se ponovi stirikrat, pri ¢emer loceno zbiramo supernatant, sediment pa
ponovno izpostavimo ekstrakciji z metanolom v ultrazvocni kopeli.

Supernatant zbiramo in v tako pripravljenem vzorcu odstranimo metanol z odparevanjem v
vakuumskemu izparilniku pri 35 °C do suhega preostanka. Ekstrakt antocianov iz kozic grozdja
ponovno raztopimo v natancno odmerjenem volumnu mobilne faze A (kisla mobilna faza)
metode HPLC in ga filtriramo v viale z 0,45-um PTFE filtrom. Vzorec je tako pripravljen za analizo
HPLC-DAD.

Protokol ekstrakcije fenolnih spojin iz liofiliziranih koZic grozdja:

« V 50-ml centrifugalno epruveto (polietilensko) natehtamo 1 g liofiliziranih koZic grozdja.
« Dodamo 20 mL MeOH (HPLC cistoce).

- Ultrazvocna kopel 15 min.

« Centrifuga: 5 min, 5000 vrt./min (nizka temperatura).

- Zberemo supernatant v ¢aso/steklenico.
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« Postopek ponovimo Se 3-krat.
« Supernatante dopolnimo do 100 mL z metanolom.
« Vzamemo alikvot vzorca ter prenesemo v 4-ml viale za shranjevanje. Shranimo pri—20 °C.

Analiza vin - neposredno injiciranje

Pri tovrstni analizi vina nimamo predpriprave s precisCenjem in koncentriranjem analitov.
Kromatogrami bodo zaradi tega malce grsi, ampak Se vedno dovolj dobri, da iz njih razberemo
podatke o vrhovih polifenolov ter njihovih retencijskih in spektralnih karakteristikah. Taksno
analizo lahko izvedemo le pri analizi HPLC-DAD in ob kombinaciji predkolone s kolono. Vzorce
vina pred analizo HPLC-MS moramo vedno precistiti z ekstrakcijo na trdnem nosilcu (SPE). Vzorec
filtriramo skozi 0,45-um PTFE filter in analiziramo z analizo HPLC-DAD. Tudi pred LC-MS analizo
ni vedno potrebna priprava vzorca, je pa ta priporocljiva, da se zmanjsajo morebitni matricni
ucinki, ki vplivajo na kvantitativno analizo, in da se odstrani morebitne delce iz vzorca ali pa Ce je
potrebno koncentriranje oz. redcenje vzorca. Na Sliki 4 je prikazan primer neposrednega injiciranja

vZorca.
. Slika 4:.
B0 - Kromatogram
| neposrednega
70 4 injiciranja vina
modri pinot
80 (povzeto po Topic
7] in sod., 2017).
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E ]
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Analiza vina - ekstrakcija na trdnem nosilcu

Zaradi kompleksnosti vinske matrice je vCasih potrebna ekstrakcija SPE. Njen namen je ciscenje
in predkoncentriranje vzorcev, kar je pomembno zlasti pri analizi spojin, prisotnih v manjsih
koncentracijah (piranoantociani).

Protokol ekstrakcije na trdni fazi (povzeto po Topic in sod. 2017):
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« Pripravimo 5-% (v/v) MeOH v ddH>0.

« Kondicioniranje kartus SPE-ja (HLB 6 mg, Waters) s 3 ml MeOH in 3 ml ddH,0
(pomembno je, da vse raztopine na kolonice SPE dodajamo pocasi - pretok uravnavamo
tako, da se tekocine izmenjujejo na koli s kapljicami). Pri tem si lahko pomagamo s
pritiskanjem tekocine s pomodjo tlaka (rocno) ali podtlaka z uporabo t. i. manifolda, ki je
prikazan na Sliki 5.

« Pocasi dodajamo 2 mL vzorca vina (filtriranega).

« Speremo necistoCe iz vzorca na kartusi s 5-% (v/v) MeOH, eluent zavrzemo.

« Osusimo kartuso z uporabo tlaka (rocno) ali podtlaka z uporabo t. i. manifolda, ki je
prikazan na Sliki 5 (Ce to izvajamo rocno, enostavno z brizgo veckrat potisnemo zrak skozi
kartuso).

« Izperemo/eluiramo fenolne spojine z 1 ml MeOH v vialo.

« Tako pripravljen ekstrakt v MeOH posusimo do suhega (v izparilniku ali s protitokom
dusika) in suhi preostanek raztopimo ponovno v 1 mL mobilne faze A analize HPLC.
Nastavek za susenje, ki se poveze s tokom dusika, je prikazan na Sliki 6.

Shematski prikaz protokola ekstrakcije na trdnem nosilcu je prikazan na Sliki 7.

Slika 5. Manifold
SPE s primerom
kartus SPE (vir:
Topic Bozic, 2025).
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Slika 6. Izparilnik/
koncentrator
Mini-Vac (vir:
Topic Bozic, 2025).

Slika 7. Shema
I _ protokola za
'zorec vina 2. Filtracija -
. S > 0,45 pm filter PTFE pripravo vzorcev
~ za direktno anah;o
na HPLC-DAD ali
l ¢ l pa s precis¢enjem/
1. Kondicioniranje: 3 mL MeOH, 3 mL koncentraCUO Nna
v T koloni SPE.
Nanos vzorca: 2 mL
Filtracija
0.45 um filter PTFE Spiranje: 5-% MeOH in ddH,0 —
susenje ‘ Faktor koncentracije: 2 ‘
|
v
ELUCIJA: 1 mL, 1

2-% TFA in MeOH ali MeOH

Uparjanje do suhega in
rekonstitucija v 1 mL 0,2-% TFA in
ddH20

v v
Analiza HPLC-DAD Analiza HPLC-DAD

Analiza HPLC-DAD

Za analizo HPLC-DAD se najveckrat uporabljajo metode z lo¢bo na koloni C18. Kolone so razlicne,
vse pa locijo spojine po polarnosti. Locba je odvisna tudi od drugih mehanizmov, ki so odvisni od
tipa kolone. VV tem poglavju opisujemo analizno metodo s kromatografsko kolono Kinetex EVO
(18 (250 x 4,6 mm, 5 pm id) z ujemajoco se predkolono (Phenomenex, Torrance, ZDA) (Bozi¢ in
sod., 2020a).
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Za izvedbo analize najprej pripravimo mobilno fazo A, in sicer tako, da raztopimo 2,2-% HPLC
grade mravljicne kisline (v/v) v dvakrat deionizirani vodi (ddH20). Mobilna faza B je sestavljena
iz 2,2 % mravljicne kisline, 85 % acetonitrila (ACN, HPLC stopnja cistoce), 12,8 % ddHz O (v/v).
Prenesemo 50 mL mobilne faze A v vialo za shranjevanje — da se pripravijo delovne raztopine.
Osnovna standardna raztopina je zaradi stabilnosti pripravljena v MeOH.

Iz predhodno pripravljene osnovne raztopine malvidin-3-O-glikozida (100 mg/L) v MeOH
pripravimo delovne raztopine umeritvene krivulie. Vse standardne raztopine antocianov
pripravliamo v MeOH in shranjujemo tesno zaprte v zmrzovalniku. Tako ostanejo spojine dolgo
nespremenjene. Ce bi jih shranjevali v kislih raztopinah, se s¢asoma razgradijo glikozidne vezi.

Delovne raztopine za umerjanje koncentracije antocianov v nasih vzorcih pripravimo v obmocju
1-500 mg/L (1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 50 mg /L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L). Vse raztopine
so pripravijene v MeOH in tako prenesene v viale HPLC, ki so potem izpostavljene uparjanju
do suhega, cemur sledi rekonstitucija suhega preostanka v mobilni fazi A. Rekonstrukcijo suhih
preostankov naredimo v istem volumnu kot vzorce. Ce je drugace, si zapomnimo, ker je
pomembno pri preracunavanju koncentracij fenolnih spojin.

Potem ko pripravimo vzorce standardnih raztopin, prenesemo alikvot ekstrakta fenolov grozdnih
kozic (500 pL) v vialo HPLC in odparimo do suhega, tako kot smo to naredili pri standardnih
raztopinah (lahko uporabimo avtomatski izparilnik ali protitok dusika). Na Sliki 6 je primer
nastavka za susenje, ki se poveze s tokom dusika. Za susenje se lahko uporabi tudi sistem
MultiVac.

Suhi preostanek vzorca ponovno raztopimo v 500 pL mobilne faze A. Tako pripravljen vzorec
analiziramo s HPLC-DAD.

Tabela 2. HPLC pogoji kromatografske analize.
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Sistem HPLC | Agilent 1200/ Agilent 1100 (lahko je tudi kromatografski sistem drugega proizvajalca)

Kromatografska

T — Kinetex EVO (250 x 4,6 mm, S pm)

Temperatura

kolone AU

Mobilna faza A | 2,2-% mravlji¢na kislina v ddH,O

Mobilna faza B | 2,2-% mravlji¢na kislina, 85-% ACN, 12,8-% ddH , O

Gradient: 0 min 100 % A, 0-5 min 10 % B, 5-20 min 10-35 % B, 20-22 min 35 % B, 22—-26 min

Gradient 35-45 % B, 26-27 min 4560 % B, 27-32 min 100 A
Pretok 1 ml/min

Detektor 520 nm

i

Iz standardnih raztopin pripravimo umeritveno krivuljo v programu za izracun premice. Povrsine
spojin, ki smo jih prepoznali kot antocianine ali piranoantociane, preratunamo v koncentracije v
mg/L, pri cemer upostevamo morebitne redcitvene faktorje. Pri analizi vina podajamo rezultate
v mg/L vina, medtem ko nas pri koZicah zanima mg/kg ali g suhih kozic. Za vinogradnika in
vinarja je sicer najbolj prakti¢en rezultat na kg grozdnih jagod. Ce bi Zeleli prera¢unati na svezo
maso jagod, potem bi morali upostevati natancno koli¢ino mase kozic na kg jagod, in tudi izgubo
vode v procesu liofiliziranja. To doloc¢imo s tehtanjem vzorcev pred samimi koraki predpriprave
bioloSkega vzorca grozdnih jagod.

Za natancne analize je treba vse postopke, ki so vir napake, ponavljati vsaj trikrat in dolociti
napako. Najmanjso napako ima sama kromatografska analiza. Pri podajanju rezultatov je
pomemben podatek, za kakSne ponovitve gre v samem rezultatu - ali gre za ponovitev injiciranja
ali ekstrahiranja, ali pa ze bioloskega vzorca iz vinograda, ki naj ima najmanj 100 jagod.

Protokol za merjenje barve vin

Barva rdecega vina se lahko doloci z UV-VIS spektrofotometrom. Uporabimo kiveto z dolzino



74 | ANTOCIANI, PIRANOANTOCIANI IN BARVA VINA

opti¢ne poti 1 mm. Vzorec filtriramo skozi 0,45-pm filter in odpipetiramo 500 pL. Izmerimo
absorbanco pri treh razli¢nih dolzinah (420, 520 in 620 nm) v skladu z metodologijo OIV (OIV,
2019).

Intenzivnost barve izracunamo kot vsoto absorbanc pri 420, 520 in 620 nm.

Odtenek vina izratunamo kot razmerje med absorbancama pri 420 in 520 nm.
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Uvod

Polifenoli so kemijske spojine, ki jih najdemo v $tevilnih Zivilih in pijacah, pa tudi v grozdju in vinu. Zaradi
edinstvene kemicne strukture pomembno vplivajo na senzori¢ne lastnosti vina ter omogocajo staranje vina
in koristi za zdravje ljudi. Belo grozdje ima manj polifenolov kot rdece in po navadi ni¢ antocianinov, ¢e
pa Ze, so to res zelo majhne koncentracije (Panagiotis in sod., 2015), ki v prvih fazah predelave grozdja
ve¢inoma oksidirajo ali se porazgubijo in jih je v vinih enostavno lahko premalo za zaznavo - tako
instrumentalno kot tudi senzori¢no.

Tabela 1. Povprecne vsebnosti flavonoidnib fenolnib spojin v belem grozdju (povzeto po Clarke in sod., 2022).



78 | POLIFENOLI BELEGA GROZDJA IN VINA

Vrsta

Vrsta Vir Koncentracija
flavonola

(+) katehin
E ; epikatehin monomernih 15-25 mgL1
( pollimernih 20-25

mgL’

epikatehin galat koZice
) epigalokatehin peske
procianidini
kondenzirani tanini

flavan-3-oli

kvercitin
kamferol

flavonoli mircetin koZice majhne koncentracije
(kot glukozidi

najpogosteje)

cianidinin-3-glukozid
delfinidin-3-glikozid
antocianini petunidin-3-glukozid
peonidin-3-glukozid
malvdiin-3-glukozid

rdeca barvila v kozicah belega

grozdja

sledovi

Polifenoli so znani po svojih moénih antioksidativnih lastnostih, ki so bistvene za nevtralizacijo prostih
radikalov in blaZitev oksidativnega stresa, pri ¢loveku povezanega s staranjem in boleznimi. Izkazujejo
mocne protivnetne ucinke, ki so kljuéni pri odpravljanju kroni¢nega vnetja, to pa je prevladujo¢ dejavnik
Stevilnih kroni¢nih bolezni. Polifenoli pripomorejo k zdravju srca in ozilja, saj izboljsujejo krvni obtok,
znizujejo krvni tlak in podpirajo zilno delovanje (Lucarini in sod., 2021). Poleg tega njihove protimikrobne
lastnosti pomagajo pri imunskem sistemu in potencialno $¢itijo pred okuzbami (Gutiérrez-Escobar in
sod., 2021). Polifenoli imajo lahko tudi nevroprotektivne prednosti, saj spodbujajo zdravje in delovanje
mozganov, kar poudarja njihove celovite koristi za zdravje v rdecih in belih vinih, ¢e jih uzivamo
zmerno (Lucarini in sod., 2021).

Ce primerjamo celokupno vsebnost fenolnih spojin, imajo rde¢a vina v povpre¢ju 215 mg/100 mL
skupnih fenolov (kot galna kislina), bela v povpre¢ju 32 mg/100 mL in rosé vina 82 mg/100 mL (Rothwell
in sod., 2013).

Kemijska struktura in opis skupin fenolov

Polifenoli so skupina spojin, ki jih najdemo v razli¢nih rastlinah in veljajo za sekundarne metabolite. V
kemiji vina in grozdja so polifenoli spojine, ki vsebujejo vsaj en fenolni obro¢ s hidroksilno skupino (Slika
1).



OH

Slika 1. Osnovna
kemijska struktura
fenola.
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V grozdju so polifenoli razporejeni po celotni jagodi, pri ¢emer prevladujejo predvsem v razli¢nih delih

grozdne jagode, kot so kozice, pecke in pulpa. Zgosceni so predvsem v kozici in peskah grozdnih jagod, pri

¢emer so njihove vsebnosti obi¢ajno vedje v rde¢em grozdju in vinih v primerjavi z belim grozdjem (Moreno
in Peinado, 2012; Rothwell in sod., 2013; Waterhouse in sod., 2016).

Tabela 2. Razdelitev polifenolov v sadju z glavnimi predstavniki (Macheix in sod., 1990).

Stevilo atomov | Osnovni . .
C skelet Razred Primer spojine
- Ce-Cy h.1d-rok51benzo]ske p.—h.ldrokmbenzo jska
kisline kislina
hidroksicimetne kisline, | kavna kislina
9 CsCs .. .
kumarini skopolin
10 Cs-Cy naftokinoni juglon
13 CsC1-Cg ksantoni mangiferin
14 CgCr-Cg stilbeni resveratrol
flavonoidi
15 izoflavonoidi kvercetin, cianidin
n CeC3-Co lignini daidzein
tanini

Ne glede na to, da jih je v belih vinih manj kot v rde¢ih, tudi tam pomembno pripomorejo k videzu vina,

pa tudi k okusu. Koliko, je odvisno predvsem od metode pridelave vina, $e posebej od podaljsanega stika s

kozicami in pe¢kami, pred fermentacijo ali med fermentacijo, lahko pa tudi po fermentaciji.

Fenolne spojine so prisotne vsepovsod v naravi, obstaja ve¢ klasifikacij, najpogostejsa pa je tista po $tevilu

ogljikovih atomov v strukturi (Tabela 2).
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V belem grozdju seveda nimamo vseh skupin fenolov, ki so v Tabeli 1, le nekatere predstavnike. Glavna

delitev fenolov v grozdju glede na njihovo kemijsko zgradbo je:

* flavonoidni (difenilpropanoidi) in

* neflavonoidni (fenilpropanoidi) polifenoli.

Flavonoidi imajo skelet iz 15 ogljikovih atomov, ki so organizirani v dva fenolna obro¢a (A in B), povezana

z vmesnim heterociklom (C). Te spojine imajo v glavnem strukturo, ki jo na kratko opiSemo z nizom

C6-C3-C6 (Macheix in sod., 1990).

7

f
Flavonoidi se dalje delijo v $est podskupin, ki so
Slika 2. Osnovna strukturna formula flavonoidov: poznani pod imenom flavan-3-oli, flavonoli,

2-fenilbenzopiran oz. difenil propanoid (povzeto po
Macheix in sod., 1990).

flavanoli, flavanoni, izoflavoni in antocianini
(Moreno in Peinado, 2012). Flavan-3-oli ne
obstajajo samo v monomerni obliki (katehin,
epikatehin in njuni derivati), ampak tudi kot oligomeri (dimeri, trimeri, tetrameri idr.) in polimeri (od pet
do sto in ve¢ podenot) teh monomerni flavan-3-oli, ki se imenujejo kondenzirani tanini ali tudi
procianidini in prodelfinidini. Slednji so zelo pomembni za kakovost vina, predvsem rdecega (Macheix
in sod., 1990; Moreno in Peinado, 2012; Waterhouse in sod., 2016). Flavonoidni fenoli predstavljajo
priblizno 20 % vseh fenolov v belem vinu (Clarke in sod., 2022).

Neflavonoidni fenoli se nadalje delijo na fenolne kisline (struktura C6-C1), hidroksicimetne kisline
(HCK) (C6-C3) in stilbene (C6-C2-C6) (Macheix in sod., 1990; Moreno in Peinado, 2012; Waterhouse in
sod., 2016).

V belem grozdju so glavni fenoli hidroksicimetne kisline (HCK) in predstavljajo v povpredju
skoraj 50 % celokupne vsebnosti fenolov, sledijo monomerni flavan-3-oli ter njihove dimerne in
polimerne strukture (kondenzirani tanini) ter flavanoli, kot so kvercetin, miricetin in $e stilbeni, med
katerimi je najbolj znan resveratrol (Clarke in sod., 2023).

Na Sliki 3 so glavne vrste hidroksicimetnih kislin grozdja in vina, ki pa v grozdju in vinu obstajajo v

zaestreni obliki — najveckrat z vinsko kislino (Slika 4).
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Spojina Rj Ry R3
cimetna kislina H H H
p-kumarna kislina H H OH
kavna kislina H OH OH
ferulna kislina H OCHj3; |OH
sinapinska kislina OCHj3 |OCH3 |OH

CH=CH-COOH  <jika3. Glavne

hidroksicimetne
kisline grozdija.

Ry

Hidroksicimetne kisline (tudi kratica HCK) v grozdju najpogosteje obstajajo kot estri vinske kisline, ki
jih poznamo pod imenom kutarna, kaftarna in fertarna kislina. Ker imajo v svoji strukeuri dvojno
vez, je mozna opti¢na rotacija funkcionalnih skupin okrog dvojne vezi, zato lahko obstajajo v t7ans ali
cis konfiguracijah. V naravi je najve¢ trans oblik HCK. Konfiguracije ¢zsin trans lahko tudi zaznamo s
kemijsko analizo (kromatografsko te spojine lahko lo¢imo med seboj), ampak so najveckrat prisotne zaradi
kemijskih pretvorb v procesu priprave vzorca (Macheix in sod., 1990). Vedno jih je ve¢ v kozici kot v pulpi
grozdja. V belem grozdju jih je skupaj okrog 130-150 mg/L (Clarke in sod., 2023), v belih vinih pa je vseh
HCK v povpredju 28 mg/L (Rothwell in sod., 2013).

Na Sliki 4 je primer estrske spojine med hidroksicimetnimi kislinami in vinsko kislino, zraven so
poimenovanja glavnih hidroksicimetnih kislin grozdja in vina, to so kaftarna kislina, kutarna in fertarna
kislina. Ko gre grozdje v predelavo, te fenolne spojine med drozganjem pridejo v stik z endogenimi encimi
v medceli¢nini — to so razne hidrolaze (poleg polifenol oksidaz — PPO), ki tudi cepijo estrsko vez, zato je
koli¢ina esterificiranih HCK v vinu manjsa, kot je bila v grozdju. Potem najdemo v vinu tudi nezaestrene
HCK, kot so kavna kislina, p-kumarna ali ferulna kislina (Vrhovsek, 1998), ki se pod vplivom encimov
kvasovk lahko pretvorijo v hlapne fenole (Moreno in Peinado, 2012; Waterhouse in sod, 2016).

HCK so v zadetnih fazah predelave grozdja oksidirane z encimi, kot sta lakaza in tirozinaza, kar vodi v
porjavenje mosta. Aktivnost teh encimov s¢asoma postane manj pomembna, ko oksidacija v vinu postane

kemijska. Oksidacija vodi do nastanka temno rjavih odtenkov mosta in vina ter posledi¢no vpliva tudi na
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zmanj$anje nekaterih aromati¢nih prekurzorjev hlapnih fenolov. Ti produkti reagirajo kot antioksidanti
tudi naprej z drugimi spojinami vina, med njimi s hlapnimi spojinami, kot so sortni tioli (Waterhouse in
sod., 2016).

Cimetna kislina R1 R2 Spojina

p-kumarna kislina H H kutarna kislina

kavna kislina OH H kaftarna kislina

ferulna kislina H OCHj3 fertarna kislina
COOH

Slika 4. Kemijska
struktura razli¢nih

coOH  hidroksicimetnih
kislin grozdja in
vina.

CH=—CH co 8 CH CH0

A1 H2

OH

Ferulna in p-kumarna kislina se lahko pod vplivom delovanja encima kvasovk S. cerevisiae cinamat
dekarboksilaza pretvorijo v 4-vinil gvajakol in 4-vinil fenol, ki imata strukturo C6-C2. Najveckrat se ju
povezuje z vonjem po klin¢kih in zdravilih. Lahko pa ti hlapni fenoli povzrodajo nezelene vonje vin in slabso
kakovost vina. Cinamat dekarboksilaza je endocelularni encim, ki deluje le med alkoholno fermentacijo.
Tovrstne encime zavirajo tudi druge fenolne spojine, kar pomeni, da je koncentracija vinil fenolov manjsa v
rdecih vinih (Moreno in Peinado, 2012; Waterhouse in sod., 2016). Ve¢ o teh spojinah si lahko preberete v
drugem poglavju.

Druga pomembna skupina fenolov belega grozdja in vina so hidroksibenzojske ali fenolne kisline.
Hidroksibenzojske kisline so sestavljene iz enega benzenovega obro¢a in s substitucijo karboksilne kisline
(Slika 5) ter hidroksilnimi ali metoksi skupinami na fenolnem obro¢u. Nahajajo se v vakuolah celic pulpe
grozdja in v vakuolah celic koZice. V raztopini voda-etanol so brezbarvne, ko oksidirajo, pa lahko postanejo

temnej$e barve (Moreno in Peinado, 2012) .



Spojina Ry Ry
p-hidroksibenzojska kislina H H
p-protokatehinska kislina H OH
galna kislina OH OH
vanilinska kislina H OCHj3
sinirginska kislina OCHj3 OCHj3
COOH Slika 5. Glavne
hidroksibenzojske
kisline grozdja.
H‘I R )

OH
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Najpogostejsa hidroksibenzojska kislina v belem vinu je galna kislina (0,32-1,1 mg/100 mL vina), sledijo
p-hidroksibenzojska kislina (0,03-0,1 mg/100 ml), p-protokatehinska kislina (0,4-1,2 mg/100 ml),
vanilinska kislina (0,04-0,12 mg/100 mL) in sinirginska kislina (0,007-0,02 mg/100 mL) (Clarke in sod,

2023).

V raziskavi diplomske naloge polifenolov vin iz grozdja sorte rebula (Vitis vinifera L.) iz Vipavske doline

in Goriskih brd, pridelanih s podalj$ano maceracijo drozge, smo ugotovili, da imajo tovrstna vina izmed

posameznih fenolov najve¢ prav galne kisline — od 0,14 pa do 9,2 mg/100 mL (Popova, 2023).

Med neflavonoidnimi fenoli so v belem vinu nasli tudi fenolni alkohol tirozol (0,10-0,30 mg/100 mL).

Tirozol v vinu nastane iz tirozina med fermentacijo, njegova koncentracija pa je odvisna od seva kvasovk

(Gawell in sod., 2018).
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OH

HO OH

Slika 6. Glavni
stilbeni belega
vina: resveratrol
(0,03-0,17 mg/100
mL) in
resveratrol-3-O-gl
Lo ukozid (0,12-0,61
OH mg/100 mL)
(Rothwell in sod.,

Ho 2013).

~
o
s

HO O

sy 11LE
T

OH

Druga skupina fenolov, ki jih jev vinih na splosno tudi manj, so stilbeni. Med njimi je najbolj znan
predstavnik zrans-resveratrol, ki nastane v grozdju kot odziv rastline na okuzbe s patogeni. Derivate
resveratrola najdemo le v jagodnih koZicah in v majhnih koncentracijah v belem vinu (~0,5 mg/L)
(Waterhouse, 2002; Rothwell in sod., 2013), veliko ve¢ jih je na primer v vinih iz rde¢ih sort (~3 mg/L)
(Rothwell in sod., 2013).

V kemijski strukturi stilbenov gre za dva fenolna obroca, ki ju povezuje veriga etanola ali etilena. Ne
prispevajo ne k barvi ne k aromi vina, odlikuje jih mo¢na bioaktivost, s katerimi povezujejo sposobnost pri

zadrZevanju razvoja bolezni srca in ozilja (Moreno in Peinado, 2012).
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Ce tehnologija pridelave vin vklju¢uje tudi staranje vina v lesenih sodih, lahko poleg prej omenjenih
fenolov vina vsebujejo tudi hidrolizabilne tanine lesnega izvora. Koncentracija teh spojin v vinih je razli¢na
glede na trajanje stika z lesom, poleg drugih dejavnikov, kot sta vrsta lesa ali starost lesa. Vinarji lahko stik z
lesom nadomestijo tudi z enoloskimi tanini in taki tanini so po navadi hidrolizabilni.

Hidrolizabilne tanine imenujemo galotanini ali elagotanini. Galotanini nastanejo s polimerizacijo estra

galne kisline in D-glukoze. Na Sliki 7 je struktura estra galne kisline in D-glukoze (Gawell in sod., 2018).

Slika 7. Strukturna
oH formula estra
galne kisline in
- glukoze (Rothwell
in sod., 2013).

HO

OH

Elagotanini so polimeri elago kisline (Slika 8), dimera galne ali heksahidroksidifenilne kisline, ki jih
pridobivajo iz hrastovega lesa ali kostanja (Moreno in Peinado, 2012).

Enoloski hidrolizabilni tanini lahko delujejo kot pomembni antioksidanti in antioksidacijska sredstva, ki
zmanj$ujejo aktivnost oksidacijskih encimov. To kaze na njihov potencialni vpliv na zmanj$anje potrebe po
dodajanju SO, pri pridelavi vina. Poleg tega te spojine pomagajo pri obarjanju in bistrenju z bentonitom,

vplivajo pa tudi na okus belih vin (Vignault in sod., 2018).

Slika 8. Strukturna
O formula elago
kisline (Rothwell
O OH in sod., 2013).

HO OH

HO O

V zadnjih letih nekateri vinarji v pridelavi belih vin uporabljajo tehnike podalj$ane maceracije drozge s
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kozicami, pulpo in peskami. V¢asih ta vina zaradi temnejse barve imenujejo tudi jantarna/amber vina ali
oranzna vina (Milat in sod., 2019). Ta tehnologija vina je za zdaj $e manj raziskana (v primerjavi z rde¢imi
vini) — pretezno pa se s tem ukvarjajo raziskovalci v dezelah, kjer tudi vinarji to tehnologijo malce ve¢
uporabljajo (npr. Italija, Spanija, Hrvaska) (Machado in sod., 2024).

Maceracija drozge belega grozdja zagotovo vpliva tudi na druge kemijske lastnosti vina, kot so zviSanje
vrednosti pH, zniZanje celokupne titrabilne kislosti, ve¢ja hlapna kislost, drugacen aromati¢ni profil vin in
senzori¢ne lastnosti vin (Darias-Martin in sod., 2020; Sancho-Galan in sod., 2021).

Pomemben vpliv maceracije v pridelavi belih vin se kaze v pove¢ani koncentraciji izluzenih polifenolov
(tudi do 3-krat) in s tem vecjo antioksidativno aktivnostjo, grenkobo in trpkostjo ter razvojem jantarnih/
oranznih odtenkov (Bestuli¢ in sod., 2022). Podalj$ana maceracija drozge je priznan postopek v tehnologiji
pridelave belih vin, vpliva tega postopka na kakovost in lastnosti vin pa ne moremo posplositi, ker je veliko
dejavnikov, ki lahko vplivajo na kemijske parametre vina (sorta, zrelost, parametri vinifikacije, fermentacije
ipd.).

Na prisotnost polifenolov v belem grozdju in vinu vplivajo razli¢ni dejavniki, med drugim sorta grozdja,
podnebje, tla, izpostavljenost soncu, trta, grozd in jagoda. Poleg tega ima pri vinu tehnoloski postopek
klju¢no vlogo pri spreminjanju koli¢inskega in kakovostnega polifenolnega profila mladega vina, ki se
lahko dodatno spremeni z reakcijami med staranjem (Garrido in Borges, 2013; Moreno in Peinado, 2012;
Waterhouse in sod., 2026; Clarke in sod., 2022).

S podaljfano maceracijo, predobdelavo z encimi (pektinaze, f-glukanaze), hladno pred- in
medfermentativno maceracijo v matrico mosta vnasamo zagotovo ve¢ polifenolov kot pri tehnologiji
pridelave belih vin brez predobdelave kozic z encimi ali podalj$anega stika mosta s kozicami ali drozgo.
Ti fenoli so izpostavljeni razli¢nim reakcijam, ki vplivajo na okus in videz vina, pa tudi na sortne in
fermentacijske hlapne spojine (posredno) (Ruzi¢ in sod., 2011; Jagati¢ Korenika in sod., 2018; Garrido-
Bafuelos in sod., 2019; Naviglio in sod., 2019; Tomasevi¢ in sod., 2019; Sancho-Galan in sod., 2021;
Scuturasu in sod., 2021; Bestullié in sod., 2022).

Glavne kemijske reakcije polifenolov belega grozdja med
vinifikacijo

Bela vina vsebujejo od polifenolov predvsem hidroksicimetne kisline, ki so v grozdju kot estri vinske kisline.
Te spojine zelo rade vstopajo v zadetne reakcije oksidacije in hidrolize takoj po pecljanju, drozganju in
stiskanju. Takrat je prisotnega tudi ve¢ kisika, encimi, ki katalizirajo oksidacijo fenolov, pa so takrat v stiku
tudi s spojinami, ki so v grozdju varno shranjene v vakuolah grozdja (npr. fenoli) (Moreno in Peinado, 2012;

Vrhovsek, 1997).

V procesu pridelave vina sta mozni dve vrsti oksidacije:

* encimska,

* neencimska.

Encimska oksidacija, ki jo katalizirata encima polifenol oksidaza (PPO) in peroksidaza (POD), temelji na
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vodikovem peroksidu (H,O3) in lahko povzrodi porjavelost grozdnega mosta, zlasti zaradi oksidacije HCK,
kot je kaftarna kislina. Encim PPO za¢ne proces z oksidacijo kaftarne kisline v o-kinone kaftarne kisline
(CTAQ), ki s hidroksilacijo, polimerizacijo in kondenzacijskimi reakcijami nadalje reagirajo med seboj in z
drugimi spojinami ter tvorijo rjave pigmente (Li in sod., 2008; Olivera in sod., 2011) (Slika 9).

Kinoni so zelo reaktivni kot oksidanti drugih sestavin mosta, kot so drugi fenoli, sortni tioli ali estri
(Moreno in Peinado, 2012; Waterhouse in sod., 2016). Tako nastane tudi acetaldehid, in sicer s kemijsko
oksidacijo etanola. Acetaldehid lahko nadalje reagira tudi s fenolnimi spojinami in sulfiti v vinu, kar nadalje
vpliva na svezino in stabilnost vina, saj se tako manj$a naravna in dodana antioksidativna za$¢ita vina
(Jackson, 2020; Waterhouse in sod., 2016).

Ce je encimska oksidacija znacilna za zacetne faze pridelave vina, je neencimska oksidacija znacilna za
procese staranja vina.

Neencimska oksidacija v vinu vkljucuje predvsem oksidacijo polifenolov, kot so (+)katehin, (-)-
epikatehin, galokatehin, galna kislina in kavna kislina z orro-dihidroksibenzenom (katehol) ali
1,2,3-trihidroksibenzenom (galoil). Ti pri tem oksidirajo do polikinonskih radikalov in benzokinonov, kisik
pa se v tem procesu reducira do vodikovega peroksida ob prisotnosti kovinskih ionov vina Fe’tin Cu2+,
ki pri tem oksidirajo do Fe** oziroma do Cu', Osrednji del te kemijske oksidacije s kovinskimi ioni je
tako imenovana Fentonova reakcija. Med to reakcijo iz vodikovega peroksida in Zelezovih ionov nastajajo
hidroksilni radikali, ki nadalje oksidirajo organske molekule in spodbujajo njihovo polimerizacijo (Olivera
in sod., 2011; Waterhouse in sod., 2016; Zhao in sod., 2023).

Ceprav belo vino ne vsebuje rdecih barvil, lahko tudi neencimska oksidacija povzrodi spremembe v barvi
vina med staranjem. Kinoni, ki nastajajo med oksidacijo, lahko reagirajo z drugimi spojinami in tvorijo
rjavkaste pigmente. To povzrodi temnejSe odtenke belega vina, kar je pogosto znak oksidacije. Pri vinih,
pridelanih s podalj$anim stikom z maceracijo drozge, ki poveca koli¢ino fenolov v mostu, ter ki rada in hitro
oksidirajo (zlasti fenoli, kot je epikatehin), se ti odtenki razvijejo hitreje, ker je fenolov v takem vinu ve¢ kot

pri vinih, ki niso bila pridelana s podaljsano maceracijo drozge (Li in sod., 2008; Zhao in sod., 2023).

w20,

Slika 9. Razli¢ne reakcije v procesih oksidacije
fenolnih spojin.

Sulfiti se obi¢ajno dodajajo belemu vinu kot zas¢ita pred oksidacijo tudi Ze v zacetnih fazah pridelave

vina. Vendar pa lahko kinoni, ki nastanejo med intenzivno encimsko oksidacijo fenolov, reagirajo s sulfid,
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kar zmanj$a njihovo nadaljnjo antioksidativno ucinkovitost. To pomeni, da je to vino bolj izpostavljeno
oksidativnim spremembam v steklenici (Jackson, 2020; Waterhouse in sod., 2016; Ribéreau-Gayon in sod.,
2006). Belo vino tudi nima taninov, ki imajo zas¢itno vlogo, kar pomeni, da je za oksidacijo ob¢utljivejse
kot rdece. Zato je zelo pomembno, da se pri postopkih pridelave belega vina preprecuje ¢ezmeren stik
vina s kisikom, da se ohranita njegova svezina in kvaliteta. K temu lahko pomembno pripomoremo tudi s
primerno nizko temperaturo pri pridelavi belega vina vse od zacetnih faz predelave grozdja (Jackson, 2020).

Hlajenje mosta — grozdnega soka pred fermentacijo in tudi med maceracijo je pomembna tehnika, ki
vpliva na razli¢ne kemijske reakcije, vklju¢no z oksidacijskimi reakcijami fenolnih spojin v belem vinu.
Hlajenje mosta lahko znatno zmanjsa hitrost oksidacije fenolov, kar je pomembno za ohranjanje svezine,
barve in arome belega vina.

Hlajenje mosta upocasni tudi encimske reakcije, vklju¢no z aktivnostjo PPO in lakaze. NiZje temperature
zmanjsajo kineti¢no energijo molekul, zato se reakcije odvijajo pocasneje. Posledi¢no je hitrost oksidacije
fenolov pri nizjih temperaturah manj$a, kar pomaga ohranjati svetlej$o barvo vina (Jackson, 2020).

Poleg encimskih reakcij fenolne spojine lahko oksidirajo. Pri hlajenju mosta se topnost kisika v teko¢ini
sicer poveca, vendar nizja temperatura hkrati zmanjsa hitrost kemijskih reakcij. To pomeni, da se kljub
vedji koli¢ini raztopljenega kisika oksidacija fenolov upocasni, kar prispeva k ohranjanju polifenolne sestave
mosta in preprecevanju nezelenih barvnih sprememb in sprememb okusa (Ribéreau-Gayon in sod., 2006).

Pred oksidacijo vina pomembno §¢iti tudi tripeptid glutation, ki je sestavljen iz aminokislin glicin, cistein
in asparaginska kislina. V nekaterih kultivarjih grozdja je naravno prisoten v zelo velikih koncentracijah.
Glutation reagira z o-kinoni kaftarne kisline, pri ¢emer nastane 2-S-glutationil kaftarna kislina, znana
kot produkt grozdne reakcije (GRP) (Moreno in Peinado, 2012), in tako prepreci oksidacijske reakcije

o-kinonov.

OH Slika 10. Struktura
0 prodq.kta grozdne
reakcije (Rothwell

NH, in sod., 2013).
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Produkt grozdne reakcije je brezbarven, ne vstopa v reakcije encimske oksidacije in tako onemogoca
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nastanek rjavih produktov, saj inaktivira o-kinon kaftarne kisline in zato onemogoca nadaljnje reakcije
oksidacije. GRP pa lahko oksidira v prisotnosti prevelike koncentracije kinonov kaftarnih ionov, ki so
prisotni v mostu ali vinu takrat, ko se zaloge glutationa iz¢rpajo, kar povzro¢i intenzivno porjavelost mosta
ali vina. Porjavitev grozdnega mosta je odvisna od relativnega deleza glutationa in hidroksicimetnih kislin
(Moreno in Peinado, 2012).

Rjavenje mosta med predfermentacijsko obdelavo, kot sta maceracija in hiperoksidacija, lahko
ucinkovito ustavimo z dodajanjem Zveplovega dioksida (SO,). Dodajanje SO, med stiskanjem grozdja ali po
njem zmanj$a aktivnost PPO in tvorbo o-kinonov kaftarne kisline. Tudi ¢e se kinoni tvorijo, SO, pomaga
povrniti priblizno 50 % prvotno prisotne kaftarne kisline in s tem tudi prvotno barvo mosta (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006; Moreno in Peinado, 2012).

Bisulfiti (kemijsko aktivna oblika SO v raztopini) lahko reducirajo di-kinone v di-fenole in z vezavo
na kinone pobelijo njihovo barvo ter preprecijo nadaljnje oksidativne reakcije. SO, tudi reducira vodikov
peroksid v vodo, omejuje oksidacijo etanola v acetaldehid ter oksidacijo askorbinske kisline in o-difenolov
(Riberau- Gayon in sod., 2006; Moreno in Peinado, 2012; Jackson, 2020).

Ce pa je vsebnost SO, v vinu osiromasena, odsotna ali nezadostna, lahko aktivnost PPO in tvorba
kinonov povzrocita porjavelost tudi brez dodatnega kisika (Vrhovsek, 1997; Moreno in Peinado, 2012).
Dodajanje SO, med stiskanjem prepreci vezavo kaftarne kisline v GRP, zaradi ¢esar so tak$na vina med
staranjem bolj nagnjena k porjavelosti (Jackson, 2020).

Grozdje in vina iz belih sort vsebujejo manj polifenolov kot rdeca vina, ki so tako kot vsi polifenoli
izpostavljena oksidaciji tako v zacCetnih fazah pridelave vina kot tudi med staranjem. Bela vina vsebujejo
celokupno precej manj skupnih fenolov kot rdeca, ker je v belem grozdju Ze izvorno manj polifenolov,
pa tudi zato, ker v tehnologiji pridelave belih vin velikokrat ni postopka podaljSane maceracije drozge.
Pri postopku podaljsane maceracije drozge je treba za obogatitev belih vin z ve¢jo kompleksnostjo in
antioksidativno zmogljivostjo maceracijo nadzorovati, tako z dolzino kot tudi s temperaturo, nikakor pa
ne smemo pric¢akovati splo$nega odziva pri vseh sortah, saj so razlike v sestavi, koli¢ini in ekstrabilnosti
fenolov iz trdnih delov drozge. Prisotni fenoli belega grozdja so zelo dovzetni za oksidacijo, zlasti v zadetni
fazi predelave grozdja, kar vodi v nastanek rjavih pigmentov in jantarno barvo takih vin, pa tudi v procesu
staranja, ¢e vino ni dovolj zas¢iteno z drugimi antioksidanti. Spremembe fenolov med daljSo maceracijo
ali staranjem tovrstnih vin e niso dobro poznane. Za pojasnitev kemijskih reakcij in pretvorb polifenolov
belega vina med dalj$im stikom s kozicami in staranjem so potrebne nadaljnje raziskave, da bi razvili ciljno
usmerjene pristope za proizvodnjo visokokakovostnih belih vin s podalj$ano maceracijo drozge z Zelenimi

senzori¢nimi in zdravju koristnimi lastnostmi.
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Uvod

Biogeni amini, kot so histamin, kadaverin, putrescin in tiramin, so organske baze z nizko molekulsko
maso, v ¢loveskem metabolizmu pa regulatorji. Pogosto jih najdemo v fermentiranih Zivilih in pijacah, kot
so sir, ribe in vino (Henriquez-Aedo in sod., 2016; Perestrelo in sod., 2020; Rivas in sod., 2005; Zurga
in sod., 2019). Ve¢ina biogenih aminov v Zivilih izvira iz proteoliti¢nih procesov, s katerimi so na voljo
aminokisline, ki so idealen substrat za encimske reakcije dekarboksilacije. Sinteza biogenih aminov je mozna
tudi z aminacijo in transaminacijo aldehidov in ketonov ob prisotnosti encimov transaminaz. Biogeni
amini lahko nastanejo v svezi hrani, ki je izpostavljena mikroorganizmom z dekarboksilazno aktivnostjo,
pa tudi v fermentirani in/ali predelani hrani (. vino, pivo idr.) kot posledica delovanja razli¢nih procesov
(npr. mle¢nokislinska fermentacija) (Vinci in sod., 2021).

Uzivanje Zivil in pijaé, ki vsebujejo velike koncentracije biogenih aminov, lahko negativno vpliva na
zdravje ljudi, saj povzrocajo hipertenzijo, glavobol, drisko, zardevanje in slabost. Ceprav zakonske omejitve
za biogene amine v vinih niso dolocene, so nekatere evropske drzave priporocile najvisje vrednosti za
prisotnost histamina v vinih, vklju¢no z Nemdijo (2 mg/L), Francijo (8 mg/L) in Belgijo (6 mg/L)
(Konakovsky in sod., 2011; Martuscelli in sod., 2013; Martuscelli and Mastrocola, 2019; Vanda in sod.,
2017). Najbolj znan toksi¢ni ucinek, ki ga je mogoce pripisati zauZitju biogenih aminov, je t. i. skombroidni
sindrom oz. histaminska zastrupitev, ki je posledica uZivanja neustrezno shranjenih in nepravilno ohlajenih
rib in nekaterih vrst sirov. Gre za bakterijsko kontaminacijo, pri kateri dolo¢ene vrste mikroorganizmov

pretvorijo aminokislino histidin v histamin z encimom histidin dekarboksilaza. Prisotnost drugih biogenih
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aminov lahko sinergisti¢no deluje na toksi¢nost histamina (Roskar in Roskar, 2020; Vinci in sod., 2021).
Biogeni amini, prisotni v vinu, nastanejo v razliénih stopnjah vinarskega procesa in skupaj prispevajo
h koncentraciji v konénem vinu. Biogene amine lahko najdemo v grozdju (15-44 mg/kg), grozdnem
soku (6-54 mg/l) in vinu (3-169 mg/l) (Martinez-Pinilla in sod., 2013; Moreira in sod., 2024; Prete in
sod., 2009; Restuccia in sod., 2017), vendar se njihove koli¢ine precej razlikujejo v vsaki od teh matric,
k ¢emur prispeva ve¢ dejavnikov. Najvplivnejsi dejavniki vkljucujejo koncentracijo prostih aminokislin,
pH, temperaturo, fenotipske znadilnosti fermentacijskih mikroorganizmov in razdirjenost teh
mikroorganizmov v vinu med staranjem (Belda in sod., 2016; Martinez-Pinilla in sod., 2013). Medtem ko je
koli¢ina aminokislin in intrinzi¢nih biogenih aminov v grozdju dovzetnejsa za vplive podnebja (Perestrelo
in sod., 2020) in zdravja grozdov, je koncentracija biogenih aminov v mostu in vinu povezana s higiensko
proizvodno prakso kleti, enoloskimi praksami (Mir-Cerda in sod., 2021), pa tudi s pridelavo vina, staranjem
in pogoji shranjevanja (Landete in sod., 2005; Moreno-Arribas and Polo, 2008).

V Tabeli 1 so predstavljeni biogeni amini in njihovi fizioloski ter patoloski vplivi. Na Sliki 1 pa so
mehanizmi nastanka biogenih aminov iz prekurzorskih aminokislin z encimsko dekarboksilacijo.

Tabela 1. Fizioloske in patoloske lastnosti izbranib biogenib aminov.
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Biogeni
amin

histamin

tiramin

putrescin

kadaverin

Prekurzorska
aminokislina

histidin

tirozin

ornitin

lizin

Encim,
odgovoren za

dekarboksilacijo

prekurzorske
aminokisline

histidin
dekarboksilaza

tirozin

dekarboksilaza

ornitin

dekarboksilaza

lizin

dekarboksilaza

Fizioloski u¢inki

spros¢anje
adrenalina in
noradrenalina
alergijski
procesi
nadzor
izlo¢anja
Zelodca

periferna
vaskularizacija
povecanje
minutnega
volumna srca
povecano
solzenje in
slinjenje

hipotenzija
bradikardija
paraliza
okoncin

Patoloski u¢inki

Alergijske reakcije:

slabost
pekoc
obcutek v
ustih
zardevanje
obraza in
telesa
trebusni kréi
diareja
otekanje
obraza in
jezika

visok krvni
pritisk
hiter sréni
utrip
tresavica

citotoksi¢nost
povecanje
malignosti
nekaterih vrst
tumorjev
povecanje
toksi¢nosti
drugih
biogenih

aminov

Vir

(Kim in sod., 2023;
Stratta in Badino, 2012;
Tofalo in sod., 2016;
Vinci in sod., 2021)

(del Rio in sod., 2019;
Kim in sod., 2023;
Stratta in Badino, 2012;
Vinci in sod., 2021)

(del Rio in sod., 2024,
2019; Kim in sod.,
2023; Stratta in Badino,
2012; Vinci in sod.,
2021)
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0

Slika 1. Nastanek
¢ NOH histidin dekarboksilaza (/Nj\/NHZ blogeEIh am'E.OhV
IZ prexurzorski
HN NH, e
N / aminokislin z
histidin H histamin encimsko
o dekarboksilacijo.
HzN lizin dekarboksilaza NN
NH,
lizin kadaverin
(0]
HgN/\/ﬁ)J\OH ornitin dekarboksilaza HZN\//\\/\NH
NH; ) 2
putrescin
ornitin
0]
tirozin dekarboksilaza /©/\/NH2
OH
NH;
HO HO
tirozin tiramin

Nekatere mle¢nokislinske bakterije, ki so naravno prisotne v grozdju, mostu in vinu, proizvajajo histamin,
tiramin in putrescin (Coton in sod., 2010; Henriquez-Aedo in sod., 2016; Moreno-Arribas in sod., 2003;
Nannelli in sod., 2008; Soufleros in sod., 1998). Vsak novi izolat mle¢nokislinskih bakterij je treba najprej
testirati za proizvodnjo biogenih aminov. Mle¢nokislinske bakterije so manjsi del mikrobiote grozdja in
odgovorne za jabol¢no-mle¢nokislinsko fermentacijo (Barata in sod., 2012). Pomembno vplivajo na proces
bioloskega razkisanja vina, okus in mikrobiolosko stabilnost (Guo in sod., 2015; Henriquez-Aedo in sod.,
2016) ter predstavljajo skupino potencialno koristnih starterjev v vinski industriji. Uporaba avtohtonih
starterskih kultur bi lahko izboljsala tipi¢ne znadilnosti vinskih sort, ki bi se lahko izgubile, ¢e bi uporabili

komercialne starterje (Battistelli in sod., 2020; Emer in sod., 2021).

Analizne metode za doloCanje sposobnosti
mlecnokislinskih bakterij za tvorbo biogenih aminov in
dolocCanje biogenih aminov v vinih

Metode dolodanja biogenih aminov lahko na splos$no razdelimo na metode, ki zagotavljajo kvalitativne,
in metode, ki zagotavljajo kvantitativne informacije (Coton in sod., 2010). Tehnike in metode, ki se

uporabljajo pri analizi biogenih aminov, so predstavljene na Sliki 2.
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Slika 2. Tehnike in

MOLEKULARNE TEHNIKE metode za
verizna reakcija s polimerazo doloca nje

(PCR) biogenih aminov.

FENOTIPSKE METODE

tankoplastna kromatografija (TLC)

tekocinska kromatografija visoke

loéljivosti (HPLC)

plinska kromatografija (GC)

DOLOCANJ = ENCIMSKE METODE
BIOGENIH

AMINOV

BIOSENZORJI

TRADICIONALNE TEHNIKE

Molekularne metode temeljijo predvsem na verizni reakciji s polimerazo (PCR) (Coton in Coton, 2005;
Landete in sod., 2011; Nannelli in sod., 2008; Sebastian in sod., 2011) in se pojavljajo kot alternativa
metodam tradicionalnih tehnik, kot je uporaba aminokislinsko-dekarboksilaznega medija (AADM)
(Landete in sod., 2011). Fenotipske metode temeljijo predvsem na tankoplastni kromatografiji (TLC) in
tekocinski kromatografiji visoke lo¢ljivosti (metode HPLC) s korakom derivatizacije, z uporabo spojin, kot
sta dansil klorid (Dns-Cl) ali o-ftalaldehid (Coton in sod., 2010; Prete in sod., 2009). Za dolo¢anje biogenih
aminov v vinih se uporablja tudi plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS) (Papageorgiou
in sod., 2018), ¢eprav so analizne metode s tekocinsko kromatografijo pogostejse. Pri rutinski analizi
biogenih aminov pozornost pridobivajo encimske in imunoencimske metode (Landete in sod., 2004) ter
uporaba biosenzorjev (Lange and Wittmann, 2002; Leonardo and Campas, 2016), saj na splo$no veljajo
kot cenovno ugodnejse metode, ki ne zahtevajo specializiranih instrumentov in obseZne priprave vzorcev
(Neofotistos in sod., 2019; Papageorgiou in sod., 2018). Metode za dolo¢anje biogenih aminov se med
seboj zelo razlikujejo. V Tabeli 2 so predstavljene izbrane lastnosti treh metod, ki se dandanes najpogosteje
uporabljajo za analizo biogenih aminov (Topi¢ BozZi¢ in sod., 2022).

Tabela 2. Primerjava HPLC-DAD, TLC in encimske metode za dolocange biogenih aminov (Topi¢ Bogic in sod., 2022).
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METODA

Najnizja
meja
detekcije
(LOD)

Cas,
potreben za
pripravo
vzorca

Cas,
potreben za
analizo
vzorca

Poraba topil

Stabilnost
pripravljenih

VZOrcev

Analiza
biogenih

aminov

HPLC-DAD

< 1 mg/L za putrescin,
kadaverin, tiramin in histamin

priblizno 2 uri

Priblizen &as 37 min za vzorec
(pribl. 2 uri za triplikat vzorca)

NAJVECJA

37 mL na vzorec

ve¢ kot 100 mL za triplikat
vzorca

DA
Mozna  ponovna  analiza
vzorcev na HPLC po 14 dneh in
shranjevanju vzorcev pri —20°C
Ni signifikantne spremembe
velikosti in povrsine
kromatografskih vrhov

putrescin, kadaverin, tiramin in
histamin

TLC

S mg/L putrescin, kadaverin
10 mg/L histamin
20 mg/L tiramin

priblizno 1,5 ure

pribl. 90 min za vzorec
pribl. 90 min za triplikat vzorca
pribl. 90 min za 4 vzorce v
triplikatu*

SREDNJA
pribl. 10 mL na vzorec
pribl. 10 mL za triplikat vzorca*
(12 vzorcev na TLC plosco

DA

Mozna ponovna analiza vzorcev in
nanos na TLC plo$¢e po 14 dneh in
shranjevanju vzorcev pri —20 °C

Pojavnost ~ kromatografskih  lis
podobnih velikost

putrescin, kadaverin, tiramin in
histamin

ENCIMSKA

25 mg/L histamin

priblizno 15 min

6 ur za vzorec

6 ur za triplikat
vzorca

6 ur za 32 vzorcev v
triplikatu (mikrotitrska
plos¢a za 96 vzorcev)

NAJMANJSA
0,16 mL na vzorec
0,48 mL za triplikat
vzorca

NE

histamin

* Cas analize enega ali vet vzorcev je pri TLC enak, ker se na isto TLC plosto labko nanese ved vzorcev, nato pa
< 7

se razvijefo v primernem topz'lu.

Metode za dolocanje aktivnosti encimske dekarboksilaze in
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biogenih aminov
Kvalitativha metoda

Za kvalitativno dolocanje aktivnosti se uporablja tako imenovano gojis¢e AADM (medij, ki
vsebuje prekurzorske aminokisline). Sestava gojisca AADM je prikazana v Tabeli 3, pH medija je
5.3.

Tabela 3. Sestava gojisca AADM (Bover-Cid in Holzapfel, 1999).

Spojina Koncentracija (v % m2/v)
tripton 0,5
kvasni ekstrakt 0,5
mesni ekstrakt 0,5
natrijev klorid (NaCl) 0,25
glukoza 0,05
Tween 80® 0,1
magnezijev sulfat (MgSO4) 0,02
manganov sulfat (MnSO4) 0,005
zelezov sulfat (FeSO4) 0,005
amonijev citrat 0,2
tiamin 0,001
kalijev fosfat (K2PO4) 0,2
CaCO3 0,01
piridoksal-5-fosfat 0,005

aminokislina (histidin, tirozin, lizin, ornitin) 1,0
bromkrezol vijoli¢no 0,006

agar 2

Za kvalitativno dolocanje aktivnosti aminokislinske dekarboksilaze 150 uL gojis¢a AADM brez
agarja (tekodi medij) prenesemo v mikrotitrsko plosco in inokuliramo s 50 yL predkulture
mlecnokislinskih bakterij. Plosce inkubiramo 7 dni pri 28 °C brez stresanja. Pri sevih, ki tvorijo
biogene amine, se barva gojis¢a spremeni v vijolicno (Slika 3).
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Slika 3. AADM
medij s sevi
mlecnokislinskih
bakterij, ki tvorijo
biogene amine, pri
¢emer nastane
kolorimetricna
reakcija (vijolicna
barva).

Kvantitativno doloc¢anje aktivnosti encimske dekarboksilaze in tvorbe
biogenih aminov

Za kvantitativno dolocanje biogenih aminov, ki jih proizvajajo mlecnokislinske bakterije v mediju,
1,6 mL gojisca AADM (tekoce gojisCe brez agarja) brez indikatorja pH nacepimo s 150 plL
predkulture mlecnokislinskih bakterij v mikrotitrske plosce. Plosce inkubiramo 7 dni pri 28 °C.

Nato supernatant analiziramo z metodo TLC ali HPLC.

TLC - tankoplastna kromatografija

Metoda vkljucuje uporabo danzil klorida (0,5 % m/v v acetonu) kot derivatizacijsko sredstvo. Po
tem protokolu k 200 pL vzorca dodamo 200 L nasi¢enega natrijevega hidrogen karbonata
(NaHCO3) in 400 pL raztopine dansil klorida. Reakcijsko zmes inkubiramo 1 uro pri 55 °C v
termobloku v temi.

Po derivatizaciji vzorce pustimo nekaj minut pri sobni temperaturi. Nato dodamo 100 pL
nasicenega NaCl in tej mesanici 200 pL izoheksana. Zmes stresamo 5 minut z namiznim
stresalnikom (1000 vrt./min).

Na plosce s silikagelom 60 TLC brez fluorescentnega indikatorja nanesemo 20 uL organske faze
derivatiziranega vzorca. Vzorce nanesemo na plosco, 15 mm od spodnjega roba plos¢, med
alikvoti vzorcev naj bo razdalja 12 mm. TLC plosco razvijemo v nasiceni stekleni komori.
Uporabljeno topilo je zmes kloroforma in trietilamina v razmerju 4 : 1 (V). Skupna migracija je 17
cm. Razvoj plosce obicajno traja 90 minut. Za vizualizacijo locbe se TLC plosce osvetli s svetlobo
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valovne dolZine 312 nm. Primer rezultata taksne analize je na Sliki 3 (slika je bila zajeta s
presevnikom GeneBox proizvajalca Syngene).

Eksperimentalni protokol

Materiali:

« TLC steklena komora

« TLC plosce (silikagel 60 brez fluorescentnega indikatorja)
« 20-pL mikrokapilare s kontrolnikom
« namizni stresalnik

- termoblok

- presevnik za zajem slike

+ pipete

« analizna tehtnica

- orbitalni stresalnik

- erlenmajerice

« merilne bucke

« merilni valj

« centrifugirke (50 mL)

« mikroepruvete (1,5 mL, 0,5 mL)

- danzil klorid

« natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3)
« natrijev klorid (NaCl)

« izoheksan

+ aceton

« kloroform

« trimetilamin

« ddH0

Za izvedbo eksperimenta pripravimo naslednje raztopine:

Priprava danzil klorida [0,5 % m/v v acetonu]: V 100 ml acetona odtehtamo 0,5 g danzil klorida
in hranimo pri —20 °C.

Priprava nasicenega NaHCO3: Odtehtamo 9,6 g NaHCO3 v 100 ml ddH>0.
Priprava nasicenega NaCl: Odtehtamo 36 g NaCl v 100 ml ddH;0.

Priprava raztopine kloroforma in trietilamina v razmerju 4 : 1 (v/v): Prenesemo 80 mL kloroforma
v 100-mL valj, ki ga nato dopolnimo do 100 mL s trietilaminom. Nastalo raztopino prenesemo
v erlenmajerico in dobro premeSamo. Raztopino vlijemo v TLC stekleno komoro - raztopine naj
bo v viSini 1 cm od dna posode (enakomerno, merjeno na ravni povrsini). V notranjost dodamo
navaden filtrirni papir, da popolnoma nasi¢imo komoro s parami topila za razvijanje. Tako pustimo
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vsaj eno uro. Pred prenosom TLC plosce v komoro odstranimo filtrirni papir. TLC steklena komora
z vloZzeno TLC plosco je prikazana na Sliki 4.

Slika 4. Primer TLC
steklene komore s
TLC plosco.

Protokol derivatizacije vzorcev

Prenesemo 200 pL vzorca v 1,5-mL mikroepruveto.
Dodamo 200 pL nasicene raztopine NaHCOs.
Dodamo 400 pL dansil klorida [0,5 % w/v v acetonu].
PremeSamo z orbitalnim stresalnikom.

> w N -
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5. Inkubiramo 1 uro pri 55 °C v temi (pokrijemo z aluminijasto folijo).

6. Pustimo pri sobni temperaturi 10 minut.

7. Dodamo 100 pL nasicene raztopine NaCl.

8. Dodamo 200 pL izoheksana.

9. Stresamo 15 min z namiznim stresalnikom.

10. Zberemo 20 pL organske faze (bistra tekocina na vrhu v mikroepruveti) z mikrokapilaro in
tako prenesemo alikvot vzorca na TLC plosco.
Protokol TLC

1. Pripravimo TLC ploSco (20 x 20 cm). Uporabimo grafitni svincnik! \/zorce nanesemo na
¢rto, ki jo zarisemo 1,5 cm od zacetka plosce (spodnjega roba). Z grafitnim svincnikom
oznacimo ¢rto 1,5 cm na spodnjem in zgodnjem delu TLC plosce. Razdalja med vzorcnimi
tockami mora biti najmanj 1,2 cm.

2. Tako pripravljeno TLC plos¢o postavimo v TLC komoro. Pri vstavljanju plosce moramo biti
previdni, da se s plos¢o ne dotaknemo sten komore in da je celotna plosca s spodnjim
robom v tekocino vstavljena naenkrat (sicer eluent ne bo potoval enakomerno).

3. Ko eluent doseze zgornjo oznaceno Crto (1,5 cm od zgornjega roba plosce - torej je celotna
migracija 17 cm od zacetka poti eluenta), previdno odstranimo TLC plosco iz komore in
pustimo, da se plosca posusi (na zraku?).

4. Plosco dokumentiramo s presevnikom, tako da z enosekundno osvetlitvijo zajamemo pet

slik. Uporabimo nastavitve kratkovalovne UV Zarnice (primer dokumentirane plosce je
prikazan na Sliki 5).



ANALIZA BIOGENIH AMINOV V VINU IN DOLOCANJE SPOSOBNOSTI MLECNOKISLINSKIH BAKTERIJ ZA TVORBO
BIOGENIH AMINOV | 103

Slika 5:. Primer
razvite TLC plosce,
na kateri so
prikazani standardi
biogenih aminov
in vzorci vina.

Slepi vzorec Standardne raztopine histamina Vzorci vina

Metoda HPLC-DAD za dolocanje biogenih aminov

Protokol za dolocanje biogenih aminov, ki jih proizvajajo mlecnokislinske bakterije v medijih
AADM, je bil pripravljen po Ze objavljenih protokolih (Mitar in sod., 2018, Manetta in sod., 2016)
z nekaj prilagoditvami (Topi¢ Bozic in sod., 2022). Isti protokol se uporablja za dolo¢anje biogenih
aminov v vinih.

Reagent danzil klorid (0,5 % m/v v acetonu) uporabimo kot derivatizacijsko sredstvo. K 250
uL vzorca (vino, fermentacijska mesanica ipd.) dodamo 70 pL nasi¢enega NaHCOs3 in 65 pL
0/]-M kalijevega hidroksida (KOH). Tako pripravljen vzorec inkubiramo 45 minut pri 40 °C v
termobloku v temi. Po inkubaciji mesanici dodamo 100 pL raztopine amonijaka (28-30 % v/v) in
tako odstranimo odvecni danzil klorid (ki ni zreagiral). Nato vzorec dobro premeSamo z orbitalnim
stresalnikom (30 sekund) in nadalje inkubiramo (30 minut) pri sobni temperaturi v temi. Po drugi
inkubaciji raztopini dodamo acetonitril do kon¢nega volumna raztopine, ki je 5 mL. Pred analizo
na HPLC-ju raztopino vzorca filtriramo skozi 0,22-um filter PTFE. Za analizo tako pripravljenega
vzorca uporabljamo kromatografski sistem HPLC z detektorjem na osnovi niza diod (DAD) ali
UV-VIS detektorjem (254 nm) in gradientno elucijo mobilne faze A (voda) in mobilne faze B
(acetonitril, ¢istoce HPLC). Locbo izvajamo na reverznofazni kromatografski koloni (na primer
Phenomenex Kinetex EVO (18 - 250 x 4,6 mm, 5 um i.d.) z ujemajoco se predkolono. Kolono
moramo med lo¢bo termostatirati na 25 °C.

Kvantificiranje izvajamo z zunanjimi standardi - s histaminom, putrescinom, kadaverinom in
tiraminom. Volumen injiciranja je 20 L. Pogoji gradientne elucije so naslednji (povzeti po Mitar in
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sod., 2018): 0-0,5 min 40 % B, 0,5-25 min 40-80 % B, 25-30 min 80-95 % B, 30-34 min 95 % B,
34-35 min 95-40 % B, 3537 min 40 % B.

Eksperimentalni protokol

Materiali:

- termoblok

+ pipete

- orbitalni stresalnik

- analizna tehtnica

« merilne bucke

- epruvete za centrifugiranje (50 mL)

« mikroepruvete (1,5 ml, 0,5 mL)

« viale HPLC (1,5 m)

. steklene viale (5 mL)

- plasti¢ne brizge za enkratno uporabo
« 0,22-um filter PTFE

- standardi biogenih aminov: kadaverin, histamin, putrescin, tiramin
- dansil klorid

« natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3)
- kalijev hidroksid (KOH)

« amonijak (28-30 %)

« klorovodikova kislina (HCl, 37 %)

- acetonitril

« ddH0

Priprava raztopin:

Priprava danzil klorida [0,5 % m/v v acetonu]: V 100 mL acetona odtehtamo 0,5 g danzil klorida.
Hranimo pri-20 °C.

Priprava nasicenega NaHCOs: Odtehtamo 9,6 g NaHCO3 v 100 mL ddH>0.
Priprava 0,1 M KOH: Odtehtamo 0,561 g KOH v 100 mL ddH;0.

Priprava 0,1 M HCI: V 100-mL merilno bucko nalijemo malo vode. Dodamo 860 pL 37-% HCl in
dopolnimo do oznake z ddH0. Raztopino kisline v vodi je treba delati po vseh protokolih
priprave kislin iz koncentrirane kisline in pod dimno napo.

Priprava raztopin za umerjanje: Iz osnovne raztopine zmesi biogenih aminov s koncentracijo 1000
mg/L pripravimo raztopine za umerjanje v obmocju 1-100 mg/L (1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L,
50 mg/L, 100 mg/L). Iz osnovnih raztopin posameznih biogenih aminov (1000 mg/L) pripravimo
raztopine posameznih biogenih aminov s koncentracijo 100 mg/L (kadaverin 100 mg/L, histamin
100 mg/L, putrescin 100 mg/L, tiramin 100 mg/L). Za dolocanje retenzijskih ¢asov bomo uporabili
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raztopine posameznih biogenih aminov. Na Sliki 5 je prikazan HPLC kromatogram standardne

raztopine Stirih biogenih aminov.

Protokol derivatizacije vzorcev

—_—
—_
o O

N O I e O

Prenesemo 250 pL vzorca v 1,5-mL mikroepruveto.

Dodamo 70 pL nasicene raztopine NaHCOs.

Dodamo 65 pl 01-M KOH.

Dodamo 1 mL danzil klorida [0,5 % m/v v acetonu].

PremeSamo z orbitalnim stresalnikom (30 sekund).

Inkubiramo vzorec 45 min pri 40 °C v temi (pokrijemo z aluminijasto folijo).
Dodamo 100 pL raztopine amonijaka (28-30 %).

PremeSamo z orbitalnim stresalnikom (30 sekund).

Inkubiramo pri sobni temperaturi v temi za 30 min.

Prenesemo v viale z vedjim volumnom in dopolnimo do 5 mL z acetonitrilom.

. Tako pripravljen vzorec filtriramo skozi 0,22-um filter PTFE v vialo HPLC.
12.

Alikvot vzorca injiciramo na HPLC ali shranimo pri-20 °C.

Na Sliki 6 sta predstavljena kromatograma standardne raztopine biogenih aminov in vzorca
seva mlecnokislinskih bakterij, ki ima sposobnost tvorbe histamina. Iz podatkov kromatogramov
standardnih raztopin pripravimo umeritvene krivulje, izracunamo enacbe premic in jih uporabimo
za racunanje koncentracij biogenih aminov v vzorcih vina ali fermentacijskih mesanic na podlagi

povrsin vrhov v pripadajocih kromatogramih.
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STANDARDNA RAZTOPINA ; ;
VZOREG — MKEBT SEV IOER 0006 Slika 6. Primer
HPLC

kromatograma

raztopine

standardov
biogenih aminov s

7 ‘ koncentracijo 1000

| 500 ‘ mg/L (|EVO) in
ol 14 ' nl ‘ | vzorecseva
UL ‘ YA Ea | mlec¢nokislinskih
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1500 |
| 3
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Signal (mAU)
Signal (mAU)

Y bakterij
o Coor o n BoE =@ |OEBO0OS, ki tvori
Cas (min) Cas (min) histamin (desno).
Stevilke 14
oznacujejo
posamezne
biogene amine (1-
putrescin, 2 -
kadaverin, 3 -
histamin, 4 -
tiramin). Za lazji
prikaz so
posamezni deli
kromatogram
povecani, da se
lazje razlotijo
posamezni vrhovi
biogenih aminov.
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Uvod

Vino je rezultat pomembnih biokemijskih sprememb v grozdnem soku (mostu) med vinifikacijo: alkoholna
fermentacija in jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija lahko prispevata stevilne Zelene spojine, zanimive za
vinarja, pri¢akuje in i$¢e pa jih tudi potro$nik. Konéna kakovost vina je odvisna predvsem od tega, v koliksni
meri dosezemo ekstrakcijo $tevilnih tehnolosko in senzoriéno pomembnih hlapnih in nehlapnih sestavin
grozdja, prisotnih v razli¢nih delih grozdne jagode (koZica, meso, pecke) (Razungles, 2022). Te spojine so
za kakovost vina lahko pomembne Ze same po sebi, so pa tudi klju¢na surovina oz. prekurzor za nadaljnje
kemi¢ne in mikrobioloske pretvorbe med pridelavo vina, tako da na njih temeljita identiteta in kakovost
vina.

Da bi podprli ekstrakcijo Zelenih spojin ter hkrati zavrli ekstrakcijo manj in/ali neZelenih sestavin grozda,
se je najprej treba zavedati, kje v grozdni jagodi so.

Na splosno in nekoliko poenostavljeno so od pomembnejsih sestavin grozdne jagode v jagodnem mesu
sladkorji, organske kisline in nekatere fenolne spojine (hidroksicimetne kisline); v jagodni kozici so rde¢a
barvila (antocianini), flavonoli, flavan-3-oli in proantocianidini (tanini) ter aromati¢ne spojine; medtem ko
v peckah najdemo flavan-3-ole in tanine (z nekoliko druga¢no sestavo od tistih v kozicah), pa tudi nekatere
druge manj Zelene snovi (npr. olja, nekateri kompleksni tanini) (Busse-Valverde in sod., 2011; Kennedy,
2008).
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Najpomembnejse informacije, potrebne za razumevanje tega poglavja, so o aromati¢nih spojinah zbrane

v drugem poglavju, o fenolnih spojinah pa v Tabeli 1.

Tabela 1. Tebnolosko najpomembnejse skupine fenolnib spojin v grozdju (povzeto, prevedeno in prilagojeno po objavi na Enovits).

TEHNOLOSKO
NAJPOMEMBNEJSE FENOLNE
SPOJINE GROZDJA

Osnovne informacije

Antociani/antocianini

Antocianini so pri veiini rdecega grozdja (Vitis vinifera L.) izkljucno v kogici ali tik
pod koZico.

Odgovorni so za barvo rdecih vin, med raglicnimi antocianini prevladuje malvidin
3-glukozid (pribl. 40 %).

V grozdju so antocianini v manj stabilnib monomerib oblikah (vezani s sladkorjz),
med vinifikacijo vstopajo v polimerizacijske/kopigmentacijske reakcije (tvorba
stabilnejsih rdecih barvil veljih molekulskih mas).

Flavan-3-oli

Flavan-3-oli so predvsem v peckah (v kozici zelo omejene kolicine katehina in
epikatehina).

Katehin in epikatehin sta previadujoca flavan-3-ola v grozdju.

Prosti katebin in epikatebin sta zunaj semenske ovojnice peck, sestavljene iz lignina.
Katehin in epikatehin dokazano vplivata na oblutek grenkobe v okusu vina.

Kondenzirani tanini ali
proantocianini

(v nadaljnjem besediln
poenostavijeno kar tanini)

Tanini oz. kondenzirani tanini so polimerni flavan-3-oli, imenovani tudi
proantocianidini.

Tanini so tako v kogicah kot peckah in so labko sestavljeni iz razlicnib podenot:
katehin, epikatehin, epigalokatehin in epikatehin galat.

Tanini v kogici se raglikujejo od taninov v peckab: v povprecni stopnji polimerizacije
(50 daljsi), manjsi vsebnosti galatov, ki vplivajo na trpkost, ter v vsebnosti
prodelfinidinov (polimeri galokatehina in epigalokatehina).

Tanini so dokazano odgovorni za senzoricno trpkost v vinih.

Hidroksicimetne kisline

Hidroksicimetne kisline (natancneje njihovi estri z vinsko kislino) so previadujoce
fenolne spojine jagodnega soka.

Kaftarna kislina je najbolj zastopana (70-80 %), sledita ji kutarna in fertarna
kislina.

V belem grozdju je kaftarna kislina tako v mesu kot v kogicah in je v belib vinih
najbolj zastopana fenolna kislina.

Hidroksicimetne kisline so zelo podvrene oksidaciji.

Flavonoli

Flavonoli so pretegno v kogici.
So barvila, med drugim odgovorna za barvo belib vin, prisotni pa so tudi v koZici

rdecega grozdja.

Sestavine grozdnih jagod, ki so v jagodnem mesu (npr. organske kisline, sladkorji), so praviloma lazje

izluzljive (v nadaljevanju ekstraktabilne) in lahko preidejo v grozdni sok (most) prakti¢no takoj, medtem

ko tiste v trdnih delih jagode (koZice, pecke) obi¢ajno potrebujejo ve¢ ¢asa (nekaj dni ali nekaj tednov)
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in praviloma tudi dodatne ukrepe za uspesno in dovoljsno ekstrakcijo (Casassa in Harbertson, 2014;
Unterkofler in sod., 2020).

Zato je med mnogimi pomembnimi tehnoloskimi koraki v pridelavi vina eden najpomembnejsih
postopkov, zlasti za rdec¢a vina, MACERACIJA, katerega namen je ekstrakcija tezje ekstraktabilnih
spojin iz grozdja v most, natancneje pridobitev topnih komponent iz trdnih delov grozdne jagode
v tekoco fazo (Unterkofler in sod., 2020; Morata in sod., 2019; Cosme in sod., 2018; dos Santos in sod.,
2015).

Na splosno je maceracija izraz, ki se lahko uporablja za ve¢ faz v pridelavi vina (He in sod., 2012), opisuje
pa lahko enega ali ve¢ razli¢nih, zaporednih ali vzporednih vinifikacijskih korakov. Beseda macerirati izvira
iz francoske besede maceratus v pomenu ‘zmehdati z namakanjem v tekodini, s toploto ali brez nje’; gre tore;j
za tehniko, ki se uporablja za ekstrakcijo Zelenih komponent iz trdnih delov grozdne drozge, tako da jih
pustimo v stiku z grozdnim sokom/mostom/vinom daljsi ¢as pred in med fermentacijo ali po njej (Nel in
sod., 2014).

Postopek maceracije ima pomembno vlogo pri oblikovanju lastnosti predvsem rdecega vina, saj olajsa
ekstrakcijo za rdede vino tipinih in za njihovo kakovost odlocilnih sestavin iz grozdja v vino.
Poenostavljeno bi lahko rekli, da je maceracija hkrati z alkoholno fermentacijo (pri kateri etanol pospesuje

ekstrakcijo) primarni cilj v pridelavi rde¢ih vin (Razungles, 2022).

Pomembni metaboliti grozdnih jagod, ki potrebujejo pomocC pri
ekstrakciji v most/vino

Med spojinami, ki jih Zelimo pridobiti v most s pomodjo vpeljave razlicnih dodatnih ekstrakcijskih
(maceracijskih) korakov, so med najpomembnej$imi sekundarni metaboliti vinske trte/grozdja, in sicer
aromati¢ne spojine oz. njihovi prekurzorji ter e posebej fenolne spojine. Bogatej$a vsebnost slednjih
namre¢ predstavlja bistveno razliko med klasi¢no pridelanimi belimi vini ter rde¢imi (ali maceriranimi
belimi) vini. Kakovost rde¢ega vina je torej v veliki meri odvisna od vsebnosti in razmerja teh spojin
(njihovega kvantitativnega in kvalitativnega profila), in sicer zaradi njihovega odlodilnega vpliva na
senzori¢ne lastnosti vina: aromo, barvo, okus, pa tudi na stabilnost in potencial za staranje (Unterkofler in
sod., 2020). Podobno je uspesna ekstrakcija teh spojin pomembna pri belih vinih, ki so naértno pridelana
po rdedi tehnologiji, to je z maceracijo med alkoholno fermentacijo (t. i. oranzna vina).

Strnemo lahko, da je bistvo pridelave t. i. maceriranih vin (bodisi rde¢ih bodisi belih) omogocanje stika
jagodnih kozic in peck z grozdnim sokom med pridelavo vina v izbranih vinifikacijskih posodah. Glavni
namen maceracije pa je izbolj$anje ekstrakcije Zelenih sestavin vina iz trdnih delov grozdja.

Ekstrakcija teh ciljnih spojin seveda nikoli ni 100-odstotna, ampak le delna, pri ¢emer je njihov dejanski
izplen oz. njihova ekstraktabilnost odvisna od stopnje zrelosti grozdja (Bindon in Kennedy, 2011) ter od
Stevilnih kemi¢nih (etanol, SO2), bioloskih (kvasovke, encimi) in fizikalnih parametrov (T, ¢as, pritisk,
mehanska obdelava), ki razliéno 7) prispevajo k raztapljanju teh spojin v mostu in 7z) vplivajo na njihovo
difuzijo v most iz trdnih delov grozdja (kozica, pecke, morebiti peclji, ¢e so prisotni) (Razungles, 2022).
Prav tako ekstrakcija ni omejena le na Zelene komponente, zato se moramo zavedati tudi nevarnosti socasne

ekstrakcije manj Zelenih sestavin grozdja.
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Med mnogimi dejavniki, ki vplivajo na stopnjo ekstrakcije in s tem na izplen bolj ali manj Zelenih
metabolitov grozdja med maceracijskimi postopki, so vinarjeve odlo¢itve, povezane s casom trgatve (zrelost
grozdja), med predelavo pa s temperaturo in ¢asom trajanja maceracije, tiste z najve¢jim vplivom
na kon¢ni rezultat (Casassa in Harbertson, 2014; Casassa in sod., 2013b; Busse-Valverde in sod., 2012;
Zimman in sod., 2002).

Ce je po eni strani naértno upravljanje temperature lahko eden najucinkovitejih na¢inov pospesevanja
oz. izbolj$anja ekstrakcije fenolnih in primarnih aromati¢nih spojin med vinifikacijo mosta, je po drugi
strani izbira ¢asa trajanja maceracije oz. skupni ¢as ohranjanja stika med koZicami, peckami in mostom eden
najodlo¢ilnejsih dejavnikov pri dolo¢anju konéne koncentracije in razmerja med ekstrahiranimi fenolnimi
snovmi (fenolni profil) ter njihove nadaljnje kemijske usode, ki v konéni fazi pomembno kroji senzori¢ne
lastnosti pridelanega vina (Sener, 2018; Casassa in sod., 2013b; Busse-Valverde in sod., 2012; Gonzalez-
Neves in sod., 2012; Kelebek in sod., 2009; Vrhovsek in sod., 2002). Se eden od pomembnejsih dejavnikov
za uspesnost ekstrakcije je mehanska pomo¢, tudi v smislu drozganja, me$anja drozge in potapljanja
klobuka (pojasnjeno pozneje pri opisu pristopov). V praksi to pomeni, da lahko na kon¢no koncentracijo
in profil ciljnih metabolitov do neke mere vplivamo z upravljanjem navedenih dejavnikov, seveda ob
ustreznem znanju in razumevanju teh dejavnikov ter njihovih vplivov.

V pomo¢ vinarjem pri ekstrakciji Zelenih komponent grozdja iz trdnih delov grozdne jagode v most/vino
je bilo razvitih (in se $e razvijajo) veliko razli¢nih ekstrakcijskih tehnik oziroma maceracijskih pristopov.

Maceracijski pristopi v vinarstvu se med seboj razlikujejo predvsem GLEDE NA CAS
TRAJANJA, UPORABLJENO TEMPERATURO in CASOVNO TOCKO VKLJUCITVE MED
VINIFIKACIJO.

Z vidika Casa trajanja maceracije lahko stik trdnih delov grozdnih jagod in mosta traja le nekaj ur, kot
je to obicajno v pridelavi nekaterih belih vin (zlasti iz bolj aromati¢nih sort grozdja), lahko pa tudi nekaj dni
(predfermentacijska hladna maceracija), do nekaj tednov (klasi¢na maceracija med alkoholno fermentacijo),
ali celo mesec in ve¢ (podalj$ana, pofermentacijska maceracija).

Z vidika temperature maceracije sta v vinski industriji poleg klasicno vodene temperature
fermentacije/maceracije v uporabi $e dva bolj ali manj ekstremna pristopa: 7) z izkoris¢anjem nizkih
temperatur (npr. hladna maceracija, kriomaceracija) in 7z) z izkoris¢anjem visokih temperatur (npr.
termovinifikacija, flash détente).

Glede na to, kdaj v procesu vinifikacije so vpeljani, pa lahko maceracijske postopke delimo na
predfermentacijske, fermentacijske in pofermentacijske (pred- in po- sta podalj$ani maceraciji).

V praksi je ve¢ina maceracijskih pristopov kombinacija vodenja ciljne temperature in izbranega ¢asa
trajanja. Vinarjeve odloditve glede tega in glede tocke vpeljave v vinifikacijski proces pa so odvisne predvsem
od lastnosti surovine, tehni¢nih sposobnosti in Zelenega stila vina.

V nadaljevanju so strnjeni in opisani posamezni maceracijski pristopi oziroma razli¢ne tehnike za

izbolj$anje ekstrakcije Zelenih spojin iz trdnih delov grozdne jagode v most/vino.

Predfermentacijska hladna maceracija

Predfermentacijska hladna maceracija (PHM, angl. cold soak) je tehnika, ki izvira iz Burgundije, kjer so jo
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vpeljali predvsem za vinifikacijo sorte modri pinot (V7tis vinifera L.) (Cai in sod., 2014; Gémez-Miguez
in sod., 2007). Do danes ostaja sorta modri pinot ena najpogosteje tretiranih sort s PHM. Gre za
predfermentacijsko ekstrakcijsko tehniko, pred katero se grozdje obicajno razpeclja in zdrozga, pri ¢emer
dobimo mesanico grozdnega soka in jagodnih kozic ter peck (t. i. drozgo). V drozgi se nato Se pred
zaletkom alkoholne fermentacije grozdni sok ohranja v stiku s koZicami (oz. z vsemi prisotnimi trdnimi
delci grozdnih jagod) do nekaj dni (obi¢ajno od dva do Sest, v¢asih tudi deset in ve¢) (Aleixandre-Tudo in
du Toit, 2018), in sicer pri precej nizkih temperaturah, obi¢ajno 10-15 °C (Sacchi in sod., 2005), pogosto
tudi niZjih (3-10 °C) (Lasanta in sod., 2023; Razungles, 2022; Aleixandre-Tudo in du Toit, 2018). Pri
tem lahko zelo nizke temperature v praksi pomenijo visoke stroske, povezane z energijskimi zahtevami za
hlajenje industrijskih koli¢in grozdja (Ortega-Heras in sod., 2012; Aleixandre-Tudo in du Toit, 2018).

Pri doseganju nizkih temperatur v drozgi si lahko pomagamo s toplotnimi izmenjevalci ali hladilnicami
za predhodno hlajenje grozdja, najucinkovitejsa pa je uporaba suhega ledu (CO; v trdni fazi), in sicer
zaradi hitrega, skoraj takoj$njega zniZanja temperature. Poleg tega uporaba suhega ledu ustvari atmosfero,
nasi¢eno s CO», ki dodatno $¢iti drozgo po hlajenju (Gil-Mufioz in sod., 2009). Pri ve¢jih koli¢inah suhega
ledu lahko ta povzro¢i zamrzovanje znotrajceli¢ne tekocine (nastanek ostrih kristalov) ter posledi¢no
razbitje celi¢nih sten, kar je pomembna dodatna (mehanska) pomo¢ k u¢inkovitejsi ekstrakciji (Lasanta in
sod., 2023). Pri doseganju tako nizkih temperatur pa praviloma govorimo Ze o kriomaceraciji (opisano v
nadaljevanju).

Obhranjanje nizke temperature med PHM ni pomembno samo z vidika preprecevanja oz. zavlacevanja
zaletka fermentacije (nizka temperatura zadrzuje prisotne kvasovke v lag fazi) (Aleixandre-Tudo in du Toit,
2018), kar je med drugim bistvo PHM, temve¢ je koristno tudi z vidika zmanjSevanja nevarnosti oksidacije
drozge. Pri nizkih temperaturah so namre¢ inhibirani tudi encimi, odgovorni za oksidacijo (Werner in
Rauhut, 2009). V praksi so nizke temperature obi¢ajno podprte z uporabo zas¢itnega zvepla.

Izbrana zadetna nizka temperatura se lahko vzdrzuje vse dni trajanja PHM ali pa, kot je v praksi tudi
pogosto (in lazje izvedljivo), temperatura naravno rahlo nara$¢a, vse dokler se ne za¢ne alkoholna
fermentacija, bodisi spontano bodisi na¢rtno, z dodatkom kvasnega nastavka komercialnih kvasovk
(Razungles, 2022).

Zdaj ze vemo, da je poleg izbrane temperature rezultat maceracijskih postopkov v veliki meri odvisen od
njihovega trajanja. Eden glavnih namenov uvajanja PHM v vinifikacijske protokole je ravno podalj$evanje
maceracije (s tega vidika PHM spada med t. i. podalj$ane maceracije). Z uvajanjem PHM pred alkoholno
fermentacijo se namre¢ skupno gledano podaljsa ¢as stika med mostom in trdnimi deli grozdja v primerjavi
s klasi¢no maceracijo, ki poteka samo med alkoholno fermentacijo. Teoreti¢no gledano bo zaradi tega ¢asa
podaljsanega stika v konénem vinu prisotna ve¢ja koli¢ina nekaterih fenolnih spojin (Aleixandre-Tudo in
du Toit, 2018).

Konkretneje je med cilji PHM izbolj$anje barvnih lastnosti vina s spodbujanjem ekstrakecije
(vodotopnih) antocianinov, pa tudi ekstrakcija nekaterih v koZici prisotnih taninov s hkratnim
omejevanjem pretirane ekstrakcije taninov iz pe¢k (Panprivech in sod., 2015; Cai in sod., 2014; Boulton
in sod., 2013). Med maceracijskimi postopki se antocianini in tanini ekstrahirajo iz trdnih delov v tekoco
fazo na podlagi kompleksne kinetike difuzije in raztapljanja (Casassa in sod., 2019) (od tu naprej

poenostavljeno, brez lo¢evanja, govorimo kar o ekstrakciji). Ker PHM poteka pred alkoholno fermentacijo,
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ekstrakcija poteka v okolju, ki je $e brez alkohola (vodni medij) (Sacchi in sod., 2005), zaradi ¢esar tovrstno
ekstrakcijo lahko izkori§¢amo za izbolj$ano pridobivanje nekaterih polarnejsih spojin iz jagodnih kozic
(Lasanta in sod., 2023). V takih razmerah, ko v mediju $e ni alkohola etanola, se pri¢akuje predvsem
povecano spro$¢anje vodotopnih snovi, kot so antocianini (Morata in sod., 2019; Gonzélez-Neves in sod.,
2014), poleg ekstrakcije nekaterih drugih fenolov z nizko molekulsko maso (Aleixandre-Tudo in du Toit,
2018; Favre in sod., 2014), medtem ko so kompleksnejsi tanini manj vodotopni in posledi¢no slabse
ekstraktabilni (Morata in sod., 2018; Gonzalez-Manzano in sod., 2004). Pomembno je $e, da je med PHM
omogoceno nastajanje rdecih barvil z ve¢jo molekulsko maso, kar bo vplivalo na stabilnost barve vina (Nel
in sod., 2014; McMahon in sod., 1999). Dodatno je PHM namenjena ekstrakciji aromati¢nih spojin tako
pri rdecih kot tudi pri rosé in belih vinih, in sicer zaradi ekstrakcije prekurzorjev arom iz jagodnih kozic v
vodno okolje (most) (de Beer in sod., 2006; Salinas in sod., 2005).

V praksi vinatji vpeljujejo PHM predvsem zaradi Zelje in prepri¢anja, da bodo izboljsali barvni in/ali
aromati¢ni potencial vina, do neke mere pa tudi strukturo vina.

Znanstveno preverjeni rezultati ne potrjujejo vedno prepricanj, ki veljajo v praksi. Zato enologi ob¢asno
Se vedno razpravljajo o dejanskih prednostih te tehnike, saj kljub Siroki uporabi ni nujno smiselna za
vsako surovino. Ceprav znanstvene Studije potrjujejo, da je uspesnost PHM med drugim zelo odvisna od
sorte grozdja, se mnogo porocil o u¢inkovitosti PHM razhaja tako glede neposrednih, takojsnjih, kot tudi
dolgoroénejsih u¢inkov PHM na kakovost vina. Nekatere $tudije tako porocajo o izboljSani ekstrakeiji
antocianinov in taninov ter visji vsebnosti skupnih fenolov in/ali izbolj$ani barvni karakteristiki v vinih s
PHM v primerjavi s klasi¢no pridelanimi vini (Gonzalez-Neves in sod., 2014; Moreno-Pérez in sod., 2013;
Busse-Valverde in sod., 2011; de Santis in Frangipane, 2010; Gémez-Miguez in sod., 2007). Pri tem se lahko
ucinki, opazeni ob koncu PHM, v¢asih tudi zmanjsajo ali v nekaterih primerih celo izginejo med nadaljnjo
pridelavo vina (Aleixandre-Tudo in du Toit, 2018). Po drugi strani so nekateri ob vpeljavi PHM zaznali
le majhne ali nepomembne razlike v opazovani fenolni sestavi (Sacchi in sod.; 2005; de Beer in sod.; 2006,
Casassa in Sari, 2015; Coletta in sod., 2013). Zaradi pogostejsih teZav z barvo vin v toplejsih pridelovalnih
obmodjih je zanimiva tudi Studija Lasanta in sod. (2013), ki kaZe na dober potencial PHM pri obdelavi
grozdja sort tempranillo, merlot in syrah iz toplejsih klimatskih razmer (izbolj$anje fenolne in aromatske
sestave, pa tudi barvnih lastnosti vin). Podobno so Cejudo-Bastante in sod. (2014) preucevali vpliv PHM
na vino iz grozdja sorte syrah (tudi iz toplih pridelovalnih obmodij), pri ¢emer so bili njihovi rezultati
obetavni po daljsem trajanju PHM, ne pa tudi ob kraj$em trajanju PHM.

Vecina raziskav predfermentacijske hladne maceracije se je osredoto¢ila na njene vplive na barvo oziroma
fenolne spojine, manj pa je znanega o vplivu tega pristopa na aromati¢ne lastnosti konénih vin. Kot kaze,
je vedji ali manjsi vpliv PHM na aromati¢ni profil vin ponovno odvisen od sorte (in letnika) (Alti-Palacios
in sod., 2023; Moreno-Pérez in sod., 2013). Dodatno so Alvarez in sod. (2006) porocali, da je uporaba
PHM povecala vsebnost acetatov in estrov v vinih iz grozdja sorte monastrell, medtem ko sta De Santis
in Frangipane (2010) zaznala pove¢ane koncentracije nekaterih estrov, terpenov in 2-feniletanola v vinih iz
grozdja sorte merlot.

S senzori¢nega vidika so vina, pridelana s predfermentacijsko hladno maceracijo, pogosto opisana kot
sadnejsa, z razvitej§imi sadnimi notami (¢rni ribez in drobno rde¢e sadje) ter vedjo aromati¢no

intenzivnostjo in kompleksnostjo v primerjavi z vini, pridelanimi s klasi¢no maceracijo med alkoholno
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fermentacijo. Poleg tega porocajo o temnejsi in mocnejsi barvi ter mehkejsih taninih (Lasanta in sod., 2023;
Razungles, 2022; Petrozziello in sod., 2011; Parenti in sod., 2004).

Kljub nekaterim nasprotujo¢im si izsledkom raziskav obstaja prepricljivo $tevilo $tudij, ki podpirajo
upravi¢enost predfermentacijske hladne maceracije, pri ¢éemer se zdi, da lahko na splo$no povzamemo, da je
za boljso u¢inkovitost PHM, vsaj z vidika fenolnih snovi, daljsi ¢as (do deset dni) primernejsi od krajsega in
po drugi strani niZja temperatura (4-8 °C) ucinkovitej$a od nekoliko visjih (Aleixandre-Tudo in du Toit,
2019; Aleixandre-Tudo in du Toit, 2018).

Klasicha maceracija s fermentacijo

Klasi¢na maceracija s fermentacijo (KMF) je najpogosteje uporabljen maceracijski postopek v pridelavi
rdecih vin (ali maceriranih belih vin), pri katerem maceracija in alkoholna fermentacija ve¢ino ¢asa potekata
hkrati (razen casa, ki je potreben za zagon alkoholne fermentacije). Obicajno se po pecljanju in drozganju
pridobljeno drozgo inokulira s komercialno kvasovko (ali ustvari ustrezne pogoje za delovanje naravno
prisotnih kvasovk), da ¢im prej stece alkoholna fermentacija. Ta med drugim povzroci zviSevanje
temperature drozge in pretvorbo sladkorjev v alkohol. Oba omenjena dejavnika (viSanje temperature in
vedno vedja koncentracija alkohola) imata v primerjavi s predfermentacijsko hladno maceracijo znaten
dodaten vpliv na ekstrakcijo fenolnih snovi iz trdnih delov grozdnih jagod (Razungles, 2022; Setford in
sod., 2017; Casassa in sod., 2013a), kar je bistvo in glavni cilj vpeljave tega postopka v pridelavo maceriranih
vin. V cilju ¢im uspesnejSega izplena Zelenih fenolnih spojin pa se moramo zavedati, kaj in kako vpliva
na dinamiko ekstrakcije posameznih skupin fenolov med klasitno maceracijo s fermentacijo.
Najpomembnejse fenolne spojine v rdecih vinih, ki jih Zelimo pridobiti iz trdnih delov jagod s pomo¢jo
klasi¢ne maceracije, so 7) antocianini (odgovorni za barvo rdecih vin) ter 77) tanini, ki so na splo$no
pomembni za edinstvenost (razlika od klasi¢no pridelanih belih vin), kakovost in stabilnost rde¢ih vin.
Tanini so ustaljen posplosen pogovorni izraz v vinarstvu, ki se uporablja za opis proantocianidinskih spojin
flavonoidne strukture, te so odgovorne za strukturo in antioksidativni potencial vina (Morata in sod.,
2018), pa tudi za tipi¢ne organolepti¢ne lastnosti, kot so trpkost in grenkoba (Monagas in sod., 2005;
Gawel, 1998) ter barva v smislu njene stabilnosti (Monagas in sod., 2005). Vplivajo tudi na potencial
staranja vina (Lorenzo in sod., 2005). Poleg tega imajo lahko protimikrobni u¢inek in pripomorejo k
stabilnosti vrednosti pH rdec¢ih vin (Morata in sod., 2018).

Ceprav tako eni kot drugi nedvomno odlo¢ilno vplivajo na stil in kakovost rdecega vina, se moramo
zavedati, da je med klasi¢no maceracijo s fermentacijo kinetika ekstrakcije rdec¢ih barvil — antocianinov
drugac¢na od kinetike ekstrakcije taninov, prav tako pa se kinetika ekstrakcije taninov iz kozic razlikuje od
tiste, ki jo lahko pri¢akujemo za tanine iz peck (Morata in sod., 2018; Joscelyne, 2009; Ford in Joscelyne,
2006; Mazza in Ford, 2005). Odgovor na vprasanje, zakaj, je med drugim v njihovem mestu v celici oz.
trdnosti vezave na komponente celice, pa tudi v razli¢ni strukturi oz. kemijski naravi teh molekul (velikost
molekul, relativna topnost) (Morata in sod., 2018; Casassa in Harbertson, 2014). Antocianini so manjse
molekule in imajo zaradi svoje zgradbe polarnejsi znacaj, zaradi ¢esar so topnejsi v polarnih medijih, tanini
pa so nekoliko veéje molekule z nekoliko bolj nepolarnimi lastnostmi (Ribéreau-Gayon in sod. 2021;
Morata in sod., 2018; Moreno-Arribas in Polo, 2009).
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Kadar govorimo o mediju med klasi¢éno vinifikacijo, je znano, da se med alkoholno fermentacijo
spreminja iz pretezno polarnega medija (most je v osnovi kisla voda s sladkorji), v katerem je topnost
antocianinov zelo visoka in njihova ekstrakcija zelo hitra, do medija, vedno bogatejsega z alkoholom (proti
koncu alkoholne fermentacije), ki postaja ugodnejsi za ekstrakcijo taninov (Morata in sod., 2018; Moreno-
Arribas in Polo, 2009). Odsotnost (v zadetku fermentacije) in vedno vedja prisotnost (med fermentacijo)
etanola med maceracijo torej moc¢no vpliva na spojine, ki se bodo ekstrahirale prednostno (Gonzélez-
Manzano in sod., 2004). Poleg tega velja, da je za ekstrakcijo taninov iz peck potrebna prisotnost etanola
tudi zato, da pomaga odstraniti zas¢itne plasti peck, preden ekstrakcija taninov zares lahko potece (Busse-
Valverde in sod., 2010).

Kaj to spreminjanje medija pomeni za vinarja pri odlo¢anju o vodenju postopka (primerno ciljnemu stilu
vina)? Zaradi postopnega pretvarjanja mosta v vino se ekstrakcijski vrh antocianinov obicajno doseze Ze po
treh ali Stirih dneh alkoholne fermentacije (Casassa in sod., 2013b; Morata in sod., 2018) ali v nekaterih
pogojih in pri nekaterih sortah po petih ali $estih dneh (Ribéreau-Gayon in sod. 2021; Budi¢-Leto in sod.,
2006), zlasti ¢e je temperatura fermentacije nekoliko niZja. Potem se ob postopnem zviSevanju alkohola in
povezanih spremembah v polarnosti medija ekstrakcija antocianinov zmanj$uje, prav tako koncentracija
monomernih antocianinov, med drugim zaradi tvorbe stabilnejsih oblik rdecih barvil, obarjanja ali fiksacije
antocianinov na kvasovke (Casassa in Harberstson, 2014; Rentzsch in sod., 2007; Medina in sod., 2005).
Nasprotno poteka ekstrakcija taninov ves ¢as maceracije, njihova vsebnost pa naras¢a v odvisnosti od
ve¢anja koncentracije etanola, tako da doseze najvi$je vrednosti ob koncu fermentacije (Morata in sod.,
2018). Tanini kozic lahko dosezejo ekstrakcijski vrh malo pred koncem fermentacije, medtem ko se tanini
peck izloc¢ajo, dokler traja stik peck z vinom (Cerpa-Calderdn in Kennedy, 2008).

Kadar se osredoto¢amo na barvo vina, se je treba zavedati Se, da barvne lastnosti kon¢nega vina niso
zgolj ali neposredno odvisne le od uspesnosti ekstrakcije monomernih antocianov grozdja, temve¢ v veliki
meri tudi od nadaljnjih polimerizacijskih in kopigmentacijskih procesov, v katere vstopajo (Casassa in
Harberstson, 2014). Reakcije in interakcije med fenolnimi spojinami se namre¢ pojavijo takoj, ko
soobstajajo v mostu (Aleixandre-Tudo in du Toit, 2018), in potekajo tudi med maceracijo s fermentacijo
(Sternad Lemut in sod., 2013).

Kot ze omenjeno, se med alkoholno fermentacijo postopoma zvi$uje tudi temperatura, kar naceloma
dodatno pozitivno vpliva na ekstrakcijo dolocenih Zelenih spojin. Vi$ja temperatura namre¢ izboljsa
razgradnjo v drozgi prisotnih grozdnih tkiv, vpliva na topnost in posledi¢no pospesi maceracijo (Ribereau-
Gayon in sod., 2021). Rezultati so tako lahko boljsi pri nekoliko vi$jih temperaturah fermentacije (npr.
28-30 °C) kot niZjih (npr. 20 °C) (He in sod., 2012; Budi¢-Leto in sod., 2006).

Ce se vrnemo k osnovnemu dogajanju med alkoholno fermentacijo, poleg zviSevanja temperature in
vsebnosti alkohola v procesu nastaja tudi CO». Ze po prvih nekaj dneh fermentacije (dveh ali treh) CO»,
ki nastaja med alkoholno fermentacijo kot posledica delovanja kvasovk, povzrodi, da se grozdne kozice
kopicijo na povrini fermentirajo¢ega mosta ter tvorijo t. i. klobuk. Znotraj debele plasti precej zbitih
kozic (klobuk) je velika koncentracija kvasovk, prisotna trdna tkiva pa pomenijo tudi prisotnost hranil
za te kvasovke, zlasti dusikovih spojin. Ve¢ja koncentracija kvasovk povzro¢i intenzivnejso fermentacijsko
aktivnost in zvia temperaturo v klobuku hitreje kot v teko¢ini pod njo (Morata in sod., 2018). Ce ni

nadzorovana, se lahko temperatura znotraj klobuka zlahka zvisa za ve¢ kot 12 °C visje, kot bi bila v teko¢ini,



118 | MACERACIJSKI PRISTOPI V PRIDELAVI VINA - KLASICNE IN MODERNEJSE TEHNIKE ZA IZBOLJSANJE
EKSTRAKCIJE ZELENIH SPOJIN 1Z TRDNIH DELCEV GROZDNE JAGODE

razlike v temperaturi (do pribl. 8 °C) pa so zaznavne tudi med sredino in robovi klobuka (Schmid in sod.,
2009). Dopuscanje visje temperature v klobuku v primerjavi s temperaturo tekodine pod njim spodbuja
boljso ekstrakcijo in se lahko uporablja kot strategija za zviSanje stopnje ekstrakcije. Vendarle moramo v
tem primeru paziti, da temperatura ne postane previsoka (ohranjati jo moramo pod 35 °C), sicer negativno
vpliva na delovanje kvasovk in pojavijo se tezave s prepocasno ali zaustavljeno fermentacijo (Morata in sod.,
2018).

Ker je preve¢ kompakten in preobseZen klobuk tudi tezaven v smislu teZje ekstrakcije, npr. iz njegove
sredine (kjer kozice niso v stiku z mo$tom, kamor bi se lahko ekstrahirale njihove sestavine), povrsina
klobuka pa je hkrati tudi bolj izpostavljena oksidaciji, se v praksi vsakodnevno (vsaj enkrat ali dvakrat)
uporablja postopek, ki ga imenujemo potapljanje klobuka.

Prevladujeta dve metodi mesanja/potapljanja klobuka. Prva metoda je mehansko rahljanje in potiskanje
klobuka navzdol nazaj v teko¢ino (angl. punch down of cap; fr. pigeage) ob hkratnem zmernem mesanju
celote. Cilj je med drugim povecati stik med trdno in tekoc¢o fazo ter tako optimizirati raztapljanje in
ekstrakcijo. Pri delu z manjsimi koli¢inami lahko to izvajamo tudi ro¢no, na industrijski skali pa se za to
uporabljajo razne avtomatizirane, ustrezno oblikovane lopute oz. specializirani maceratorji. Druga metoda
je pre¢rpavanje fermentirajoega mosta od spodaj (z dna fermentacijske posode) prek klobuka na vrhu
posode (angl. pumping over; fr. remontage). Ce se prerpavanje izvaja tudi bolj proti koncu fermentacije, se
v vino ekstrahira ve¢ taninov iz pe¢k. Ceprav so tanini iz pe¢k v posplosenem pomenu pogosto obravnavani
kot manj zaZeleni, v praksi velja, da so potrebni skupaj s tanini koZice (v ustreznem razmerju), da pridobimo
bolj uravnotezena in ustrezno strukturno podprta rdeca vina (Razungles, 2022; Baiano in sod., 2016;
Ribéreau-Gayon in sod., 2021). Za razliko od opisanih precej grobih tradicionalnih metod potapljanja
klobuka so Pettinelli in sod. (2022) vpeljali in preucevali dve inovativnejsi (t. i. mehki) tehniki: prva
je modulirano vbrizgavanje zraka, ki uporablja fizikalni zakon resonan¢nega valovanja za preprecevanje
nastanka klobuka, druga pa temelji na ohranjanju rahlega nadtlaka CO; (spros¢enega med alkoholno
fermentacijo), ki ga uporablja skupaj z nenadnim znizanjem tlaka z odpiranjem ventila, da razrahlja klobuk
(Pettinelli in sod., 2022).

Stevilne raziskave, ki se usmerjajo v razumevanje kinetike ekstrakcije razli¢nih skupin fenolnih spojin pod
razli¢nimi pogoji (in v povezane potenciale senzori¢nih izboljsav), kazejo odvisnost od sorte oz. lastnosti
surovine, poleg tega pa potrjujejo Stevilne pozitivne udinke na kakovost vin, pridelanih z maceracijo, ki
poteka vzporedno z alkoholno fermentacijo (Lisjak in sod., 2020; Busse-Valverde in sod., 2012; Budié-Leto
in sod., 2006; Romero-Cascales in sod., 2005; Sacchi in sod., 2005; Vrhovsek in sod., 2002; Gomez-Plaza
in sod., 2001; Reynolds in sod., 2001). Vedno ve¢ znanja iz vedno novih $tudij, tudi zaradi vedno boljsih
analiznih zmogljivosti, omogoc¢ajo vinarjem natan¢nej$e razumevanje poteka ekstrakcije in boljsi nadzor

nad maceracijo v skladu z zastavljenimi cilji.

PodaljSana (pofermentacijska) maceracija

Podalj$ana (pofermentacijska) maceracija (PPM) je maceracijski postopek, ki traja $e po koncani alkoholni
fermentaciji. Pri tem pristopu trdni deli grozdne jagode ostanejo v vinu Se nekaj tednov po zakljuceni

alkoholni fermentaciji, kar pomeni, da odloZzimo stiskanje. Ob tem se moramo zavedati zmanjsane
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samozas¢ite vina po alkoholni fermentaciji in ustrezno preventivno ukrepati. Trajanje pofermentacijske
maceracije je v praksi zelo razli¢no, ve¢inoma traja od dva do $tiri tedne (Joscelyne, 2009; Ford in Joscelyne,
2006; Zimman in sod., 2002; Casassa in sod., 2013b), lahko pa tudi dva meseca ali ve¢. Kljub temu $e ni
razpolozljivih znanstvenih poro¢il o uéinkih tako dolgega maceriranja (sklepamo pa lahko, da je z vidika
kakovosti to precej tvegano).

Maceracija po fermentaciji omogoc¢a nadaljevanje ekstrakcije v alkoholu topnih spojin, kot so tudi
visokomolekularni tanini — astringenti in grenki tanini peck (Cerpa-Calderon in Kennedy, 2008).
Podalj$ana maceracija bo praviloma prispevala v vino ve¢ taninov iz peck, cesar se je treba zavedati in
ravnati skladno s proizvodnimi cilji in uporabljeno sorto/surovino ter njenimi lastnostmi (Nel in sod.,
2014). Povecana ekstrakcija teh spojin namre¢ pomembno spremeni senzori¢ne lastnosti in potencial
staranja vina (Casassa in sod., 2014). Razlog za pofermentacijsko maceracijo je v osnovi podoben razlogu
za predfermentacijsko hladno maceracijo - tj. da se ¢im bolj podaljsa ¢as stika mosta/vina s trdnimi deli
grozdne jagode. Vendar se bo obicajno s podaljSevanjem ¢asa maceracije s predfermentacijsko hladno
maceracijo iz grozdnih kozic pridobilo predvsem ve¢ barvnih komponent, s pofermentacijsko maceracijo
pa se bo ekstrahiralo predvsem ve¢ taninov (tudi ali celo predvsem tistih iz peck), kar bo izboljsalo strukturo
vina (Joscelyne & Ford, 2008), hkrati pa povecalo grenkobo in astringenco vin. Pofermentacijska maceracija
in njen taninski izplen imata pomembno vlogo tudi pri tvorbi stabilnejsih oblik rdec¢ih barvil in boljsi
stabilnosti barve vina (He in sod., 2012).

Rezultati raziskav PPM potrjujejo povecane vsebnosti taninov in skupnih fenolov, tudi zaradi taninov iz
peck (Lisjak in sod., 2020; Waterhouse in sod., 2016; Casassa in sod., 2013a,b; Cerpa-Calderén in Kennedy,
2008; Budi¢-Leto in sod., 2008; Sacchi in sod., 2005; Gémez-Plaza in sod., 2001). Lisjak in sod. (2020) so
preucevali, kako se tanini in antocianini ekstrahirajo med alkoholno fermentacijo iz kozZic in peck v modelni
raztopini vina in med industrijsko fermentacijo mosta iz grozdja sorte cabernet sauvignon, ter potrdili,
da s podalj$ano maceracijo po koncani alkoholni fermentaciji za¢enjamo pridobivati visokomolekularne
tanine iz peck (monomeri in nizkomolekularni se izlocijo prej). Ce imamo zrelo grozdje (zrele pecke)
lahko vino taninsko obogatimo tudi na ta nadin (Lisjak in sod., 2020). Zrelost grozdja vpliva tako na
koli¢ino ekstraktabilnih proantocianidinov (Bindon in Kennedy, 2011) kot na kakovost (nezrele peske
dajejo “nezrele” tanine, zato se v tem primeru izogibamo dalj$im, predvsem pofermentacijskim
maceracijam). Poroc¢ajo tudi o poslabsanju barvnih lastnosti vin (Casassa in sod., 2013a,b; Joscelyne in
Ford, 2008). Kar se barve ti¢e, PPM po porocanjih povzro¢i zmanj$ano intenzivnost barve in spremembe
odtenka (bolj rjavkast) v rde¢ih vinih (Joscelyne in Ford, 2008). Frost in sod. (2018) ter Casassa in sod.
(2013) so zaznali tudi zmanj$anje vsebnosti antocianinov. S senzori¢nega vidika PPM v skladu s pove¢animi
vsebnostmi taninov iz peck poveca obéutek grenkobe in trpkosti v konénih vinih (Casassa in sod.., 2013a,
Casassa 2013b). O najpomembnejsih vplivih PPM na lastnosti vina se ve¢inoma poroc¢a enotno, pri ¢emer
je stopnja vpliva odvisna tudi od sorte (Gil in sod., 2012).

Kljub tveganju glede mozZnosti precej negativnih senzori¢nih rezultatov v smislu prevelike grenkobe in
astringence je podaljsana (pofermentacijska) maceracija zelo razsirjena in priljubljena pri vinarjih v pridelavi

vin visoke kakovosti, zlasti tistih, namenjenih dalj$emu staranju.
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Karbonska maceracija

Karbonska maceracija (KM), v¢asih imenovana tudi fermentacija celih jagod ali fermentacija celih grozdov,
je vinifikacijski pristop, pri katerem cele neposkodovane grozde (skupaj s peclji) nezno polozimo in zapremo
v posebno posodo (fermentorje, ki lahko zdrZijo potreben pritisk), v njej pa jih izpostavimo umetno dodani
ogljikovi atmosferi in s¢asoma tudi naravno nastali ogljikovi atmosferi (Bianchi in sod., 2023; Baiano in
sod., 2016; Tesniere in Flanzy, 2011). Karbonska maceracija izkori$¢a prilagoditev celih grozdnih jagod na
medij brez kisika, obogaten z ogljikovim dioksidom (CO>), ki se skoraj v trenutku odraza znotraj vsake
jagode s prehodom iz respiratornega v fermentativni anaerobni metabolizem (Tesniere in Flanzy, 2011).
Ta postopek, ki ga je leta 1934 izumil Michel Flanzy, lahko poteka tudi ve¢ tednov, obi¢ajno pa od Sest
do 15 dni, pri ¢emer je ¢as trajanja odvisen med drugim od uporabljene temperature in cilja kon¢nega
stila vina (Tesniere in Flanzy, 2011). V¢asih pridelovalci celemu grozdju dodajo manjso koli¢ino zmletega
grozdja, tudi brez tega pa se zaradi lastne teZe grozdja sprosti na dno posode nekaj grozdnega soka, ki
med drugim omogoci zacetek klasi¢ne alkoholne fermentacije (Tesniere in Flanzy, 2011). Vendarle je bistvo
karbonske maceracije t. i. intracelularna (znotrajceli¢na) fermentacija, ki poteka v celih grozdih oziroma
v celih grozdnih jagodah - anaerobno okolje v zaprti posodi, kjer se kisikova atmosfera nadomesca z
ogljikovo, namre¢ spodbudi encime grozdnih jagod, da znotrajceli¢no fermentirajo sladkorje in proizvajajo
manjse koli¢ine etanola (1,5-2 %) (Razungles, 2022; Tesniere in Flanzy, 2011). To pomeni, da se na ta naéin
sprozi anaerobna presnova (anaerobni metabolizem - fermentacija) brez vpletenosti mikroorganizmov
(kvasovk) (Bianchi in sod., 2023; Tesniere in Flanzy, 2011). Po dolo¢enem ¢asu grozdje nato zmeckamo
(oziroma ga lahko na tej stopnji kar stisnemo) in zaklju¢imo alkoholno fermentacijo ob dodatku
komercialnih kvasovk. Postopek bi tako lahko strnili v $tiri korake: polnjenje posode s celimi grozdi;
maceracija in fermentacija (znotrajceli¢na); stiskanje in druga faza fermentacije (klasi¢éna) (Tesniere in
Flanzy, 2011).

Uspeh karbonske maceracije je v veliki meri odvisen od uspesnosti preprecevanja kakr$nih koli poskodb
grozdnih jagod. Zato vsi mehanski postopki, ki lahko poskodujejo grozde, vklju¢no s strojnim obiranjem,
za karbonsko maceracijo ne pridejo v postev (Razungles, 2022). Ob previdnem nalaganju celega grozdja
v posodo, ki je predhodno nasi¢ena s COy, je priporocljivo tudi zmerno Zveplanje, da zavremo delovanje
ocetnokislinskih bakterij. Za zmanjsanje tveganja delovanja nezelenih mikroorganizmov vinarji véasih tudi
korigirajo kislino grozdnega soka, ki se je zaradi lastne teZe grozdov sprostil na dnu posode, ter ga
inokulirajo s komercialnimi kvasovkami (Razungles, 2022).

Med karbonsko maceracijo se pod vplivom encimov dogajajo $e druge transformacije (npr. tvorba
nekaterih hlapnih aromati¢nih spojin, razgradnja jabol¢ne kisline), hkrati pa etanol, ki nastaja, olajsuje
ekstrakcijo fenolnih snovi (zlasti antocianinov) (Unterkofler in sod., 2020; Baiano in sod., 2016). Ti u¢inki
so vedji ob hkratnem zviSevanju temperature zaradi fermentacije, na splo$no pa je ekstrakcija fenolnih
snovi v karbonski maceraciji vina odvisna od uporabljene sorte grozdja in drugih pogojev vinifikacije. Vina,
pridelana s karbonsko maceracijo, so naéeloma namenjena hitri porabi (zelo hiter prihod na trg in kratko
obdobje prodaje), saj se praviloma ne starajo dobro. Obi¢ajno imajo manj intenzivno barvo (manj rde¢ih
barvil) ter manj trpkosti (manj taninov) oziroma na splosno manjso skupno vsebnost fenolnih spojin v

primerjavi z vini, pridelanimi po klasi¢ni rdeci tehnologiji (Baiano in sod., 2016). Po drugi strani imajo vina
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s karbonsko maceracijo ve¢ intenzivnejsih sadnih aromati¢nih znadilnostih, in sicer so za tako pridelana
vina znadilne note mehkega rdecega sadja, rdecega jagodicevja in véasih bonbonov (Baiano in sod., 2016;
Spranger in sod., 2004). Po poro¢ilih imajo vina iz karbonske maceracije v primerjavi s klasi¢no pridelanimi
vini poviSane skupne vsebnosti estrov in acetatov (Gonzalez-Arenzana in sod., 2020).

Karbonsko maceracijo so najprej uspesno vpeljali v francoski regiji Beaujolais (Se vedno najbolj znano
poreklo v pridelavi tovrstnih mladih rde¢ih vin), danes pa je ta tehnika razdirjena Ze po vsem svetu.
Uporabljamo jo ne le pri proizvodnji rde¢ih in mladih vin, temve¢ tudi v pridelavi rosé, alkoholiziranih in

penecih vin (Tesniere in Flanzy, 2011).

Kriomaceracija

Druga ekstremnej$a moznost (od predfermentacijske hladne maceracije) za povecanje ekstrakcije Zelenih
spojin s pomodjo nizkih temperatur je zamrzovanje grozdov ali drozge (t. i. kriomaceracija ali v¢asih tudi
krioekstrakcija, nekateri jo obravnavajo zgolj kot modifikacijo predfermentacijske hladne maceracije).
Podobno kot visoka temperatura (opisano v nadaljevanju) lahko tudi zelo nizka temperatura oziroma
zamrzovanje grozdnih jagod povzro¢i pomembne poskodbe celic grozdnih jagod, kar olajsa ekstrakcijo
znotrajceli¢nih komponent (Sacchi in sod., 2005). Ko grozdje/drozgo zamrznemo, nastali ledeni kristali
raztrgajo pektocelulozno steno, razcefrajo kozice in olajsajo proces ekstrakcije (Schmid in Jiranek, 2011).

Ta predfermentacijski postopek, ki se ve¢inoma uporablja za izbolj$anje izplena aromati¢nih komponent
grozdne jagode (Naviglio in sod., 2018), je mogoce izvesti na dva nalina: z zamrzovanjem grozdja pred
stiskanjem (krioekstrakcija) ali z zamrzovanjem grozdja, ki mu sledi zaporedno odmrzovanje in stiskanje
(imenovano tudi supraekstrakcija) (Roldan in sod., 2021).

Pri kriomaceraciji za izboljSanje ekstrakcijskih ucinkov naceloma uporabljamo temperaturo pod
ledis¢em. To lahko dosezemo z razli¢nimi tehnikami, kot je npr. dodajanje suhega ledu v drozgo ali
zamrzovanje delov mosta ali grozdja s pomocdjo zamrzovalnikov velikih prostornin, kar pa pomeni veliko
porabo energije in visoke obratovalne stroske (Baiano in sod., 2016). Zato se za obetavnejsi pristop Steje
uporaba kriogenega plina (CO» ali N3) (Naviglio in sod., 2018; Baiano in sod., 2016). Postopek vkljucuje
vbrizgavanje tekocega CO> neposredno v linijo, med njegovim izhlapevanjem pa se toplota odvaja iz
surovine, ki jo zelimo ohladiti (Carillo in sod., 2011).

Pred interpretacijo rezultatov znanstvenih $tudij je smiselno omeniti, da se v literaturi podatki o
uporabljeni temperaturi pri krioekstrakciji razhajajo, tako da nekateri navajajo temperaturo, podobno tisti
na spodnji meji temperaturnega intervala, uveljavljenega za predfermentacijsko hladno maceracijo (Baiano
in sod, 2015; Colleta in sod., 2013), drugi pa temperaturo pod ledis¢em, kar nakazuje, da je v praksi (in
v raziskovalnem okolju) meja med kriomaceracijo in predfermentacijsko hladno maceracijo nejasna ter
da je treba tudi rezultate teh raziskav ustrezno preveriti v smislu vinifikacijskih pogojev, v katerih so bila
eksperimentalna vina dejansko pridelana.

Nedavna studija vplivov krioekstrakcije in supraekstrakcije je sicer pokazala, da obe tehniki zamrzovanja
omogocata pridelavo vin z intenzivnejSo aromo in bolj$imi senzoriénimi ocenami v primerjavi s
tradicionalno pridelanimi vini (Ruiz-Rodriguez, 2020). O nekaterih (razli¢nih, vendar tudi ob razli¢nih

pogojih) izbolj$anjih aromatskih lastnosti in/ali splo$ne senzori¢ne kakovosti preucevanih vin, podvrzenih
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zelo nizkim temperaturam, so porocali tudi drugi (Radeka in sod., 2023; Piombino in sod., 2010; Bavcar
in sod., 2011, Girard in sod., 2001). Frett in sod. (2012) so v raziskavah uc¢inkov kriomaceracije (s teko¢im
N») v primerjavi s tradicionalno pridelavo vina porocali tudi o vplivu na fenolne spojine, in sicer je
kriomaceracija povecala vsebnost kvercetina za 6 %, vendar zmanj$ala vsebnost antocianinov, katehina in
resveratrola za 11, 9 in 60 % (v tem sosledju). Podobno kot karbonska maceracija tudi kriomaceracija z
dodajanjem suhega ledu v manjsi meri vpliva na proantocianidinski profil vina (Busse-Valverde in sod.,
2010).

Termovinifikacija

Ceprav ne gre za klasi¢no (dolgo) maceracijo, je tudi termovinifikacija postopek, namenjen izbolj$ani,
naceloma pa predvsem hitrejsi ekstrakciji nekaterih Zelenih sestavin grozdja v most. Termovinifikacija
temelji na krajSem (nekaj minut, lahko nekaj 10 minut; e gre za vec ur, pa govorimo o vro¢i vinifikaciji)
segrevanju mosta ali drozge na pribl. 60-70 °C (v praksi nekateri navajajo vedji interval 50-80 °C ),
ob hkratnem vzdrZevanju stika mosta s trdnimi deli jagod. Sledi stiskanje (pred fermentacijo — drugace
kot pri klasi¢nih postopkih pridelave rdec¢ih vin) in nujno tudi ohlajanje mosta, pri ¢emer s pomodjo
hladilnega sistema temperaturo zelo hitro znizamo na 35-40 °C. Poleg tega da je temperaturno zniZanje
nujno potrebno pred inokulacijo s kvasovkami za uspeSen zacetek alkoholne fermentacije pri kvasovki
ustreznih pogojih, to hitro ohlajanje Se dodatno pripomore k razpadanju jagodnih koZic in posledi¢no k
Se u¢inkovitejsi ekstrakciji ciljnih spojin. Po ohlajanju/stiskanju po termovinifikaciji (S pred fermentacijo)
vinarji obi¢ajno most tudi zbistrijo, sledi alkoholna fermentacija v teko¢i fazi, za razliko od vroce vinifikacije,
pri kateri lahko ta poteka tudi ob prisotnosti trdnih delcev (Nordesgaard, 2017; Baiano in sod., 2016; He
in sod., 2012).

Najenostavnej$i in najcenejsi toplotni izmenjevalci, ki se uporabljajo za segrevanje grozdja pred
fermentacijo, so cevni toplotni izmenjevalniki tipa tube-in-tube (dvojna cev, druga v drugi), slabost katerih
so predvsem pogoste tezave z zamasitvijo. Zaradi varcevanja z energijo je priporocljivo obdelovati trdne dele
grozdja po predhodnem odcejanju dela tekocine, da se zmanjsa koli¢ina materiala, ki ga je treba segreti (in
nato ohladiti) (Maza in sod., 2019a). Zaradi varéevanja z energijo se $e vedno razvijajo tudi drugi pristopi.
Ena od drugih mozZnosti za opisano kontinuirano metodo z enim prehodom je segrevanje grozdne drozge s
cevnim toplotnim izmenjevalnikom, medtem ko ta kroZi v rezervoarju. Ta pristop, ki se obi¢ajno uporablja
v manjsih kleteh, na¢eloma vodi v pocasnejse, a bolj heterogeno segrevanje (Maza in sod., 2019a).

Osnovna ideja termovinifikacije je pospesevanje ekstrakcije fenolnih spojin, predvsem barvnih snovi iz
kozic zaradi uc¢inkovitejSe razgradnje celi¢nih sten pod vplivom visoke temperature, in s tem izbolj$ana oz.
hitrej$a ekstrakcija antocianinov. Termovinifikacija lahko drasti¢no skraj$a potreben cas za ekstrakcijo, pri
¢emer migracija iz koZic v meso lahko ste¢e Ze v nekaj minutah (Baiano in sod., 2016). Prihranek ¢asa je
lahko $e posebej dragocen v industrijskih kleteh s potrebo po hitrem obracanju velikih koli¢in pridelka ali v
letnikih s koli¢insko nadpovpre¢nimi pridelki, ki bistveno presegajo standardne kapacitete predelave.

Znanstveni izsledki sicer ne podpirajo vedno pozitivnega vpliva za ekstrakcijo barvil/fenolnih snovi
oziroma uspesnost termovinifikacije je verjetno precej odvisna tudi od sorte grozdja in lastnosti surovine,

ki je podvrzena temu postopku. Nekateri porocajo o razlikah bolj na strukturni ravni rdec¢ih barvil kot
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kvantitativnem profilu antocianinov v primerjavi s klasi¢no maceracijo (Chiaromonti in sod. 1999), drugi
pa so zaznali pomembnejse razlike tudi v vsebnosti skupnih fenolov (Atanackovic in sod. 2012) ali
vsebnosti antocianinov (in katehina ter stilbena resveratrola) (Fretté in sod. 2012).

Ceprav med vinarji pogosto velja, da lahko s tem postopkom izbolj$ajo tudi ekstrakcijo taninov, se
je treba zavedati, da stiskanje pred fermentacijo (po ¢emer se ta postopek razlikuje od klasi¢ne rdece
vinifikacije) lahko pomeni tudi manj ekstrahiranih taninov v primerjavi s klasiéno maceracijo med
alkoholno fermentacijo, kjer se zlasti proti koncu alkoholne fermentacije kot dodaten pomozni dejavnik
pridruzi tudi alkohol (Unterkofler in sod., 2020; Waterhouse in sod., 2016; Sacchi in sod. 2005).

Zato so kljub nekaterim obetavnim zacetnim rezultatom (pri nekaterih sortah) v praksi vina, pridelana
s termovinifikacijo, pogosto slabse in manj stabilne barve ter slabse strukture. Razlog je verjetno v tem, da
deprav se antocianini po tem postopku res zelo hitro ekstrahirajo, po drugi strani tanini potrebujejo vec
¢asa (in pomo¢ klasi¢ne alkoholne fermentacije), tako da se verjetno v tako kratkem ¢asu ne ekstrahirajo v
dovolj$ni koli¢ini, da bi lahko pomagali stabilizirati barvne snovi in okrepili strukturo (Nordesgaard, 2017).

Poleg ciljanih (bolj ali manj dosezenih) pozitivnih vplivov na povecanje ekstrakcije antocianinov ima
povisana temperatura lahko $e druge pozitivne udinke, saj deaktivira oksidacijske encime, ki bi lahko
povzrodili porjavitev, prav tako pa zmanj$a prisotnost oz. unic¢i neZelene mikroorganizme (Unterkofler in
sod., 2020).

Po drugi strani lahko termovinifikacija odlo¢ilno vpliva na kvalitativno in kvantitativno vsebnost
aromati¢nih spojin, in sicer tako negativno (tveganje hitre izgube nekaterih, predvsem lazZje hlapnih
aromati¢nih spojin) kot v nekaterih primerih tudi pozitivno, saj lahko zmanjsa vplive dolo¢enih napak (npr.
vonja po plesni, po zatohlem), do neke mere pa lahko Ze pred fermentacijo omeh¢a t. i. zeleni karakter
(Unterkofler in sod., 2020). Termovinifikacija se kot sanitacijski ukrep pogosto uporablja tudi pri teZavah
s kvasovkami Brettanomyces (Baiano in sod., 2016). V pridelavi odprtega belega vina se termovinifikacija
ponekod uporablja za povecanje izplena iz grozdja preobremenjenih trt (Baiano in sod., 2016).

Ceprav se je termovinifikacija razvila in zacela uporabljati Ze v Sestdesetih letih prej$njega stoletja, do
danes ve¢inoma ni prodrla v protokole pridelave visokokakovostnih vin, ne glede na barvo (bela, rdeca).
Posledi¢no so sledili poskusi optimizacije nekaterih parametrov, kar pa je privedlo do novih pristopov, kot

je flash détente.

Flash release ali flash detente

Flash détente (FD) je v bistvu modifikacija termovinifikacije, pri kateri se grozdje izpostavi $e visji
temperaturi kot pri termovinifikacijskem postopku ter hkrati Se mo¢nemu vakuumu, kar povzroci
izhlapevanje vode in razgradnjo celi¢nih sten grozdja ter posledi¢no izbolj$a ekstrakcijo fenolnih snovi.
Konkretneje je FD tehnika ekstrakcije s hitrim segrevanjem grozdja na 85-95 °C (lahko z neposrednim
injiciranjem pare) in nato bliskovitim ohlajanjem (v sekundi) na 30-35 °C v vakuumski/ekspanzijski
komori pri 20-50 hPa (Maza in sod., 2019a; Watrelot, 2020). Temu sledi fermentacija z grozdnimi trdnimi
delci ali brez njih (Unterkofler in sod., 2020, Nordesgaard, 2017).

Postopek FD so razvili in patentirali na Francoskem nacionalnem intitutu za kmetijske raziskave

(INRA). Namen je bil razviti u¢inkovito metodo za hitro povecanje vsebnosti fenolnih spojin v mostu
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in kon¢nih vinih (Doco in sod., 2007; Morel-Salmi in sod., 2006). Raziskave kaZejo, da lahko FD poveca
izlo¢anje fenolnih spojin iz kozic in vakuol pod koZicami, in sicer bolj kot tistih (na¢eloma manj Zelenih)
iz peck (Maza in sod., 2019a). V raziskavi kakovosti tako pridelanih vin iz grozdja sort merlot in cabernet
sauvignon (Vinsonneau in Escaffre, 2006) so grozdje mehansko pobrali, razpecljali in zdrozgali, nato
pa segrevali pri razliéni temperaturi (75-85 °C) 30-60 minut, nakar je sledila obdelava pod pritiskom
94-97 mbar pri niZji temperaturi. Vsa tako pridobljena eksperimentalna vina so bila v primerjavi z vini,
pridelanimi po klasiécnem postopku, bogatej$a s fenolnimi spojinami — barvili in tanini, hkrati pa so
tudi po ve¢ mesecih staranja izkazovala manj zelenih in rastlinskih not (Watrelot, 2020; Vinsonneau in
Escaftre, 2006). Tudi novejsa Studija potrjuje v FD vinih iz grozdja sorte cabernet sauvignon visjo vsebnost
kondenziranih taninov za vsako stopnjo polimerizacije (Tong in sod., 2024). Studije na razli¢nih sortah,
grenache, mourvedre in carignan (Morel-Salmi in sod., 2006), modri pinot (Samoticha in sod., 2017),
merlot (Ntuli in sod., 2023), nakazujejo, da so lahko kvalitativni in kvantitativni izpleni tudi pri FD precej
odvisni od uporabljene sorte/surovine. Dodatno $tudiji avtorja Ntuli in sod. (2022, 2023) porocata o
potencialu izbolj$anja telesa rdecih vin po FD, ne samo zaradi izbolj$ane fenolne strukture, temve¢ tudi
zaradi povecane vsebnosti polisaharidov.

Senzori¢no gledano so Caillé in sod. (2010) porocali, da so imela FD vina iz grozdja sorte grenache
poleg niZje intenzitete barve ob stekleni¢enju tudi ve¢ trpkosti in grenkobe, hkrati pa ve¢ not po rdecih
sadezih in manj Zivalskih not v primerjavi z vini tradicionalne maceracije. Razlike so postale manj o¢itne po
desetih mesecih staranja v steklenici, z izjemo trpkosti, ki je ostala izrazita (Caillé in sod., 2010). V raziskavi
avtorja Nrtuli in sod. (2023) je flash détente pri grozdju/vinu iz sorte merlot ublazil intenzivnost zelenih,
za¢imbnih in prasnih senzori¢nih lastnosti. Tudi nedavna Studija na sortah cabernet sauvignon in marselan
kaZze obetavne rezultate glede aromatskih znacilnosti FD vin, ki so razvila ve¢ (sveze) sadnosti (posledica visje
vsebnosti estrov) in sladkih not (pove¢ana vsebnost laktonov in furanonov); podobno kot v predhodnih
Studijah so vina FD izkazala tudi zmanjSane zelenih (in cvetli¢nih) not zaradi nizjih ravni C6-alkoholov in
C13-norisoprenoidov (Tong in sod. 2024).

Ce povzamemo, se zdi flash détente obetavna metoda za ekstrakcijo vegjih koli¢in antocianinov in
taninov iz grozdnih koZic, pa tudi za zmanj$anje vsebnosti aromati¢nih spojin, odgovornih za zelene arome
v vinih, ob hkratni obogatitvi arome s sadnimi, slaj$imi notami. Ker pa je to razmeroma nov pristop, Se

vedno manjkajo obsirnejse, pomembnejse $tudije o celovitem in dolgoro¢nej$em vplivu na kakovost vin.

ACE

ACE (iz angl. Accentuated Cut Edges) je razmeroma nova ekstrakcijska tehnika, pri kateri grozdne koZice
razrezemo/razceframo na manjse kose (npr. ~10 % originalne velikosti), ne da bi pri tem poskodovali
grozdne pecke (Wang in sod., 2022; Unterkofler in sod., 2020). Cilj vpeljevanja te tehnike je olajsati
ekstrakcijo fenolnih spojin iz kozic v most s pomoc¢jo zmanj$anja velikosti del¢kov jagodne kozice oziroma
povecanja odprtih/dostopnih robov jagodnih kozic (Sparrow in sod., 2016). ACE se vklju¢i v vinifikacijo
po pecljanju in drozganju, kar pomeni, da spada med predfermentacijske tehnike. Primer opreme, ki jo
lahko uporabimo za razrez kozic, je maceracijski pospesevalnik Della Toffola (Wang in sod., 2022). Po ACE

je vino naceloma prej pripravljeno za stiskanje, s ¢imer se lahko prihrani nekaj dragocenega ¢asa v kleti. ACE
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namre¢ skraj$a Cas potrebnega trajanja stika s koZicami (maceracijski ¢as), s tem pa skrajsa tudi potrebo po
potapljanju klobuka in pripomore k boljsi u¢inkovitosti uporabe fermentorja oziroma zmanjsanju stroskov
obratovanja.

Raziskave so kmalu pokazale, da ACE pristop lahko izboljsa barvne karakteristike (privla¢nost in
stabilnost barve) v vinih iz grozdja sorte modri pinot in shiraz ob hkratnem povecanju vsebnosti taninov,
kar posledi¢no vodi do vecjega deleza stabilnejsih rde¢ih barvil v ACE vinih. ACE namre¢ pospesuje/
izboljsuje ekstrakcijo taninov iz grozdnih kozic, ti pa nato reagirajo z antocianini in tvorijo stabilnej$a rdeca
barvila (Kang in sod., 2020; Unterkofler in sod., 2020; Sparrow in sod., 2016).

Sparrow in sod. (2016) porocajo tudi o boljsem izplenu sadnih not v ACE vinih iz grozdja sorte modri
pinot, vendar ob hkratnem povecanju grenkobe (Sparrow in sod., 2016). Na podlagi novejse $tudije Wang
in sod. (2022) porocajo, da pri sorti shiraz ACE ni imel pomembnega vpliva na izplen tiolov oz. njihovih
prekurzorjev v most, vendar je (kratek) postopek po drugi strani vplival na vsebnost acetatov (znizanje) in
vi$jih alkoholov, mas¢obnih kislin in izoprenoidov (zvisanje) (Wang in sod., 2022).

V primerjavi z nekaterimi drugimi prodirajo¢imi novimi tehnikami vpeljava ACE naceloma ne zahteva
bistvenih tehnoloskih prilagoditev ali velikih investicij, zato ima ob zaznanem potencialu verjetno precej

dobre moznosti za vpeljavo v vinarsko prakso.

PEF

Ena izmed novejsih netermalnih tehnik, ki se za zdaj preizkusa v eksperimentalnem okolju, je obdelava
pridelka s pulzirajo¢im elektri¢nim poljem. PEF temelji na uporabi zelo kratkih elektriénih impulzov (v
obmodju od s do ms) pri poljski jakosti ve¢ kot 0,5 kV~cm_1, kar povzrodi povecanje prepustnosti celi¢nih
membran. To pojasnjuje potencial PEF za izboljSanje hitrosti maceracijskih procesov, katerih namen je
iz grozdja ekstrahirati znotrajceli¢ne komponente, vklju¢no s fenolnimi spojinami (Cholet in sod., 2014;
Delsart in sod., 2012). Namen vpeljave PEF je predvsem povecanje ekstrakcije antocianinov/fenolnih
spojin pred maceracijo s fermentacijo, takoj po pecljanju in drozganju grozdja, kar pomeni, da gre v bistvu
za predfermentacijsko tehniko.

Poleg obetavnih rezultatov glede ekstrakcije fenolnih spojin (Ricci in sod., 2020; Comuzzo in sod., 2020;
Delsart in sod., 2014; Delsart in sod., 2012) so raziskave pokazale, da lahko PEF obdelava grozdja poveca
koncentracijo aromati¢nih prekurzorjev v mostu in vinu (Comuzzo in sod., 2018; Maza in sod., 2019b).
Tehnika PEF se zdi zanimiva tudi kot alternativa za mikrobiolosko stabilizacijo vin pred stekleni¢enjem, in
to brez spreminjanja sestave vina (Delsart in sod., 2016). Nedavni tehnoloski razvoj, zlasti v smislu moznosti
uporabe neprekinjenih (kontinuiranih) obdelovalnih komor, obeta ve¢ moZnosti za implementacijo

uporabe tehnologije PEF v vinarski praksi (Feng in sod., 2022).

Druge tehnike v razvoju in preucevanju

V stalnem iskanju izboljSav in inovacij v vinarstvu so v tem trenutku predmet raziskav $e nekatere druge

tehnike, ki bi teoretiéno lahko pripomogle k boljsim ekstrakcijskim izidom v smislu uspesnejse in/ali
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hitrejSe ekstrakcije Zelenih komponent grozdja, ne da bi pri tem preve¢ ogrozile kakovost z vzporednim
nara$¢anjem vsebnosti manj Zelenih ali nezelenih sestavin pridelka. Nekatere izmed teh preudevanih tehnik
so npr. tretiranje z ultrazvokom (sonikacija) (Martinez-Lapuente in sod., 2022), omsko segrevanje (ali tudi
t. i. MEF — Moderate Electric Fields) (Junqua in sod., 2021) in uporaba mikrovalov (Pérez-Porras in sod.,
2021). Za zdaj pridobljeni rezultati, tudi ¢e so teoreti¢no obetavni, pri ve¢ini od na novo preucevanih tehnik
Se ne upravicujejo potrebne reorganizacije zaradi tehnoloskih omejitev kleti in/ali povezanih finanénih
vlozkov v potrebno novo opremo ali energijsko nadgradnjo.

Zato v praksi za zdaj ostajajo $e vedno najbolj razsirjene in najbolj priljubljene tehnike v pridelavi
kakovostnih vin razliéne podalj$ane izpeljanke klasi¢ne maceracije s fermentacijo. Seveda je za pridelavo
visokokakovostnih maceriranih vin $e vedno osnovni pogoj odliéna zdravstveno neoporeéna surovina
primerne tehnoloske zrelosti. Nesmiselno je vlagati v zahtevne in drage maceracijske postopke z grozdjem,
ki Ze v osnovi nima potrebnega potenciala.

Ne glede na izbrano maceracijsko tehniko je zaradi njenih potencialnih, ne samo kakovostnih, temve¢
tudi ekonomskih, organizacijskih in logisti¢nih posledic, izredno pomembno zelo dobro poznati in
razumeti vse dejavnike, ki vplivajo na udinkovitost izbrane tehnike, zlasti pri sortah, kjer ta praksa e ni

utecena ali preizkuSena vsaj na manjsi skali.
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Uvod

Vsak tip vina lahko pridelamo v skladu s Stevilnimi protokoli, ki jih narekujeta ciljni stil vina in filozofija
vinarja. Pri tem so zelo pomembni razlogi za vinarjeve odloditve o strategiji. Protokol pridelave vina mora
biti seveda prilagojen cilju pridelave, pa tudi vinskemu trgu. Dandanes potrosniki zauZijejo manj vina,
vendar iS¢ejo bolj kakovostna, z manj posegi v pridelovalnem postopku in vedjo transparentnostjo, zlasti
v Evropski uniji z novo obveznostjo zagotavljanja seznama sestavin vina. Na splosno lahko s filozofskega
vidika razlikujemo dva glavna tipa vin. Tehnoloska vina, ki izrazajo standardiziran okus na podlagi sorte in
tehnologije, ter vina z geografskim poreklom (ali t. i. terroir vina), katerih cilj je prenasati specifi¢en okus
okolja, iz katerega vino izvira. Prvi pristop je bolj interventen kot drugi, vendar je pri obeh zelo pomembno
ustrezno znanje za obvladovanje glavnih korakov v pridelavi vina. Kako pomembno je poglobljeno znanje
vinarstva ne glede na filozofijo vinarja, lepo povzema Jamie Goode v svoji knjigi (Goode, 2021). V tem
poglavju opisujemo glavne korake pridelave belih in rdecih vin. Za laZje razumevanje teh vsebin posebej

priporo¢amo branje podpoglavja o pravilni izbiri datuma trgatve in vplivu tega na stil vina.

Bela vina

Kakovost grozdja in trgatev

Pri dolo¢anju protokola pridelave vina, ki bo privedel do izbranega stila vina, je klju¢na kakovost grozdja.
Grozdje visje kakovosti daje vinarju ve¢ mozZnosti za izbiro specifiénega stila vina, od svezih in enostavnih

za pitje do kompleksnih stilov ter od tehnoloskih vin do vin s posebnim znadajem terroirja. Po drugi strani
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bo grozdje nizje kakovosti na splosno primerno le za tehnoloska vina, pridelana v svezem slogu z manj
kompleksnosti. Prav tako ne smemo pozabiti, da bo slabsa kakovost grozdja pogojevala ve¢ tehnoloskih
posegov in s tem vec stroskov pridelave v kleti.

Mnogi slovenski vinarji razumejo kakovost grozdja predvsem v smislu zdravstvenega stanja grozdja ob
trgatvi. Tako bo sortiranje v vinogradu in kleti pripomoglo k izbolj$anju povpre¢ne kakovosti pridelanega
grozdja. Vendar je treba pred odlotitvijo o protokolu pridelave vina upostevati $e druge pomembne
parametre, ki vplivajo na kakovost grozdja. Pri odlo¢anju so pomembni tudi izvor grozdja (lokacija, tla,
mikroklima), razmere v vinogradu (vinogradniske prakse, pridelek, starost trt) in zrelost grozdja.

Se posebej pomembna je odloditev glede datuma trgatve, saj je to zadnji korak, na katerega lahko
vinogradnik vpliva pri oblikovanju konéne kakovosti grozdja. Bolj ko kakovost grozdja za izbrani stil vina
odstopa od parametrov optimalne zrelosti, bolj so potrebni dodatni posegi v kleti.

Pri belih vinih je treba upostevati predvsem tehnolosko (sladkor/kisline) in aromati¢no zrelost. Pri belih
vinih s podalj$ano maceracijo drozge grozdja (v tem poglavju niso obravnavana) in rde¢ih vinih pa je
pomembnejsa fenolna zrelost.

Za dolocanje tehnoloske zrelosti je treba spremljati parametre, kot so koncentracija sladkorja, pH in
skupne kisline. Pri belih vinih je zanimivo tudi razmerje med vinsko in jabol¢no kislino, ki daje informacijo
o prevladujocem tipu kislin. Za sveza bela vina je bolje stremeti k zmerni stopnji alkohola (12-13 vol.
% alkohola ali 78-88 °Oe sladkorja) in konkretno stopnjo kislosti (pH 3,1-3,4; skupne titrabilne kisline
(TA) 5-7 g/L). Za kompleksna bela vina pa se pri¢akuje polnejse telo, kar ne pomeni nujno visje ravni
alkohola, in uravnoteZena, zaokroZena raven kislin. Pri tem je zelo pomembno poreklo grozdja, ki vpliva
tudi na optimalno ¢asovno okno trgatve. Da bi se izognili prenizki ali previsoki zrelosti, je treba odloéitev
prilagoditi podnebnim razmeram letnika (hladno ali toplo/vroce). Za doseganje tega ravnovesja je lahko
koristno spremljanje sinteze oz. kopicenja sladkorja v grozdnih jagodah, kot je opisano v podpoglavju Kako
igberemo pravi datum trgatve. Pravzaprav je bil ta koncept nedavno razvit ravno za ocenjevanje aromati¢ne
zrelosti grozdja (Antalick in sod., 2023).

Obicajno vinogradniki ocenjujejo aromati¢no zrelost z okusanjem jagod, kar je lahko subjektivno, saj
zahteva izkusnje in je zelo odvisno od okusevalca. Nasprotno pa je spremljanje kopicenja sladkorja v jagodah
trenutno edino objektivno merilo, ki lahko pomaga oceniti aromati¢no zrelost grozdja. Ceprav je bilo
razvito predvsem za rdeca vina, je uporabno tudi pri belih.

V Sloveniji se ve¢ina trgatev opravi ro¢no, tako zaradi velikosti vinskih kleti kot tudi zaradi topografije
vinogradov, ki oteZuje strojno obiranje. Z ro¢nim obiranjem v majhne zabojcke se nekoliko zmanjsa
nevarnost poskodb grozdnih jagod pred predelavo, izbolj$a pa se tudi moznost sortiranja v vinogradu.
Kljub temu je kakovost strojne trgatve danes primerljiva s tisto, ki jo je mogoce dose¢i z ro¢nim obiranjem
grozdja za tehnoloska bela vina.

Za bela vina je priporocljiva predelava hladnega grozdja, da se omeji oksidacija grozdnega mosta pred
fermentacijo in ohrani sadni znacaj. To lahko doseZemo s trganjem grozdja, ko je zunanja temperatura nizka

(zgodaj zjutraj), ali z ohlajanjem grozdja pred predelavo.
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Postopki obdelave grozdja pred fermentacijo

Sprejem grozdja in stiskanje

Ob sprejemu grozdja v klet se grozdje pred stiskanjem bodisi razpeclja in zdrozga bodisi se neposredno
stisnejo celi grozdi. Pri pecljanju in drozganju lahko stiskalnico napolnimo z ve¢ drozge, in sicer celo 30
% ve¢ v primerjavi z neposrednim stiskanjem. To je velika prednost z logisti¢nega vidika. Glavno tveganje
te strategije pa je, da se s trenjem in mehanskim poseganjem spodbudita oksidacija mosta in ekstrakcija
fenolov. Fenolne snovi so nezazelene za sveza bela vina, ker lahko negativno vplivajo na sveZo sadno aromo
in povzrocijo grenkobo. Mletje (pecljanje in drozganje) lahko povzrodi tudi zvidevanje vrednosti pH in
znizevanje kislinske stopnje. Nasprotno pa pri pridelavi kompleksnejsih belih vin vinarji v¢asih stremijo
k nekaj ve¢ fenolnih snovi (predvsem taninov in hidroksicimetnih kislin iz kozic), ki lahko doprinesejo k
teksturi, in sicer bolj pri nekaterih aromati¢nih kot nevtralnih sortah. V takem primeru sta lahko primerna
mletje in kratka hladna maceracija (od 4 do 12 ur pri 10-12 °C), nujno pa je uporabiti grozdje visoke
kakovosti in predelavo kombinirati z dalj§im zorenjem na droZeh po fermentaciji, da tako uravnovesimo
ostrino izluzenih fenolov.

Vinar mora biti zelo pozoren tudi na spremembe vrednosti pH, ki se med hladno maceracijo v nekaterih
letnikih lahko hitro zvi$ajo. Za sorte, podvrzene oksidaciji mosta, kot je sauvignon, se med tem postopkom
priporoca tudi uporaba suhega ledu.

Po drugi strani je neposredno stiskanje grozdja s kakovostnega vidika najboljsa izbira za pridelavo svezih
belih vin, saj se tako bolje ohrani sveza sadna aroma. Glavne prednosti so omejitev mehanskega trenja in
oksidacije, bolj$e ohranjanje kislosti, izbolj$anje izplena stiskanja (boljsa ekstrakcija mosta) ter izboljSanje
lastnosti sesedanja ob bistrenju mosta in stabilizacije vina na beljakovine. Bela vina, pridelana z
neposrednim stiskanjem, imajo pogosto bolj prefinjen aromati¢ni profil in zahtevajo manj posegov v kleti.
Zato se stiskanje celih grozdov priporoca tudi za kompleksnejsa bela vina. Glavna tezava je daljsi postopek
stiskanja zaradi manjse zmogljivosti glede obremenitve stiskalnice.

S stiskanjem se iz grozdja iztisne grozdni sok (most) za nadaljnjo fermentacijo brez prisotnosti jagodnih
kozic. Lo¢imo dva tipa mosta: samotok, ki se sprosti iz grozdja pod vplivom lastne teze kupa grozdov,
preden se mehansko stisnejo; in presanec, ki je most, pridobljen po stiskanju. Za kon¢no kakovost belih
vin je zelo pomembno previdno, ne premocno stiskanje. Vinar se namrec¢ naceloma zeli izogniti zelenemu
in zeli§¢nemu znacaju ter preveliki koli¢ini fenolov, ki lahko pripomorejo k oksidaciji mosta in povzrocdajo
grenkobo. Hkrati pa Zeli ohraniti kislost in sveZino mosta.

Da bi dosegli te cilje, se priporocajo prakse, ki zmanjsujejo trenje tropin, npr. uporaba enakomernega
gradienta tlaka in izogibanje prepogostim prevelikim nihanjem tlaka med stiskanjem. Pogosto se priporoca
uporaba plinov ali suhega ledu, da za$¢itimo stiskalnico oz. most v njej pred oksidacijo (hiperreduktivna
tehnika pridelave). Taks$na vina imajo praviloma bolj izrazene sortne note, lahko so manj polna, bolj sveza,
vcasih se lahko zaznajo reduktivni vonji. Potreba po omejevanju oksidacije mosta je odvisna od sorte.
Med tehnikami za odstranjevanje nekaterih pomembnih fenolov pred fermentacijo je tudi hiperoksidacija
mosta. Vpliv te tehnike na senzori¢ni profil belih vin je pomemben (Gawel in sod., 2014). Hiperoksidacija

povzro¢i oksidacijo fenolnih spojin. Pomembno je, da se med tem postopkom ne uporablja SO,, saj bi
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zaviral delovanje encima polifenoloksidaze (PPO). Vina, pridobljena na ta nacin, so manj trpka, vendar
se izgubi sortna cvetli¢na aroma. Hiperoksidacija se najpogosteje uporablja v predfermentacijski fazi pri
pridelavi vin iz nevtralnih sort, kot je npr. chardonnay.

Dodajanje Zvepla med stiskanjem za$¢iti sveze stisnjeni most pred oksidacijo. Odmerek je odvisen od
zdravstvenega stanja grozdja in strategije fermentacije. Pri zdravem grozdju zadostuje dodatek 5 g/hL za
zaviranje delovanja encima polifenoloksidaze (ki je odgovoren za oksidacijo mosta), hkrati pa ne zavira
razvoja kakovostnih avtohtonih kvasovk, ¢e Zelimo dosedi spontano fermentacijo. Pri manj zdravem
pridelku lahko odmerek pove¢amo na 8-10 g/hL. Za Zveplanje v vinarstvu najpogosteje uporabljamo
raztopino bisulfita in metabisulfita.

Ne nazadnje lahko uporabimo tudi pektoliti¢ne encime za povecanje frakcije samotoka in frakcije mosta
prvega stiskanja (prvi presanec) ob hkratni omejitvi nezelenih mehanskih poskodb drozge. To nam lahko
pomaga skrajati trajanje stiskanja in zmanjsati $tevilo ciklov stiskanja. Pektolitiéni encimi so koristni tudi

za bistrenje mosta pred fermentacijo.

Bistrenje mosta

Bistrenje je namenjeno odstranjevanju najgostejsih usedlin mosta po stiskanju in pred fermentacijo. Ta
korak bi moral biti v pridelavo belih vin vedno vkljuéen, saj z njim optimiziramo uéinkovitost fermentacije
in aromati¢ni profil ter prepre¢ujemo nastanek neZelenih arom, zlasti reduktivnih. Za ustvarjanje sveZega
in sadnega stila belega vina je priporocljivo, da se bistri do zmerne ali nizke stopnje motnosti (50-100
NTU) (NTU, enota za merjenje motnosti — iz angl. Nephelometric Turbidity Unit). Pri kompleksnejsih
vinih stremimo k zmerni motnosti (150-250 NTU). Mosti z visoko motnostjo (>300 NTU) se lahko
nagibajo k tvorbi tezkih, zelenih in reduktivnih vonjev vina. Dobro si je zapomniti, da nizka motnost
pomeni tudi manj hranil za kvasovke in da je v takem primeru dodajanje hranil pogosto obvezno, da se
izognemo prepocasni ali zaustavljeni fermentaciji in pridobimo ¢iste sveZe sadne arome. Delo pri zelo nizki
motnosti je tvegano tudi z vidika tvorbe hlapnih kislin.

Dve glavni tehniki ¢iS¢enja belega mosta sta statiéno hladno usedanje (sedimentacija) in flotacija.
Stati¢no hladno usedanje je najpogostejsi nacin ¢is¢enja mosta s sesedanjem pri nizki temperaturi (10-12
°C). Postopek lahko traja od nekaj ur do nekaj dni, odvisno od temperature in motnosti mosta.
Sedimentacijo lahko pospesimo s pektoliti¢cnim encimom. Flotacija je obraten postopek, pri katerem se
most odisti s potiskanjem delcev navzgor, ki se tako odstranijo ob uporabi plina in ¢istilnega sredstva.
Flotiranje je hitrejse od hladnega usedanja in zelo priro¢no za hitro obracanje v kleti. Po drugi strani pa
lahko s tem postopkom doseZzemo le nizko motnost, zato je primernejsi za sveza kot za kompleksna bela
vina. Hladno usedanje zahteva ve¢ ¢asa in opreme, vendar je primerno za vse stile. Pred hladnim usedanjem
je mozno most tudi inokulirati z nekaterimi posebnimi kvasovkami ne-Saccharomyces, ki ne bodo sprozile
fermentacije, bodo pa omejile oksidacijo mosta ali razvoj neZelenih mikroorganizmov. Ta novejsi pristop, t.
i. bioloska zas¢ita, se je izkazal kot precej uspesen, saj omogoca znatno zmanjsanje potrebnega odmerka SO2
pred fermentacijo (Windholtz in sod., 2023).
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Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija je glavni korak v procesu pridelave vina, ki omogoca pretvorbo mosta v vino. V
anaerobiozi ali semianaerobiozi (v atmosferi brez ali z malo kisika) kvasovke fermentirajo sladkor (glukozo/
fruktozo) v alkohol (etanol) in CO,. Med alkoholno fermentacijo kvasovke tvorijo tudi aromati¢ne snovi,
ki dajejo vinu poseben senzori¢ni profil. Zato so razmere, v katerih poteka alkoholna fermentacija, klju¢ne
za kon¢ni stil vina.

Pri fermentaciji lahko vinarji izberejo, ali bodo wuporabili komercialni starter ali pa
bodo fermentacijo prepustili avtohtoni mikroflori. Komercialni starterji so kvasovke, izolirane v naravi
ter nato izbrane na podlagi fermentacijskih lastnosti. Te selekcionirane kvasovke potem pripravijo na
industrijski skali za uporabo kot starter za alkoholno fermentacijo. Na trgu je na voljo ve¢ kot 250 starterjev,
trenutno pa se, odvisno od pridelovalnega obmodja, s komercialnimi starterji prideluje od 60 do 90 % vin.
Uporaba komercialnega starterja omogoca bolj$i nadzor nad alkoholno fermentacijo in omejuje tveganje
pocasne ali zaustavljene fermentacije ter nastajanja neprijetnih vonjev. Priporo¢a se za sveZa bela vina,
uporablja pa se lahko tudi za kompleksna bela vina. Kljub temu komercialni starter sam po sebi ne pomeni
samodejnega uspeha. Alkoholno fermentacijo je treba voditi tudi v skladu z lastnostmi starterja (priporo¢ili
proizvajalca). Izbira kvasovk mora temeljiti na pridelovalnem cilju (kinetika fermentacije, senzori¢ni profil
...). Nasprotno pa se vinarji lahko odlo¢ijo, da pustijo, da se alkoholna fermentacija zgodi spontano s
kvasovkami, ki so prvotno prisotne na povrsini grozdja ali v kleti. Spontana fermentacija poveca tveganje
za pocasno ali ustavljeno fermentacijo in s tem nastanek nezelenih arom, vendar to ne pomeni, da se bo to
tudi zgodilo. Mnoga najbolj kompleksna in iskana bela vina so pridelana ravno na ta nacin. Vina, pridelana
s spontano fermentacijo, so namre¢ pogosto kompleksnejsa kot vina, pridelana s komercialnim starterjem.
Zato bi morali to strategijo vpeljevati v pridelavo kompleksnejsih belih vin.

Na stil belih vin, zlasti na njihov aromati¢ni profil, prav tako mo¢no vpliva temperatura fermentacije.
Uravnavati jo je treba glede na ciljni stil, stopnjo bistrenja (motnost) in lastnosti kvasovk, saj so nekatere
kvasovke odpornejse na nizko temperaturo kot druge. Sveza sadna bela vina obicajno fermentiramo pri
precej nizki temperaturi (14-17 °C) in z zmerno do nizko stopnjo motnosti. Ti pogoji so za kvasovke
precej tezavni, zato je treba posebno pozornost nameniti hranilom za kvasovke (glejte tretje poglavje).
Nizja temperatura poveca tveganje za pocasno/zaustavljeno vrenje, medtem ko lahko vi$ja temperatura
spremeni senzori¢ni profil k nekoliko kompleksnej$emu in hkrati manj sadnemu. Izjema so lahko nekatere
aromati¢ne sorte grozdja (sauvignon, renski rizling), pri katerih nekoliko viSja temperatura
fermentacije lahko izbolj$a sortni znacaj vina.

Zato kompleksna bela vina na splo$no fermentiramo pri temperaturi, ki je nekoliko visja od temperature,
uporabljene v pridelavi sveZih belih vin (18-22 °C). Obicajno se priporoca zacetek fermentacije pri nekoliko
nizji temperaturi, ko so kvasovke Se v fazi rasti. To se obidajno zgodi precej naravno, medtem ko
inokuliramo kvasovke med segrevanjem mos$ta po hladnem bistrenju. Po padcu prvih 10-20 %
koncentracije sladkorja (m/m) se temperatura lahko zviSa ob omejevanju hlajenja s hladilnim sistemom,
vendar jo je treba $e vedno nadzorovati tako, da ne preseze 23-24 °C. Prav tako se je treba izogibati
prevelikemu padcu temperature (6-7 °C v nekaj urah).

Za uspeh alkoholne fermentacije je klju¢en prehranski vidik. Kvasovke $e posebej potrebujejo anorganski
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in organski dusik, mascobe in vitamine, da poteée fermentacija do suhega, pa tudi da se med fermentacijo
oblikuje Zelen senzori¢ni profil vina. Ve¢ informacij o tem je v dani literaturi (O’Kennedy in Reid, 2008;
Jullien in sod., n. d.).

Vrsta fermentacijske posode, ki se uporablja za vrenje (alkoholna fermentacija) in zorenje belega vina, je
odvisna od ciljnega stila vina. Pri sveZzem belem vinu se je treba na splo$no izogibati novemu ali rabljenemu
hrastu, saj ta doda nekaj hrastovih not, ki lahko prikrijejo sveZe sadne zaznave. Za tovrstna vina se
najpogosteje uporabljajo inoks (nerjavne) ali betonske cisterne. Naceloma je najboljsa inoks posoda, saj je
najbolj vsestranska z vidika moZnosti uravnavanja temperature, kar je precej cenjeno pri pridelavi svezega
belega vina. Nekatere betonske posode, zlasti brez epoksidne barve/zas¢ite, so lahko precej prepustne za
zrak/kisik, kar za sveza bela vina ni zaZeleno. Za kompleksna bela vina pa se obi¢ajno uporabljajo hrast
(barrique sodi ali sodi vec¢je prostornine), beton (cisterne in jajca) ali kombinacija razli¢nih posod, kot so
inoks-hrast ali beton-hrast. Pri fermentaciji v hrastovem sodu je zelo priporocljivo, da se celotno vrenje
opravi v sodu ali da se za boljsi nadzor fermentacija zaéne v nerjavni ali betonski posodi, nato pa se vino po
padcu tretjine sladkorja pretoci v hrastove sode. To je tudi boljse za integracijo hrastove arome in za za$¢ito

pred oksidacijo vina.

Zorenje in nega belega vina

Prva odlotitev, ki jo mora vinar sprejeti glede korakov po fermentaciji, je, ali bo izvedel jabol¢no-
mle¢nokislinsko fermentacijo ali ne. Mle¢nokislinska fermentacija je proces, ki ga vodijo mle¢nokislinske
bakterije in omogoca pretvorbo jabol¢ne kisline v mle¢no kislino ter CO». Cilj tega postopka je ublaziti
kislost vina, saj je jabol¢na kislina senzori¢no ostrejsa od mlecne. Prisotnost jabol¢ne kisline je na splosno
cenjena pri svezih belih vinih in vinih, ki izhajajo iz toplejSega podnebja ali letnika. Vendar pa je pri
prenizki vsebnosti vinske kisline mogoce zaznati ostrino jabol¢ne kisline, zato mle¢nokislinska fermentacija
lahko pripomore k bolj uravnotezenemu vinu. Mle¢nokislinska fermentacija lahko v mladih vinih, ki s
staranjem postajajo kompleksnejsa, doprinese tudi nekaj maslenih not. Zaznava teh not je odvisna od sorte
in pogojev mle¢nokislinske fermentacije. Ko postanejo zaznavne v svezih belih vinih, lahko prikrijejo sadne
vonje. Zato mle¢nokislinske fermentacije ne spodbujamo preve¢ pri pridelavi svezih in sadnih belih vin. Po
drugi strani mle¢nokislinska fermentacija pri nekaterih kompleksnih belih vinih doprinasa k ravnovesju in
kompleksnosti. Vina so po mle¢nokislinski fermentaciji tudi mikrobiolosko stabilnej$a (Goode, 2021).
Druga pomembna odloitev je, kako dolgo bo vino v stiku z drozmi. Ob koncu alkoholnega vrenja se
trdni delci sesedejo na dno posode in tvorijo gos¢o. To usedlino imenujemo drozi, sestavljajo pa jo predvsem
odmrle kvasovke in preostali trdni deli mosta. Ohranjanje droZi v vinu izboljsa stabilnost glede kisika,
beljakovin in vinske kisline ter poveca zaokrozenost in volumen okusa ter dolo¢eno stopnjo kompleksnosti.
Po drugi strani pa ta postopek nekoliko zmanj$a sadne zaznave in sveZino. Zato je zorenje na drozeh
priporocljivo za kompleksna bela vina, izogibati pa se mu je treba v pridelavi svezih in sadnih belih vinih.
Zorenje na drozeh je treba izvajati previdno, saj lahko z njim hitro pridobimo nekaj reduktivnih not, ki
lahko ostanejo v vinu tudi po steklenicenju in skodijo njegovi kakovosti. Razumno ravnanje z zveplom,
dobro nadzorovana stopnja motnosti mosta pred vrenjem ter mesanje usedlin droZi (baronnage) v prvih

nekaj mesecih po vrenju lahko preprecijo razvoj reduktivnih vonjev.
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Stabilizacija belega vina

Uporaba zvepla in mikrobioloska stabilnost

Zelo pomembno je, da vino ostane stabilno mikrobiolosko. Glavno sredstvo, ki se uporablja za to, je Zveplo
oziroma zveplov dioksid (SO2). Glavne vloge SO v vinarstvu so zas¢ita pred encimsko oksidacijo v mostu,
pred kemijsko oksidacijo v vinu ter pred delovanjem neZelenih mikroorganizmov (kvasovk in bakterij) v
mostu in vinu. V vinu je SOy v razli¢nih oblikah: molekularni SO, (najbolj aktiven), bisulfit (H,SO3),
reverzibilni kombinirani sulfit — ni aktiven, vendar je lahko kot bazen prostega sulfita (SO, + H>SO3) - in
ireverzibilni kombinirani sulfit (ne prispeva k zas¢iti, vendar je pomemben z vidika zdravja potrosnikov).
Cilj je doseci ustrezno raven prostega SO za najmanjSo mozno koli¢ino skupnega SO2, s ¢imer se omeji
njegova skupna vsebnost v vinu od mosta do steklenice.

Pri belem vinu se med zorenjem na splosno priporo¢a odmerek 30 mg/L prostega SO,. Kon¢na raven
v takem vinu tik po stekleni¢enju mora biti med 30 in 40 mg/L prostega SO;, odvisno od vrednosti
pH. Nizji pH vina pomeni manj$o potrebo po prostem SO, vendar tudi lazje zaznavanje vonja SO».
Kompleksna vina, podvrzena jabol¢no-mle¢nokislinski fermentaciji in zorena na drozeh, so stabilnej$a in
pogosto potrebujejo manj SO za zaséito.

Odmerek in ¢as, kdaj dodati SO, je treba skrbno preuditi, da se ohranita kakovost vina in zdravje
potrosnikov. Kar zadeva ¢as, se za sveza bela vina svetuje, da se SO, doda takoj po pretoku vina, nekaj
dni po koncani alkoholni fermentaciji, saj mle¢nokislinska fermentacija pri tem stilu vina na splo$no ni
zazelena. V tej fazi se obicajno uporabi zacetni odmerek S0-60 mg/L SO,. Pri kompleksnih belih vinih
je ¢as dodajanja SO, odvisen od tega, ali se droZi ohranijo ali ne. Pri zorenju na droZeh je treba SO;
dodati vsaj dva tedna po koncu fermentacije, da se prepreci tveganje reduktivnih not. Ce pa Zelimo zaceti z
mle¢nokislinsko fermentacijo, dodajanje SO prestavimo na konec mle¢nokislinske fermentacije. V tej fazi
se obicajno uporabi zacetni odmerek 50-60 mg/L SO,. Med zorenjem vina so nujne redne meritve SO in
senzori¢ne analize, da se prepri¢amo o ustrezni zas¢iti vina. Dodajanje naj se opravi le, kadar je to potrebno.

V vsakem primeru mora biti skupni SO2 v suhem belem vinu pod 200 mg/L (za EU oz. v Sloveniji za
belo in rosé vino ter barrique pod 210 mg/L). Dobre prakse v enologiji priporoc¢ajo tehnologijo do 100
mg/L skupnega SO,. Pri ekoloskem certificiranju je v Evropi mejna vrednost celokupnega SO, 150 mg/
L. Dobre prakse, ki omejujejo oksidacijo vina, kot sta vzdrZevanje in zaplinjanje polne cisterne, pomagajo
ohranjati vina z minimalnim dodajanjem sulfitov, tako da danes veliko vin na trgu vsebuje veliko niZjo raven
skupnega SO», kot je zakonska meja, in z ustrezno koli¢ino prostega SO; za ohranjanje vina.

Ker se vsebnost prostega SO; v steklenici pocasi zmanjSuje, nekateri vinarji raje ostajajo na varnem
z dodajanjem konzervansa — kalijevega sorbata, ki preprecuje fermentacijo v steklenici, in sterilnim
filtriranjem pred stekleni¢enjem. Uporaba sorbata je zlasti priporocljiva za vina z nekaj ve¢ preostalega
sladkorja, zahteva pa minimalno raven prostega SO, da se prepreci razvoj nekaterih mle¢nokislinskih
bakterij, ki bi zaradi razgradnje sorbata vinu lahko dodale note listov pelargonije. Ta strategija je manj

pogosta pri kompleksnih belih vinih, ki so na splo$no stabilnejsa.
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Stabilnost na beljakovine

Vino vsebuje nekaj nestabilnih beljakovin, ki izvirajo iz grozdja in se ob segrevanju vina, na primer med
njegovim prevozom poleti, lahko oborijo in tvorijo meglico. Ko se enkrat tvorijo meglice, postanejo pri
nizji temperaturi netopne, zato vina ni mogoce prodati, saj potrosniki tak$no vizualno napako na splo$no
zavracajo. Dejavniki, ki lahko vplivajo na nastanek meglice, so: koncentracija beljakovin (ve¢ja pomeni
vedje tveganje), sorta (na primer malvazija in sauvignon blanc predstavljata vedje tveganje), zrelost grozdja
(poznejsa zrelost pomeni ve¢ beljakovin) in protokol pridelave vina, saj se pri pecljanju in drozganju sprosti
ve¢ beljakovin kot pri stiskanju celih grozdov. Zorenje na droZeh in v hrastovih sodih prav tako lahko
izboljsata stabilnost beljakovin v vinu, zato so kompleksna bela vina naravno stabilnejsa kot sveza bela vina,
kar zadeva meglic beljakovinskega izvora.

V praksi je treba vina najprej testirati na stabilnost beljakovin. Najpogostejsi test je toplotni test. Pri
njem se izmeri razlika v motnosti vina pred 30-minutnim segrevanjem na 80 °C in po njem. Ce je razlika
v motnosti pred segrevanjem in po njem (A NTU) manjsa od 2, je vino stabilno; ¢e je 2 < A NTU <
5, je vino rahlo nestabilno; ¢e je A NTU vedja od 5, pa je vino ocitno nestabilno. Nestabilnost se v
vinu najpogosteje stabilizira z bentonitom (glino). Za doloditev pravega odmerka bentonita za stabilizacijo
je potreben laboratorijski preizkus. Prevelika koli¢ina lahko povzrodi izgubo nekaterih kakovostnih
aromati¢nih spojin. Tveganje dearomatizacije vina se znatno poveca pri dodatku ve¢ kot 70 g/hL bentonita.
To je precej obicajen odmerek za sveze belo vino in tudi razlog, zakaj je finalizacija vina z bentonitom
v mostu ali med alkoholno fermentacijo, ko kon¢ni bazen vinske arome $e ni oblikovan, lahko zanimiva
strategija za tovrstna vina. Nasprotno pri kompleksnih belih vinih, staranih na drozeh, to ni mogoce,

pogosto pa tudi ni potrebno, saj je v tem primeru tveganje ¢ezmernega dodajanja manjse.

Stabilizacija na vinski kamen

V svezem belem vinu se je treba izogibati tvorbi vinskega kamna, saj gre za vizualno tezavo, ki je potrosniki
ne sprejemajo. Nastane zaradi kristalizacije kalijevega tartrata in kalcijevega tartrata, ko vsebnost teh soli
v vinu doseZe stopnjo nasi¢enosti. Kristalizacija je odvisna predvsem od temperature, vsebnosti alkohola,
koncentracije vinske kisline, kalija in kalcija, vrednosti pH in prisotnosti zaviralcev tvorbe kristalov, kot so
fenoli in manoproteini.

Kompleksna bela vina, zorena na droZeh v hrastovem sodu, bodo naravno stabilnejsa kot sveza bela vina.

Vina moramo najprej testirati glede stabilnosti na vinski kamen (hladni test). Vendar se v praksi tovrstna
vina pogosto stabilizira na vinski kamen brez predhodnih testov, saj so ve¢inoma nestabilna. Stabilizacijo na
vinski kamen je treba opraviti tik pred stekleni¢enjem konénega vina, po tipizaciji, ¢e je ta potrebna, in po
stabilizaciji beljakovin. Vino se lahko hladno stabilizira ali pa se stabilizira z elektrodializo.

Vendarle je danes najpogostej$a hitra in poceni stabilizacija z zaviralci tvorbe kristalov, kot so
karboksimetilceluloza ali manoproteini. Pri negi vina s karboksimetilcelulozo mora biti vino beljakovinsko
stabilno, da se prepre¢i nastanek meglice zaradi reakcije med karboksimetilcelulozo in nestabilnimi

beljakovinami.
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Zadnji koraki pred steklenicenjem
Finalizacija

Svezemu belemu vinu pogosto koristi tudi konéno »poliranje« organolepti¢nih lastnosti. Ta finalizacija ni
tako pomembna kot stabilizacija na vinski kamen in beljakovine, vendar pa je pogosta Zelja vinarja, zlasti
pri sveZzem belem vinu, pri katerem potrosniki obicajno i$¢ejo ¢isto, bistro in sadno vino. Obstajajo razli¢ne
vrste sredstev za finalizacijo vina, namenjenih razli¢nim ciljem: stabilizaciji barve in arome, odstranjevanju
spojin, ki lahko pospesujejo oksidacijo vina, povzrocajo grenkobo ali trpkost, ter izboljSanju vizualnih
lastnosti, kot je bistrost. Sredstva, ki se lahko uporabljajo za to, so Zelatina, ribji mehur, albumin in jajéni
beljak, kazein, rastlinske beljakovine in alginati. Dodajanje teh sredstev se lahko izvaja tudi pri kompleksnih
belih vinih, vendar je pri teh finalizacija pogosto manj potrebna, saj mle¢nokislinska fermentacija in zorenje
na drozeh pripomoreta k zaokroZenosti, ki naravno uravnotezi ostro kislost in fenolno strukturo. Na

potrebo po konénem finaliziranju vina vpliva tudi kakovost grozdja in stiskanja.

Steklenic¢enje

Odvisno od polnilne linije se prosti SO2 po polnjenju v povpredju zmanjsa za od 3 do 10 mg/L. Zato je
treba raven SO» pred polnjenjem ustrezno prilagoditi glede na ciljno vsebnost: 1 mg kisika (O,) zmanjsa
SO, za 2,5 mg/L (Pascal in sod., 2021), kar pomeni, da ¢e dobimo pri polnjenju 1-4 mg/L O, se bo
vsebnost SO7 zmanjala za 2,5-10 mg/L. To je odvisno tudi od skupne kolic¢ine kisika (raztopljenega in v
zra¢nem Zepu), ki vstopi v vino med polnjenjem. Upostevati je treba $e kisik v zamasku, ki se med staranjem
vina v steklenici prenese v vino, poleg prepustnosti zamaska za kisik na letni ravni.

Da bi bili na varnem glede kemi¢ne oksidacije, nekateri vinarji poleg SO, dodajo askorbinsko kislino,
ki je mocan antioksidant. Pri tej praksi pa mora vsebnost prostega SO, vedno ostati na ustrezni ravni, da
ne potece oksidacija askorbinske kisline, zaradi ¢esar vino lahko pridobi neZelene arome. Zato se o uporabi
askorbinske kisline v vinarstvu pogosto razpravlja, zlasti danes, ko vinski trg zahteva niZjo raven sulfitov in
vedjo transparentnost.

Na splos$no je priporocljivo vino pred steklenic¢enjem filtrirati, zlasti ¢e so vinarji uporabili kaksen izdelek
za ¢i$Cenje oz. finalizacijo vina. Vrsta in stopnja filtriranja sta odvisni od filozofije vinarja in stila vina.

Ob stekleni¢enju morajo vinarji zagotoviti inertizacijo (uporaba zas¢itnih plinov) polnilnega stroja in
steklenic, da bi ¢im bolj prepredili stres pri polnjenju. Za inertizacijo steklenic pred polnjenjem vina se
obicajno uporablja dusik (ki se v vinu ne raztaplja). Uporaba polavtomatskih in avtomatskih polnilnih
strojev, ki polnijo s tehnologijo inertnega plina z nizkim tlakom ali nizkim vakuumom, na splosno daje
najboljse rezultate pri najmanjsi kolic¢ini raztopljenega kisika v steklenicah.

Na trgu so na voljo razli¢ne vrste/materiali zamaskov (naravna pluta, Diam, zamaski iz mlete plute,
PVC zamaski, navojni zamaski, steklo). Izbira mora temeljiti na naslednjih merilih: ohranjanje aromati¢ne
svezine, potreba po pocasni mikrooksigenaciji ali ne, trg, cena, dizajn. Za daljSe ohranjanje aromati¢ne
svezine in tudi z vidika cene je za sveze belo vino zagotovo najboljsa izbira navojni zamasek. Kljub temu
so nekateri tradicionalni trgi, zlasti v Evropi, $e vedno nenaklonjeni tej vrsti zapiranja. V takem primeru

dajemo prednost naravnim ali PVC zamaskom. Pri kompleksnih belih vinih je naravni plutovinasti zamasek
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(diamski tip) obic¢ajno najbolj$a izbira pri daljSem staranju vina. Pri nekaterih tovrstnih vinih pa lahko

zanimive rezultate daje tudi navojni zamasek.

Rdeca vina

Kakovost grozdja in trgatev

Ker so rdeca vina pridelana z maceracijo drozge (kombinacija grozdnih koZic, peck in mosta), je kakovost
grozdja za kakovost rdecega vina $e pomembnejsa kot pri belih. Medtem ko je iz grozdja povpreéne
kakovosti mozno pridelati preprosta, a tehnolosko spodobna in prijetna bela vina, je treba tudi preprosta
tehnoloska rdeca vina pridelati iz grozdja dobre kakovosti. Tako kot pri belih vinih bo kakovostnejse grozdje
vinarju omogocilo vedjo izbiro med specifi¢nimi stili vina in manjse stroske predelave v kleti. Za doseganje
tak$ne ravni kakovosti je klju¢no sortiranje v vinogradu in v kleti. Vsako lego ali vinograd je treba dobro
opredeliti glede kakovosti grozdja in tega vinificirati loc¢eno, kolikor je to le mogoce glede na logistiko v kleti.

Na senzori¢ni profil rde¢ih vin moéno vpliva izbira datuma trgatve. Ceprav je tudi pri tem pomembna
tehnoloska zrelost, je izbira datuma trgatve pri rdecih vinih bolj odvisna od aromati¢ne in fenolne zrelosti.
Tehnolosko zrelost lahko po potrebi nekoliko prilagodimo oziroma nadomestimo v kleti, fenolna in
aromati¢na zrelost pa sta precej manj prilagodljivi. Glede na podnebne spremembe je glavni izziv ohraniti
vse tri vrste zrelosti v optimalnem razponu glede na ciljni stil vina.

V Sloveniji se ve¢ina rdecega grozdja obira v razponu od 85 do 100 °Oe. Pri enaki vrednosti celokupne
topne suhe snovi (TSS), izmerjene z refraktometrom (°Brix), je koncentracija sladkorja pri rde¢em grozdju
nekoliko manjsa kot pri belem, saj lahko nekatere fenolne spojine prispevajo k vrednosti TSS. Poleg tega je
stopnja pretvorbe sladkorja v etanol visja pri rdecih vinih, kar pomeni, da bo pri dani vrednosti sladkorja
vsebnost alkohola nizja pri rdecih kot pri belih vinih. To je v glavnem povezano z visjo stopnjo izhlapevanja
etanola med vinifikacijo rdece drozge zaradi visje temperature in ve¢ zracenja med vrenjem. Kislinska
stopnja se zelo razlikuje glede na sorto in regijo, ¢eprav ima na splosno vec¢ina slovenskih rdec¢ih vin od 4,5 do
6 g/L skupnih titrabilnih kislin (kot vinska kislina) in vrednosti pH med 3,4 in 3,8. Smiselno je izvesti tudi
meritve vsebnosti jabol¢ne kisline, ¢eprav je to manj pomembno kot pri belih vinih, saj pri rde¢ih ve¢inoma
poteka jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija.

Fenolna zrelost je verjetno najpomembnejsi parameter za kakovost rdecega vina, saj mo¢no vpliva na
ravnovesje, harmonijo in strukturo, pa tudi na aromati¢ni izraz vina (Sdenz-Navajas in sod., 2010).
Parametri, ki se obi¢ajno merijo za spremljanje fenolne zrelosti, so vsebnost antocianinov in taninov ter
njihova stopnja izluZevanja (ekstraktabilnost).

Najpogostejsa metoda za izvajanje teh meritev je t. i. Glorijeva (izvorno Glories) metoda (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006). Stevilni vinarji po svetu se pri ocenjevanju fenolne zrelosti zanasajo na lastne izkusnje,
ki temeljijo na vizualnem opazovanju in okusanju jagod. Tudi pri ocenjevanju fenolne zrelosti pri rdecih
sortah pogosto uporabljajo senzori¢ne metode, kot so preverjanje ¢vrstosti koZice, opazovanje barvnega
odtisa na prstih po #vedenju grozdnih jagod ter ocena barve in zrelosti pe¢k. Ceprav se tak pristop v praksi

dobro obnese, zahteva izkusenost in ostaja deloma subjektiven. Potencialno bi lahko tudi za ocenjevanje
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fenolne zrelosti uporabili metodo nalaganja sladkorja, opisano v podpoglavju Kako izberemo pravi datum
trgatue. Ceprav je bila metoda razvita za ocenjevanje aromati¢ne zrelosti, se zdi, da sta aromati¢na in fenolna
zrelost med seboj lahko povezani z vidika senzori¢ne zaznave (Antalick et al., 2021).

Aromati¢na zrelost se na splo$no ocenjuje z okusanjem jagod. Ceprav je ta metoda $e vedno subjektivna
in tezko ponovljiva, je lahko pri izkusenih vinogradnikih uspesna. Metoda kopicenja sladkorja prinasa ve¢jo
objektivnost pri ocenjevanju aromati¢ne zrelosti. Tako kot pri belih vinih je treba tudi pri rde¢ih odloditev o
¢asu trgatve prilagoditi podnebnim razmeram letnika (hladno oz. toplo/vroce), da bi se izognili premajhni
ali preveliki zrelosti. Zaradi premajhne zrelosti bo vino tanko, kislo in trpko, zaradi prevelike zrelosti pa
alkoholno z marmeladno-sadnim profilom in omejenimi moznostmi staranja. Prezrele jagode so zaradi
dehidracije pogosto stisnjene/skréene. Vendar se jagode skr¢ijo tudi zaradi hudega susnega stresa in/ali
vro¢inskih valov $e pred optimalno zrelostjo, kar se vse pogosteje dogaja v Stevilnih tradicionalnih vinskih
regijah. V tem primeru lahko vina hkrati kaZejo nezrele in prezrele senzori¢ne lastnosti. Resitve za ublazitev

teh teZav je treba iskati pri upravljanju vinograda (tla, listna stena, zdruZljivost sorte in lege, namakanje ...).

Obdelava grozdja pred fermentacijo

V nasprotju z belimi vini grozdja za pridelavo rdecih vin pred predelavo ni treba hladiti. Najpogostejsa
praksa je, da se grozdje ob sprejemu v klet razpeclja in zdrozga. Najnaprednejse kleti so za fazo pred
drozganjem obicajno opremljene s sortirno linijo, da se ¢im bolj odstrani jagode slabse kakovosti (ki niso
bile sortirane v vinogradu) ter premalo razvite majhne zelene jagode, ki med maceracijo lahko prispevajo
zelene nezrele in trpke tanine. Za ta postopek pa je potrebna delovna sila in/ali dragi stroji, ki jih $tevilne
kleti v Sloveniji nimajo oz. si jih ne morejo privos¢iti. Kljub temu je splosna ideja pri rdecih vinih ¢im boljse
sortiranje grozdja v skladu z logistiko in razpolozljivimi finan¢nimi sredstvi, da se v kon¢ni fazi predeluje le
surovina najboljse kakovosti.

Po pecljanju in drozganju se most pre¢rpa v vinifikator ali odprto posodo, kjer pozneje poteka
fermentacija. V nekaterih primerih vinarji po pecljanju grozdja ne drozgajo, da s tem spodbudijo mehko

ekstrakcijo in posnemajo semikarbonsko maceracijo med vrenjem (Wineanorak, n.d.). V nekaterih

vinorodnih dezelah in pri nekaterih sortah grozdja, kot so na primer modri pinot, syrah ali modra frankinja,

nekateri vinarji radi dodajajo cele grozdne jagode med fermentacijo ali véasih celo izvajajo fermentacijo

100-odstotno celih grozdov (Wineanorak, n. d.). V tem primeru se grozde prenese neposredno v
vinifikator, ne da bi jih predhodno razpecljali in zdrozgali.

Ko je drozga v fermentacijski posodi, vinarji obi¢ajno dodajo Zveplo in inokulirajo kvasovke, da se za¢ne
alkoholna fermentacija. V¢asih se pred zacetkom fermentacije drozga $tiri ali pet dni vzdrzuje pri nizki
temperaturi (10 °C). Namen tega postopka, imenovanega hladna maceracija, je Se pred fermentacijo izluziti

antocianine in aromati¢ne prekurzorje za stabilizacijo barve in boljsi izplen sadnih vonjev. Ta postopek je Se

posebej priljubljen pri predelavi grozdja sorte modri pinot (The Australian Wine Research Institute, n. d.,
glej tudi sedmo poglavie).

Obdelava drozge pred fermentacijo s segrevanjem, ki je bila sprva razvita za izbolj$anje kakovosti rde¢ih
vin iz nezdravega grozdja, je postala priljubljena za mnoZi¢no proizvodnjo rdecega vina, zlasti s toplejsih

obmodij, kjer se vse pogosteje pojavljajo ¢asovno zgo$cene trgatve, ki povzrocajo logisti¢ne teZave zaradi


https://www.wineanorak.com/winescience/carbonic_maceration.htm
https://www.wineanorak.com/wholebunch.htm
https://www.awri.com.au/industry_support/winemaking_resources/winemaking-practices/winemaking-treatment-cold-soak/
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hitrejSega dozorevanja grozdja v krajsem casovnem obdobju (hitreje kot obicajno). Splosen namen je
ekstrakcija fenolov s segrevanjem grozdnega mosta/drozge pred fermentacijo, ki poteka pozneje v tekoci
fazi (mostu brez trdnih delov grozdja). Tehnike je lepo povzel Nordegstaard (Nordegstaard, 2017, glej tudi
sedmo poglavje).

Na koncu je odmerek dodanega Zvepla odvisen od zdravstvenega stanja in zrelostne stopnje grozdja
ter strategije pridelave vina. Priporo¢eni odmerki so podobni kot pri belih vinih, najpogostejsi odmerek
je S g/hL. Pri zdravem grozdju z nizkim pH (< 3,4) in visoko vsebnostjo TA (titracijske kisline) (> 6 g/
L) se odmerek lahko zmanj$a na 3 g/hL, saj rde¢i most ne oksidira tako hitro kot beli. Pri povpre¢nem
zdravstvenem stanju grozdja, visoki vrednosti pH (> 3,7) in nizki vsebnosti titracijske kisline (< 4 g/L) je
priporocljivo povecati odmerek na najve¢ 8 g/hL. V vsakem primeru pa moramo odmerek Zvepla v posodo
z vinom dobro vmesati. To je pri fermentaciji celega grozdja ali jagod lahko izziv, ker je manj soka na zacetku
in je enakomerna porazdelitev tezja. Zato je dobro, da zveplamo z manjsimi alikvoti razredéene raztopine

zvepla ob razli¢nih ¢asih med polnjenjem fermentacijske posode.

Fermentacija in maceracija

Splosna nacela za ravnanje s kvasovkami so podobna za rdeca in bela vina. Vendar pa fermentacija rde¢ih
vin poteka v prisotnosti drozge in pri visji temperaturi ter z ve¢ zraéenja v primerjavi z belimi vini.

Z vidika vodenja fermentacije te razlike pomenijo, da bodo kvasovke pri fermentaciji rdecega vina man;
izpostavljene pomanjkanju lipidov kot kvasovke pri fermentaciji belega vina. Vendar je treba pri upravljanju
dusika (hranil za kvasovke) ravnati enako skrbno kot pri belih vinih, da bi se izognili teZavam z upocasnjeno
ali zaustavljeno fermentacijo ter posledi¢no reduktivnostjo.

Tabela 1. Strategije ckstrakcije pri oblikovanju razlicnib stilov vina.

Lahkotno in sadno
vino

Elegantno in kompleksno

N Drzno in mo¢no vino
vino

vse zrelosti: od

(pogostost potapljanja
klobuka)

enkrat nadan od S do
7 dni

1- ali 2-krat dnevno med
fermentacijo in ni¢ po
fermentaciji

Kakovost grozdja premalo zrelega do zrelo grozdje zelo zrelo grozdje
zrelega grozdja
Cas maceracije od 5 do 8 dni od 15 do 20 dni 4 tedne
Temperatura 25 °C med fermentacijo,
m p i od 20do 25°C 0d 27 do 28 °C po od 28 do 30°C
aceracije fermentaciji
Tip ekstrakcije mehka in kratka, mehka in dolga aktivna in dolga

3- ali 4-krat dnevno z
zmanjsanjem frekvence po
fermentaciji
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Odlo¢itev vinarja o tem, ali bo delal s selekcioniranimi ali avtohtonimi kvasovkami, temelji na enakih
nacelih kot pri belih vinih. Teoreti¢no so fermentacije rde¢ih vin zaradi visje temperature in vsebnosti
lipidov manj zahtevne za kvasovke kot fermentacije belih vin. Spontana fermentacija bi bila lahko
uspesnejsa, vendar so pogoji pred fermentacijo ugodnejsi za razvoj neZelenih kvasovk (zaradi prisotnosti
tropin, visje temperature mosta in pogosto bolj odprte posode kot pri beli fermentaciji). Znano je na primer
tudi, da nekateri sevi kvasovke Hanseniaspora uvarum (ena izmed najpogosteje prisotnih v grozdnem
mostu pred fermentacijo) proizvajajo hlapne kisline (Man¢i¢ in sod., 2022). Po drugi strani pa je ena od
glavnih prednosti spontane fermentacije doseganje veéje aromati¢ne kompleksnosti. V pridelavi rdec¢ih vin
na aromati¢no zaznavanje bistveno vpliva nehlapna matrica (Sdenz-Navajas in sod., 2010) in izziv izvedbe
spontane fermentacije je v¢asih manj vreden tveganja kot pri belih vinih. Kljub temu lahko uspesna
spontana fermentacija, tako kot tudi pri belih vinih, pove¢a aromati¢no kompleksnost rdecih vin.

Pri rdecih vinih je vsaj 80 % kakovosti kon¢nega vina odvisno od ekstrakcije iz drozge med fermentacijo.
Poleg stopnje kakovosti grozdja ima osrednjo vlogo pri dolo¢anju stila konénega vina strategija maceracije
drozge grozdja med vrenjem. Vinarji se lahko poigravajo s ¢asom in temperaturo maceracije ter vrsto
ekstrakcije (material in pogostost). Vse te parametre je treba prilagoditi glede na kakovost grozdja (zrelost,
heterogenost, zdravstveno stanje) in ciljni stil vina.

V Tabeli 1 je nekaj primerov strategije ekstrakcije glede na tri razli¢ne vinske stile.

Fermentacija obi¢ajno poteka v zaprtih posodah, imenovanih vinifikatorji, narejenih iz inoksa ali hrasta,
ali v odprti posodi, ki jo je mogoce zapreti s pokrovom ali ponjavo. V prvem primeru je mogoce bolje
nadzorovati temperaturo in uporabiti ve¢ razlicnih postopkov ekstrakcije. V drugem primeru je
prostornina posode manjsa, ekstrakcija pa se pogosto izvaja ro¢no, kar omogoc¢a mehkejso ekstrakcijo.
Ekstrakcija se obi¢ajno izvaja s pre¢rpavanjem ali potapljanjem klobuka (potiskanjem tropin navzdol, nazaj
v most). Pri pre¢rpavanju se klobuk iz tropin obliva s fermentirajo¢im mos$tom, ki se ga ¢rpa z dna posode.
Intenzivnost ekstrakcije se povecuje s pogostostjo precrpavanja in koli¢ino mosta/vina, ki se pri tem
uporabi. S potapljanjem klobuka se pokrov na vrhu tekodine nabranih tropin z mehanskim delovanjem
potopi nazaj v most. V velikem vinifikatorju je ta tehnika bolj groba od tehnike pre¢rpavanja, medtem ko se
v manjsi posodi mehkejsa ekstrakcija lahko izvaja ro¢no.

Med maceracijo se antocianini v prvih dneh fermentacije obicajno precej hitro izluzijo z difuzijo (mehko
ekstrakcijo), medtem ko bodo bolj hidrofobni tanini potrebovali ve¢ ¢asa in vedjo vsebnost etanola, da se
izluzijo iz kozic in peck. Zato daljsa ekstrakcija prispeva k strukturnej$im rde¢im vinom, saj se vsebnost
taninov povecuje s trajanjem in temperaturo maceracije. Vendar ni vse, kar lahko pridobimo iz grozdnih
kozic in peck, tudi koristno za kakovost vina. Posledi¢no so preve¢ ekstrahirana rde¢a vina neuravnoteZena
in jih je tezko piti tudi po ve¢ letih staranja. Cilj strategije ekstrakcije mora biti pridelava uravnotezenega
vina ne glede na kakovost grozdja in ciljni stil, zato je strategijo treba posebej prilagoditi vsaki seriji grozdja,
ki pride v klet. Na splo$no velja, da se je treba izogibati intenzivni ekstrakciji pri premalo zrelem grozdju, da
ne bi pridobili zelenih in grobih taninov. Medtem ko so na nekaterih trgih $e vedno priljubljena velika in
ekstrahirana rdeca vina, pridelana z intenzivno ekstrakcijo zelo zrelega grozdja, gre po drugi strani splosni
mednarodni trend bolj k elegantnejSemu in lahko pitnemu rde¢emu vinu, pogosto pridelanemu s srednje
dolgo ali dolgo mehko ekstrakcijo. Poleg tega so v svetu naravnih vin v modi tudi lahka rdec¢a vina, pridelana

z zelo mehko ekstrakcijo, imenovano tudi difuzija.
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Pri dolgi ekstrakciji se alkoholna fermentacija pogosto konca pred koncem maceracije. V tem primeru je
priporocljivo obcasno zelo mehko potopiti klobuk, da se prepre¢i razvoj hlapnih kislin v vinu. Poleg tega
je ohranjanje mladega vina pri visji temperaturi (26-27 °C) med maceracijo, ki poteka $e po fermentaciji,
dobra praksa za mehcanje taninov in povecanje telesa vina. Mehansko delovanje na klobuk je v tem primeru
treba ustaviti ali zmanjsati, da se preprei ¢ezmerna ekstrakcija.

Ob koncu maceracije se drozga precrpa v stiskalnico za stiskanje. Prvo vino, ki samo stece $e pred
zaletkom cikla stiskanja, se imenuje samotok. Nato sledita prvi in drugi presanec, ki sta bogatejsa s tanini.
Stiskanje mora biti nezZno, da se omeji ekstrakcija trdih taninov, ki se niso izluzili med maceracijo. Kakovost
vina, ki priteka iz stiskalnice, je treba skrbno preverjati, presance pa hraniti lo¢eno ali jih kasneje glede na
kakovost zdruziti s samotokom. Cilj je pridobiti ¢im vedjo koli¢ino vina, ne da bi pri tem ogrozili konéno
kakovost. Premoc¢no stiskanje je pogosto vzrok za nastanek grobih vin z ostrimi tanini, ki se s staranjem
tezko zmehéajo. Ne nazadnje lahko vinar Se vedno prilagodi strukturo vina tako, da pozneje doda del

presancev v samotok. Dodatne informacije o postopku stiskanja v vinski kleti v ZDA so na voljo na njihovi

spletni strani (Ridge Vineyards. n. d.).

Zorenje rdeCcega vina

Za razliko od belega vina se pri vedini rde¢ih vin izvaja jaboléno-mle¢nokislinska fermentacija. Razlog za
to so dejstva, da jabol¢na kislina poveca senzori¢no ostrino taninov in da so rdeca vina brez jabol¢no-
mle¢nokislinske fermentacije ve¢inoma neuravnotezena. Pri Zeleni jabol¢no-mle¢nokislinski fermentaciji
se zvepla ne sme dodajati takoj po fermentaciji, saj bi zaviral jabol¢no-mle¢nokislinsko fermentacijo, ki
obicajno ste¢e po alkoholni fermentaciji. Mnogi vinarji pustijo, da jabol¢no-mle¢nokislinska fermentacija v
rdecem vinu poteka spontano, drugi pa raje uporabljajo komercialno dostopne mle¢nokislinske bakterije.
Zanimivo je, da je uspesnost komercialnih bakterij pri izvajanju jaboléno-mle¢nokislinske fermentacije
na splo$no manjsa kot pri kvasovkah, ki izvajajo alkoholno fermentacijo. Komercialne bakterije se lahko
dodajo po koncu alkoholne fermentacije ali na za¢etku alkoholne fermentacije (koinokulacija).

Komercialne bakterije je treba izbrati previdno, saj vse tovrstne bakterije ne delujejo dobro v kombinaciji
z vsemi kvasovkami. Pri zaustavljeni alkoholni fermentaciji lahko bakterije porabijo sladkor in sprostijo
ocetno kislino. Splosno velja, da dokler so kvasovke aktivne, mle¢nokislinske bakterije ne bodo porabljale
sladkorja. Vseeno se lahko zgodi ob slabem Zveplanju ob trgatvi in spontani fermentaciji, da nekateri
lastni heterofermentativi sevi kvasovk presnovijo glukozo v ocetno kislino. Ne glede na to tveganje je
koinokulacija kvasovk oziroma mle¢nokislinske bakterij praksa, ki je v zadnjem ¢asu pridobila pozornost
v toplih regijah, kjer je zaradi visoke ravni alkohola po alkoholni fermentaciji mle¢nokislinska fermentacija
lahko zahtevnejsa. Inokulacija z mle¢nokislinskimi bakterijami na zadetku alkoholne fermentacije ne
pomeni nujno, da se mle¢nokislinska fermentacija tudi zgodi hkrati z alkoholno fermentacijo, temve¢
pogosto ste¢e po njej. Vendar pa se bo ¢asovni zamik med alkoholno in mle¢nokislinsko fermentacijo
skrajsal in povecala se bo moznost uspeha mle¢nokislinske fermentacije pri visoki vsebnosti etanola.

Ker ta praksalahko zniZa raven vsebnosti acetaldehida in s tem stabilnosti barve po fermentaciji, je
treba dodajanje SO, odloziti, zlasti pri manj obarvanem rde¢em vinu. Na splosno odlog dodajanja SO

po fermentaciji spodbuja stabilizacijo barve rdecega vina, saj prisotnost relativno visoke ravni prostega


https://www.ridgewine.com/about/news/press-operation-press-fractions/
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zveplovega dioksida zmanj$a tvorbo in razpoloZljivost acetaldehida, ki sodeluje pri fenolnih reakcijah,
odgovornih za stabilizacijo barve (Schmidtke in sod., 2011; Catania in sod. 2021). Poleg tega so vina Se
nekaj tednov po fermentaciji bogata s CO», zato odlog dodajanja SO v tem ¢asu ni tvegan glede oksidacije,
dokler je posoda polna. Po drugi strani pa je treba raven acetaldehida, ki nastane v tem ¢asu, natan¢no
spremljati, da bi se izognili oksidativnemu vinu, ki bi pozneje potrebovalo visoko raven Zveplovega dioksida
za mikrobiolosko stabilnost.

Ceprav so rdeca vina podvrZena mle¢nokislinski fermentaciji, je njihov pH pogosto visji kot pri belih
vinih, zaradi ¢esar so med staranjem lahko bolj podvrzena mikrobioloskemu kvaru. Dolgo zorenje na grobih
drozeh (ki so gojis¢e za mikroorganizme) brez Zveplanja je torej za rdeca vina tvegana praksa glede razvoja
bakterij Brettanomyces in ocetnokislinskih bakterij. Pomembno je tudi, da je med zorenjem vina posoda
vedno polna, da se tako vino bolje zas¢iti pred oksidacijo in mikrobioloskim kvarom. Med zorenjem rdecega
vina je treba redno preverjati vsebnost prostega SO in raven vzdrzevati na priblizno 20-25 ppm. Nad
vsebnostmi 20 ppm prostega SO je tveganje za razvoj bakterij Brettanomyces in acetobakterij namre¢
omejeno. Zato je cilj vzdrzevati to vrednost prostega SO z minimalnim dodajanjem SO5. To je mogoce
doseci z rednim preverjanjem koli¢ine vina v posodah in dopolnjevanjem posode, kadar je to potrebno.

Vinarji lahko za zorjenje/staranje rdec¢ih vin uporabljajo mnogo razli¢nih vrst posode. Najpogostejsi so
hrastovi sodi ter inoks in betonske cisterne razli¢nih velikosti in oblik. Nekatere kleti se ukvarjajo tudi
s staranjem rdecih vin v amforah iz razli¢nih vrst gline. Izbira je odvisna od ciljnega stila vina. Inoks je
najbolj hermeti¢no zaprta posoda, dokler je polna, in se pogosto uporablja za lahko pitna mlada rdeca
vina z mehkimi tanini. Posode iz inoksa niso najprimernejSe za mehcanje taninov, saj ne omogocajo
mikrooksigenacije. Rde¢a vina z minimalno strukturo ali grobimi tanini je treba zato vsaj zacasno starati v
poroznejsi posodi. Ce vinarji ne Zelijo uporabiti soda, se lahko odloc¢ijo za mikrooksigenacijo, ki so jo razvili
konec devetdesetih let prej$njega stoletja v Franciji za mehcanje taninov v sadnih rdecih vinih, pridelanih iz
taninsko bogatih sort. Ve¢ informacij je na tej spletni strani (Ting, 2021).

Ceprav jih v Sloveniji ne uporabljamo ve¢ pogosto, so v drugih drzavah betonske cisterne $e vedno
priljubljena posoda za staranje rdecega vina.

Betonske cisterne so nekoliko poroznejse in toplotno nevtralnejSe kot inoks ter ne doprinasajo
hrastovega okusa. Pove¢anje zanimanja za amfore izhaja iz materiala, ki je Se poroznejsi od betona, in
sicer v Zelji, da se tanini hitreje zmehcajo. Kljub temu najbolj priljubljena vrsta posode za staranje rdecega
vina ostajajo sodi razli¢nih velikosti. Omogocajo mikrooksigenacijo in vinu lahko doprinesejo ved
(ve¢plastne) kompleksnosti in strukture. Velikost in starost uporabljenih sodov se lahko zelo razlikujeta
glede na ciljni stil vina, filozofijo vinarja in regionalno tradicijo. V vsakem primeru je treba hrastovo
posodo med dvema uporabama zelo dobro o¢istiti in ustrezno shraniti, saj se v hrastovih porah zlahka
razvijejo mikroorganizmi, ki povzro¢ajo kvarjenje. Ve¢ informacij je na spletni strani Avstralskega instituta

za raziskave vina — AWRI (The Australian Wine Research Institute, n. d.).

Stabilizacija in finalizacija rdecega vina

Rdeca vina so beljakovinsko stabilnej$a zaradi prisotnosti fenolnih spojin, ki reagirajo z nestabilnimi

beljakovinami grozdja in preprecujejo nastanek meglic. Po drugi strani pa je treba rdeca vina stabilizirati na


https://winemakersresearchexchange.com/learn/micro-oxygenation
https://www.awri.com.au/industry_support/winemaking_resources/storage-and-packaging/packaging-operations/barrel-cleaning-storage-and-maintenance/
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vinski kamen, ¢eprav je tudi ta manj problemati¢en kot pri belih vinih, saj ga potrosniki pri rde¢ih vinih
bolje sprejemajo kot pri belih. Mozni postopki so enaki kot pri belih vinih z izjemo uporabe CMC-ja, ki
je v tem primeru neucinkovit in lahko povzro¢i obarjanje barvnih spojin. Ne nazadnje rde¢a vina pogosto
ostanejo dlje ¢asa v kleti, vsaj dve zimi, kar pripomore k naravni stabilizaciji vina tudi glede obarjanja vinske
kisline.

Pojavijo se lahko $e druge koloidne oborine, ki vklju¢ujejo barvila ve¢je molekulske mase in tanine. Da
bi se temu izognili, lahko uporabimo arabski gumi, Zelatino in manoproteine. Za izbolj$anje strukture
rdecega vina ali stabilizacijo barve se lahko dodajo (komercialni) tanini. Grobe tanine je mogoce zmeh¢ati
z razliénimi sredstvi za finalizacijo. Na splo$no so najpogoste;jsi izdelki jajénih in rastlinskih beljakovin,
celiénih sten kvasovk, Zelatina in arabski gumi. Rdec¢ih vin ni treba zas¢ititi pred mle¢nokislinskimi
bakterijami, saj jih obi¢ajno na¢rtno podvrzemo mle¢nokislinski fermentaciji, vinatji pa za prepre¢evanje
razvoja Brettanomyces lahko uporabijo hitozan.

Vinarji lahko za stabilizacijo in izbolj$anje organolepti¢nih lastnosti svojih vin uporabijo Stevilne dodatke
oziroma enoloska sredstva. Uporaba teh proizvodov je odvisna od filozofije vinarja, kakovosti grozdja in
vina, ciljnega stila vina in trga. Kljub temu preventivna enologija vedno daje bolj$e rezultate in je cenej$a od
korektivne enologije. Najboljsa resitev za pridobitev harmoni¢nih vin z minimalnimi posegi v kleti ostajajo
dobro delo v vinogradu, pri prebiranju in predelavi grozdja ter med vinifikacijo. Tako so pridelana vina

najvisje kakovosti.

Steklenicenje

Tako kot pri belih je treba tudi pri rdecih vinih raven SO» pred steklenic¢enjem prilagoditi glede na ciljno
vrednost in izgubo med steklenic¢enjem. Ker so trdni delci v rdecih vinih pogosto nekoliko bolj sprejemljivi
kot v belih, rde¢ih vin pred stekleni¢enjem pogosto ne filtriramo. Vinarji, ki ne filtrirajo, svojih rde¢ih vin
pogosto tudi ne finalizirajo, saj se bojijo, da taksni postopki odstranijo kakovostne sestavine, ki prispevajo
h kompleksnosti vina. Nasprotno pa nekateri vinarji raje delajo varneje in svoja vina pred stekleni¢enjem
filtrirajo. Za nekatere trge je rdece vino zelo priporocljivo filtrirati, saj je sprejemljivost za vidne trdne delce
lahko nizka. Na splo$no varnejsi nacin raje izberejo velike kleti, medtem ko je pri majhnih kleteh to odvisno
od filozofije vinarja.

Izbira vrste zamaskov temelji na enakih merilih kot pri belem vinu. Vendar pa veliko rde¢ih vin med
staranjem potrebuje mikrooksigenacijo, zaradi ¢esar sta naravni plutovinasti zamasek in zamasek tipa Diam

najbolj priljubljena zamaska za rdeca vina.

Kako izberemo pravi datum trgatve?

Klju¢ni vidik vloge vinogradnika ali vinarja je napovedovanje datuma trgatve, s katerim bi najbolje pomagali
pri pridelavi Zelenega sloga vina. Zaradi globalnega segrevanja vinogradniki sedaj bolj kot kdaj koli
potrebujejo objektivne kazalnike zrelosti grozdja, ki jim pomagajo pri odlo¢itvi o ¢asu trgatve. Zato so

raziskovalci namenili Ze kar nekaj truda za razumevanje in odkrivanje postopnega razvoja prekurzorjev
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arome iz grozdja med zorenjem jagod (Kontoudakis in sod., 2010; Bindon in sod., 2013; Allamy in sod.,
2018).

Koncentracija sladkorja v grozdnem soku je dandanes lahko edino merilo, na podlagi katerega se
vinogradnik in vinar odlo¢ata o trgatvi. Lahko se uposteva tudi skupaj z osnovnimi kemijskimi parametri
grozdja, s katerimi ocenjujemo kislost grozdnih jagod, kot so vrednost pHin vsebnost celokupnih
titrabilnih kislin ter barva pri rdecih sortah grozdja. Analiza barve grozdja je pokazatelj fenolne zrelosti in se

ocenjuje z merjenjem vsebnosti antocianinov in taninov v grozdnih kozicah in peckah grozdja.

Dinamika kopi¢enja sladkorja in vode v grozdnih jagodah ‘ Druga pogosta metoda, Zlasti prl Oceni Zrelosti

razvoj volumna jagod (mL)
kopigenje sladkorja v jagodah (mg/jagodo) \ 2) Pove:

e okusa, je ocenjevanje zrelosti jagod z okusanjem.

I _________________ ->

1) Povedanje potencialnega alkohola zaradi
kopitenja sladkorja v jagodah

Ceprav je okusanje jagod pomembno, je lahko zelo

~ - EEm subjektivno, saj na zaznavanje okusov vplivajo

degustatorjeve osebne izkusnje in usposabljanje

P T — (Rabot in sod., 2016). Ceprav je vonj/aroma ena

(mehEanje jagod)

od najpomembnejsih sestavin kakovosti vina,
Slika 1: Dinamika kopicenja sladkorja in vode v navedene metode zagotavljajo le malo objektivnih
grozdnih jagodah (povzeto po Antalick in sod., informacij glede aromati¢nosti grozdnega soka ali
2023). iz njega izhajajo¢ega aromati¢nega profila vina.
Nedavno je bila za pridelovalce in vinarje za
objektivno napovedovanje razvoja aromati¢nega profila vina med zorenjem predlagana metoda z merjenjem
preprostih fizioloskih parametrov grozdja, povezanih z razmerami pridelave v vinogradu. Ceprav je bila ta
metoda prvotno namenjena pridelavi rde¢ih vin, jo je mogoce uporabiti tudi za bela vina, vendar so nujno
potrebne nadaljnje raziskave za njeno optimizacijo pri belih sortah. Metoda se imenuje metoda kopicenja

sladkorja v grozdnih jagodah.

Metoda kopicenja sladkorja v grozdnih jagodah

Hitrost kopicenja sladkorja v grozdnih jagodah (Slika 2) uporabimo kot fizioloski kazalnik delovanja vinske
trte v napovedovanju datumov trgatve od 12 do 40 dni vnaprej na podlagi moznega aromati¢nega profila
vina (Deloire, 2013; Antalick in sod., 2021).

Kot je razvidno s Slike 1, se kopicenje grozdnega sladkorja v grozdni jagodi zaradi fotosinteze konca v
prvi fazi. Dan oziroma tocka, ko se kopicenje sladkorja v jagodah ustavi, t. i. platean (plato), se uporabi kot
izhodis¢e za oceno in napoved razvoja aromati¢ne zrelosti grozdja. Od te tocke naprej je vsako povecanje
koncentracije grozdnega sladkorja posledica izhlapevanja vode, medtem ko razvoj grozdnih arom in fenolov
ni povezan s tehnolosko zrelostjo grozdja (sladkor/kisline). Na tej stopnji je aromati¢ni razvoj grozdja
odvisen predvsem od sorte in ne od okoljskih dejavnikov. Eden od razlogov bi lahko bil, da je konec
kopicenja sladkorja v jagodah potencialno povezan z zadetkom odmiranja celic jagod, ki je genetsko
programirano in odvisno predvsem od sorte grozdja (Tilbrook in Tyreman, 2008).

Antalick in sodelavci (2021) so pri sortah shiraz in cabernet sauvignon v Avstraliji dokazali obstoj
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posebnih senzori¢nih prostorov (lahko tudi oken — na Sliki 2 oznaceno s H1, H2, H3), povezanih z dvema
stopnjama zrelosti, t. i. sveZe sadje in zrelo sadje, ne glede na letnik, vinsko regijo in podnebje. Pri teh sortah
se okna svezega sadja pojavijo 12 in 20 dni po dnevu, ko se kopic¢enje sladkorja ustavi (plato), okna zrelega
sadja pa 24 oziroma 40 dni po platoju za sorti grozdja shiraz in cabernet sauvignon. Empiri¢na opazovanja
so potrdila tak aromati¢ni razvoj vina v drugih vinorodnih regijah in pri drugih rdecih sortah, ki imajo svoj
tempo zorenja. Antalick in sodelavci (2021) so opazili dolo¢eno stopnjo povezave med razvojem aromatike
in fenolne zrelosti po dnevu, ko se kopicenje sladkorja ustavi (plato). Ceprav mora konéna izbira datuma
trgatve temeljiti na razli¢nih parametrih, se zdi, da je metoda kopicenja sladkorja v grozdnih jagodah najbolj

povezana s presnovnimi spremembami v grozdnih jagodah med zorenjem.

Slika 2. Potencialni
potencialni razvoj arome vina povezan z dozorevanjem raZVOJ arome vi na’
grozdja povezan z
4 - dozorevanjem
grozdja (povzeto
po Deloire, 2013;
Antalick in sod.,
2023).

Kopicenje sladkorja na grozdno jagodo

o

?

dnevi
Zagetek verasion-a 0 12 17 24 30 35

(meh&anje jagod) *

Dan 0= ko sladkor na jagodo doseZe plato (kopicenje se ustavi), najbolje med 20-22 ° Brix (povzeto po Deloire, 2013)

Kako pa deluje ta metoda v praksi?

Metoda kopicenja sladkorja temelji na preprostih kazalnikih, ki jih lahko izmeri vsak vinogradnik.
Osredotoca se na dinamiko kopicenja sladkorja v jagodah in ne na to¢no vrednost koli¢ine
sladkorja, ki se nalozi na jagodo. Zato se lahko priblizamo temu, da sta prostornina jagod in
sveza masa jagod enaki, saj oba parametra med zorenjem jagod sledita isti dinamiki. Z merjenjem
koncentracije sladkorja z refraktometrom in sveze mase jagod s tehtnico je mogoce dolociti, kdaj
bo doseZen plato kopicenja sladkorja v jagodah. Te meritve opravimo na 100 nakljucno izbranih
jagodah, ki smo jih vzorcili na terenu, v vinogradu (Antalick in sod., 2021). Ob upostevanju dejstva,
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da 1 °Brix ustreza koncentraciji 10 g sladkorja/L, se povprecna koli¢ina sladkorja na jagodo (mg)
izracuna takole:

masa sladkorja (mg) na jagodo = koncentracija sladkorja (°Brix) x 10 x povprecna masa jagode

(9)

Na primer, za vzorec 100 jagod sorte merlot, ki tehta 120 g in ima stopnjo sladkorja 18 °Brix, je
rezultat mase sladkorja na jagodo 18 x 10 x (120/100) = 216 mg.

S tem izracunom je za vsak datum vzorcenja mogoce prikazati povprecno kinetiko kopicenja
sladkorja v jagode in dolociti datum, ko se kopicenje sladkorja ustavi ali znatno upocasni (datum,
ko je dosezen plato).

Vendar lahko te meritve v vinskih kleteh hitro postanejo tezavne, saj je vzorcenje lahko
dolgotrajno, merjenje sveze mase jagode pa je lahko nenatancno, ¢e grozdje ni vzorceno in
ohranjeno neposkodovano s pedlji. Poleg tega lahko nekaj pristranskosti v to metodo vnese
tudi velika heterogenost zrelosti.

Kljub temu je ta model kopicenja sladkorja v grozdnih jagodah, raziskan na podlagi posamezne
jagode (Shahood in sod., 2020), pokazal, da se plato kopicenja sladkorja v jagodah doseze pri
1M (18 °Brix). Model, ki ga je predlagal Shahood (2020) na posameznih jagodah, je zagotovo
najprimernejsi za obravnavo molekularnih, presnovnih in kompartmentacijskih dogodkov
(procesi, v katerih se molekule razporedijo ali skoncentrirajo v specificne celicne predele, kot so
vakuole, citoplazma in celicne stene ali plastidi), ki uravnavajo razvoj plodov vinske trte na ravni
posameznega ploda.

Po drugi strani je kopicenje sladkorja na jagodo v populaciji jagod ustreznejsi fizioloski kazalnik za
dolocitev platoja dneva kopicenja sladkorja in datuma trgatve za doloCene vinske stile (Deloire,
2013; Suklje in sod., 2019). Antalick in sodelavci (2021) so za populacijo jagod dosledno ugotovili,
da se plato doseze pri okoli 20 + 1 °Brix. Podobne rezultate so dobili tudi pri spremljanju
dozorevanja grozdja sorta modra frankinja v Sloveniji (Svajger, 2023). Zato se zdi, da se za
dolocitev datuma platoja lahko uporabi vrednost 20 °Brix. Vendar je pomembno natancno vedeti,
kdaj je dosezena koncentracija sladkorja 20 °Brix, saj lahko 4- ali 5-dnevna razlika pri datumu
trgatve mocno vpliva na stil vina. Da bi omejili taksno pristranskost v oceni, je priporocljivo
dvakrat na teden izmeriti koncentracijo sladkorja med 18 in 21 °Brix.
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Uporaba metode v pridelavi belih vin

Podjetje Vivelys, ki je s profesorjem vinogradniStva Alainom Deloitjem prvo razvilo metodo kopicenja
sladkorja v grozdnih jagodah, uporablja tudi razvoj barve grozdnih jagod za oceno aromati¢ne zrelosti
grozdja. Vendar pa so podnebne spremembe v $tevilnih vinorodnih regijah razdvojile barvo jagode in
aromati¢ni razvoj, zato ta metoda ni ve¢ natanéna. Poleg tega je treba metodo kopicenja sladkorja za bele
sorte Se znanstveno raziskati, empiri¢no opazovanje pa je pokazalo, da bi morala delovati tudi pri belih
sortah. Tempo zorenja po platoju kopicenja sladkorja je za ve¢ino sort $e vedno nejasen, vendar je vrednost
20 °Brix grozdja zaradi fizioloskega pomena $e vedno zelo dober pokazatelj. Po empiri¢nih podatkih se pri
belih sortah trgatev pogosto opravi v prvih dveh tednih po doseganju datuma platoja, ¢eprav je ta ¢as v
hladnejSem podnebnem obmodju lahko daljsi. Pri tem je zagotovo potrebno dodatno raziskovalno delo,

tako da nas na tem podrodju Se ¢akajo nova dognanja.
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Uvod

Trgatev je za vinarje klju¢no opravilo celoletnega dela v vinogradu. Vinarji oziroma vinogradniki se zadnja
leta spoprijemajo z vse vejimi izzivi pri pridelavi grozdja ter kljubujejo ¢edalje zahtevnej$im vremenskim
pojavom, kot so suse, toca, vroéinski valovi, poplave ipd., ter posledi¢no raznim $kodljivcem in boleznim
vinske trte.

Trgatev in kasnej$a predelava grozdja predstavljata v pridelavi vina prelomnico. Nacin trgatve, prevoz
in prevzem grozdja, pa vse do stiskanja grozdja so klju¢ni koraki, ki se odrazajo na konéni kakovosti vina.

Vinarji odgovarjajo za to, da s pravilnim pristopom in najboljSo tehnologijo to kakovost ohranijo.

Trgatev

Uspesno izvedena trgatev temelji na zdravem grozdju, pa tudi na izpolnjenih naslednjih pogojih:

* grozdje naj bo pobrano kar se da hitro;

* trgatev naj bo izvedena pri kar se da nizkih temperaturah (v zgodnjih jutranjih urah, pono¢i), ker s
tem prepre¢imo/omilimo neZelene kemijske in mikrobioloske procese v zacetnih postopkih pridelave
vina;

* pri trgatvi naj bo grozdje ¢im manj poskodovano (manjse gajbice);

* kratka prevozna pot od vinograda do kleti;

* dodatno hlajenje grozdja v hladilnicah ali hitra predelava;

* roc¢na ali strojna trgatev; ro¢na trgatev ima klju¢no prednost, da omogoca selekcijo grozdja ze v

vinogradu.
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Slika1. Trgatev v
gajbice (vir:
Fakulteta za
vinogradnistvo in
vinarstvo UNG).

Strojna trgatev postaja vse pomembnejsa zaradi naras¢ajoc¢ih proizvodnih stroskov in pomanjkanja delovne
sile, s ¢imer se sre¢uje ve¢ina vinogradnikov v zadnjih letih (Hendrickson in sod., 2016). Pri strojni trgatvi se
sre¢ujemo z mehanskimi poskodbami jagod zaradi stresanja in locevanja jagod od pecljevine, zanemarljive
pa niso niti poskodbe infrastrukture v vinogradu, predvsem pri starejsih vinogradih. Strojna trgatevv
primerjavi z ro¢no ni tako selektivna, saj je pri njej v grozdje in s tem drozgo mozZen vnos nedozorelih ali
plesnivih jagod ter drugih snovi, ki niso grozdje (Arfelli in sod., 2010; Hendrickson in sod., 2016; Uzquiza
in sod., 2015). Problematika oksidacije zaradi poskodb jagod ter encimskih procesov in razvoja neZelenih
mikroorganizmov je lahko veliko tveganje za kakovost (skupaj z visokimi temperaturami grozdne mase in

dolgo prevozno potjo).

Slika 2. Ostanek
pecljevine na
vinski trti po
strojni trgatvi (vir:
Fakulteta za
vinogradnistvo in
vinarstvo UNG).
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Za prevoz strojno trganega grozdja iz vinograda do kleti obstajajo posebne inertizirane cisterne, ki
omogocajo zas¢ito drozge z inertnimi plini in neposredno locevanje tekocega dela od grozdnih jagod. S
klikom na to povezavo si lahko na YouTube kanalu ogledate primer predelave grozdja v kleti, ki je bilo
obrano s strojno trgatvijo.

Uporaba najsodobnejsih tehnologij strojne trgatve skupajz optimalnim ¢asom izvedbe trgatve in hitro

predelavo lahko z vidika kakovosti konkurira tudi ro¢ni trgatvi.

Prevzem grozdja

Prevzem grozdja je prvi korak v kleti. Prevzemna linija mora biti prilagojena na¢inu trgatve in prevoznim
posodam. Dober prevzem pomeni, da ne poskodujemo grozdnih jagod, peck in pecljev, tako da bi bila
pozneje mozna neZelena ekstrakcija snovi iz teh delov. Poznamo ve¢ nadinov prevzema.

Pri ro¢ni trgatvi grozdje prispe v klet v manjsih (do 20 kg) ali ve¢jih zabojih (do pribl. 300 kg) ali v
posebnih traktorskih prikolicah.

Grozdje se v tej fazi lahko strese v zbirno korito, ki s tehniko tresenja prestavlja grozdje naprej, ne da bi ga

pri tem poskodovalo (kot se to zgodi pri prenosu s polzem), do naslednje faze.

Slika 3. Praznjenje
prikolice v kleti
(vir: Klet Brda).

\

Sortirne mize

Grozdje iz manjsih ali vecjih zabojev ro¢no ali s posebnimi dvigali pretresemo na selekcionirno ali sortirno

mizo, na kateri poteka ro¢no sortiranje.


https://www.youtube.com/watch?v=UwF_1WOgX48&t=81s
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Slika 4. Selekcionirna miza (vir: Podjetje Sraml).

Pecljalniki

Rotirajoci pecljalniki

Grozdje gre neposredno ali prek zbirnega korita na pecljalnik, ki z lastnim polzem enakomerno dovaja
grozdje. Pecljalnik je sestavljen iz vrtecega se kosa (npr. iz polietilena, razli¢ne dimenzije luken;j) in vrtece se
gredi z gumijastimi konicami.

Dobri pecljalniki:

* imajo mozZnost nastavitve hitrosti vrtenja posameznih delov (polz, kos, gred), s ¢imer optimiziramo
delovanje pecljalnika in zniZzamo stopnjo poskodovanosti grozdnih jagod in pecljev;

* dober pecljalnik mora lo¢iti grozdne jagode od peclja tako, da so ¢im manj poskodovane ter da peclji
ostanejo neposkodovani in suhi — ni izlo¢anja trpkih snovi;

* razmerje hitrosti vrtenja med gredjo in kosaro je obi¢ajno med 1: 8in 1 : 10, hitrost vrtenja gredi pa je
nac¢eloma od 350 do 500 RPM, odvisno od proizvajalca (Christmann in Freund, 2022);

* najboljsi pecljalniki imajo tudi nizje $tevilo obratov (manj kot 170 obratov na minuto) ter se $tejejo za
prizanesljive do grozdja;

* dobri pecljalniki so zasnovani tako, da med delovanjem odstranijo ¢im ve¢ necisto¢ (listje, koscke
pecljev, suhe jagode ipd.);

* omogoceno imajo hitro in enostavno ¢isCenje.
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Slika 5. Pecljalnik
(vir: Podjetje
Sraml).

Vibrirajo¢i pecljalniki

Visokoamplitudna vibracijska kletka, vibrirajo¢e rocice ali vibracijski bobni, v katere prehaja grozdje,
omogocajo lo¢evanje jagod od pecljev z minimalno poskodbo grozdnih pecljev. Taki pecljalniki nimajo
vrteCe se gredi in metlic ali rotirajocega kosa. Zagotavljajo ucinkovito in kakovostno lo¢evanje pecljev ob
zmanjSevanju koli¢ine izcedka soka in ohranjajo cele peclje.

Stopnja ostankov rastlinskih delov se v primerjavi s klasi¢nimi pecljalniki znatno zmanjsa. Te pecljalnike
ponujajo proizvajalci, kot sta Bucher Vaslin in Pellenc USA (njihove fotografije najdemo na njihovih

spletnih straneh — Bucher Vaslin, Pellenc USA). Seveda jih ponujajo tudi drugi proizvajalci.

Pecljalnik Scharfenberger EuroSelect

Leta 1999 je podjetje Socma ustvarilo patent za pecljalnik, ki je u¢inkovitejsi od rotacijskega. Ta naj bi
zmanjsal koli¢ino ostankov pecljev, ki koncajo med grozdjem z 1,5 % na 0,9 % (m/m). Med pecljanjem
dobimo tudi manjse koli¢ina soka poskodovanih jagod. Pecljalnik je sestavljen iz mreznega tekocega traka,
po katerem gre grozdje ez Stiri posebne krtace, ki se vrtijo v isti smeri kot transportni trak in odstranijo

jagode iz peclja (Nordestgaard, 2015).

Pecljalnik Milani Estasi

Leta 2006 je podjetje Milani s.r.l. izdelalo pecljalnik, pri katerem se grozdje nalaga na teko¢i trak z bodicami,
ta pa grozdje odloZi na posebno resetko, ki se pomika od leve proti desni. Bodice premikajo grozdje po

resetki naprej, medtem pa se jagode odstranijo s pecljev (Nordestgaard, 2015).

Pecljalnik Armbruster Rotovib

Leta 2006 je podjetje Armbruster GmbH izdelalo pecljalnik, pri katerem ima rotirajoc¢a os s palicami zraven


https://www.buchervaslin.com/en/sorting/
https://pellencus.com/products/winery/high-cap-destem/
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Se rahle vibracije, kar omogoca, da deluje pri manjsih obratih. Tovrstna tehni¢na resitev pripomore k manjsi

poskodbi jagod in vsebnosti ostankov preostalih rastlinskih delcev (Nordestgaard, 2015).

Sortirni stroji

Grozdje gre najprej na pecljalnik, nato pa grozdne jagode po teko¢em traku potujejo skozi sortirni stroj. Ze
sam pecljalnik ima lahko posebne valj¢ne mize, ki omogocajo odstranjevanje pecljev, listov, poskodovanih
in suhih jagod ter tekoc¢ine, tako da lahko odstranimo Stevilne nedistoce in nezelene dele.

Grozdne jagode nato potujejo po traku do sortirnega stroja, ki s pomo¢jo razliénih kamer in zra¢nih $ob

izlo¢ijo posamezne delce, pri cemer:

* kamere na podlagi flourescence dolo¢ijo jagode, ki vsebujejo klorofil (nezrelo grozdje);

* kamere na podlagi infrarde¢e svetlobe dolo¢ijo druge neZelene delce, kot so na primer ZuZelke,
anorganski in drugi organski delci (kamenje, les, plastika ipd.);

* nekateri kompleksnejsi stroji lahko uporabljajo $e tretjo vizualno kamero, ki lo¢i delno zrelo grozdje

(najveckrat za najkakovostnejsa rdeca vina).

Sortirne stroje ponujajo razli¢ni proizvajalci — na spletu najdemo tudi ocene teh naprav (Starr, 2019).

Prenos grozdja/drozge od prevzema do stiskalnice/maceratorja

Najboljse vinske kleti so zgrajene tako, da za prenos grozdja iz prevoznih posod do stiskalnice uporabljajo
gravitacijo. V praksi to pomeni, da tak$na predelava ne pozna preto¢nih ¢rpalk.

Prevzem in predelava grozdja se izvaja na ve¢ ravneh:

* Grozdje se pripelje na najvijo tocko in se nato prestavlja do razli¢nih strojev (pecljalnik, sortirni stroj,
drozgalnik, stiskalnica ...) s prostim padom.
* Za prenos grozdja oziroma grozdnih jagod uporabljamo prenosne dvizne trakove ali ¢rpalke.

Uporaba teh strojev lahko vpliva na pove¢anje motnih delcev kasneje v mostu.
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Slika 6:. Dvizni
trak Sraml (vir:
Podjetje Sraml).

Peristalticne ¢rpalke

Peristalti¢ne ¢rpalke zagotavljajo minimalne poskodbe pri prenosu drozge. Nezen in stalen tok omogoca
precrpavanje tako drozge kot vina brez stika z mehanskimi komponentami. Crpalka je sestavljena iz

gumijaste cevi, ki se s pomodjo kolesc stiska in potiska medij napre;.

Slika 7.
Peristalticna
¢rpalka Sraml (vir:
Podjetje Sraml).
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Vijacne c¢rpalke
Pri vija¢nih ali monocrpalkah elektromotor poganja ekscentri¢ni polz. Rotorji so obi¢ajno izdelani iz

nerjavnega jekla v kombinaciji s statorjem iz gume. Crpalka ustvarja konstanten pretok brez pulziranja,

tresljajev in emulgiranja ¢rpanega medija.

Slika 8. Vija¢na ¢rpalka Sraml (vir: Podjetje Sraml). . . L
Rotacijske ¢rpalke z gumijastim

impelerjem

Obstajajo razli¢ne izvedbe ¢rpalk, sestavljene iz statorja in gumijastega rotorja, ki so iz materialov, primernih
za uporabo v Zivilski industriji (obi¢ajno nitrilna guma). Namenjene so pre¢rpavanju tekodin razliéne
viskoznosti in tekoc¢in, ki vsebujejo manjse organske delce, do premera 50 mm (drozga). Delujejo brez
tresljajev, emulgiranja ali poskodovanja delcev. Samosesalna ¢rpalka lahko doseze tudi do 8 metrov suhe
globine. Naceloma je zelo odporna na temperaturo (od —10 °C do 90 °C) in tlak (od 4 do 10 barov, odvisno
od modela).

Vinifikacija
Maceratorji in vinifikatorji

Osnovni namen maceracije je izluZevanje snovi iz jagodne koZice grozdja, kot so arome, minerali, fenolne
snovi, ki bistveno vplivajo na organolepti¢ne lastnosti kon¢nega vina. S tehnoloskega vidika nam maceracija
omogoca tudi laZje in hitrejse stiskanje drozge ter povecanje kapacitete prevzema grozdja med trgatvijo.

V osnovi delimo maceratorje na posode za:

* krajse hladne maceracije brez fermentacije — za bela in rosé vina;

* dalj$e maceracije in fermentacije — rde¢a vina.

Pri krajsi maceraciji je pomembno, da je taka posoda opremljena s hlajenjem. Po navadi so to inoks cisterne
oziroma posode. Tovrstne posode imajo lahko vgrajeno tudi sito, ki omogoca, da pri praznjenju takoj

odstranimo samotok in v stiskalnico prenesemo Ze odcejeno drozgo.
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Pri maceratorjih oziroma vinifikatorjih za rde¢a vina so zahteve drugadne, saj v teh primerih poteka
fermentacija in potapljanje klobuka. To predstavlja klju¢ni proces za uspesno izluzevanje snovi iz jagodnih
kozic.

Od vinifikatorja pri¢akujemo, da:

* pripomore k ¢im boljsi selektivni ekstrakeiji;

* intenzivira in stabilizira barvne substance;

* omogoca tehnolosko loditev faz maceracije;

* omogoca nastavitev temperature;

* ima dobro sposobnost homogenizacije — razbijanja klobuka;
* omogoca prelivanje;

* omogoca kontrolirano aeracijo;

* seenostavno in hitro prazni;

* je ra¢unalnisko voden.
Proizvajalci ponujajo razli¢ne resitve:

* PRELIVNI vinifikatorji — pre¢rpavanje mosta in konstantno prelivanje klobuka;

* vinifikator VOLVOTANK - mesanje klobuka s pomo¢jo vertikalne vrtece se lopute;

* vinifikator GANIMEDE - mesanje klobuka s pomogjo lastnega CO»;

* POTOPNI vinifikatorji — klobuk potapljajo s pomogjo loput, ki so montirane na pnevmatskih
cilindrih ali na vija¢nih oseh;

* vinifikator ONDA - potapljanje in prelivanje klobuka s pomo¢jo inertnih plinov;

« ROTIRAJOCI HORIZONTALNI vinifikatorji;

* MESALNI VINIFIKATORJI - z vgrajenimi mesali na ve¢ ravneh v posodi;

* vinifikatorji SELECTOR SYSTEM - sestavljeni si iz dveh cistern, tako da iz zgornje cisterne spusti
most v spodnjo in s tem premesa nastali klobuk;

e idr.

Stiskalnice

V procesu stiskanja imamo grozdje v razli¢nih oblikah — kot cel grozd, razpecljane jagode, drozgane jagode,
macerirano drozgo in fermentirano drozgo. Princip stiskanja je lo¢evanje grozdnega soka od trdnih delcev
jagod, pri ¢emer lo¢ujemo razli¢ne frakcije grozdnega soka.

Parametri stiskanja so lahko razliéni glede na sorto, zdravstveno stanje, letnik, tehnologijo itd.
Spreminjamo lahko ¢as stiskanja, tlak stiskanja, $tevilo vrtenja in rahljanja tropin, pri tem palo¢ujemo lahko
razli¢ne frakcije mosta, kot so samotok, prvi presanec, drugi presanec itd.

Cilj spreminjanje parametrov stiskanja je lahko doseganje visje kakovosti produkta (manj trdnih delcev v
grozdnem soku, manj fenolov ipd.) ali pove¢anje ekonomicnosti procesa, naceloma zaradi slabse kakovosti

(krajsi casi stiskanja, izplen ...).
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Stiskalnice lahko lo¢imo na ve¢ nacinov:

* kontinuirne ali §arZne;
* hidravli¢ne, pnevmatske, mehanske;

e horizontalne ali vertikalne.

Odprti ali zaprti sistemi ter vimesne razli¢ice

Najbolj razsirjen tip stiskalnice je pnevmatska horizontalna stiskalnica. Ta se je uveljavila kot najbolj
ekonomi¢na in nezna stiskalnica za grozdje, ki omogoca najhitrejse stiskanje, hitro praznjenje in veliko
delovno zmogljivost glede na dimenzijo.

Proizvajalci ponujajo razli¢ne izvedbe pnevmatskih stiskalnic:

* stiskalnice zaprtega sistema,

* stiskalnice odprtega sistema.

Stiskalnice imajo v notranjosti vgrajeno napihljivo membrano oziroma platno, ki je na¢eloma nameséeno
na eni polovici bobna, lahko pa se razprostira tudi po skoraj celotnem obodu. V razli¢nih izvedbah imamo
razli¢ne odtoéne moznosti za tekocino. Pri odprtih sistemih so lahko odto¢ne resete na povrsini bobna in

na vratcih. Lahko pa imamo odto¢ne zbirne kanale.
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Polnjenje stiskalnice poteka na dva nalina — skozi vratca ali prek centralnega polnjenja. Centralno
polnjenje omogoca vejo kapaciteto stiskalnice ob so¢asnem vrtenju bobna in izcejanju soka. Slabost
tovrstnega polnjenja je, da dobimo most z ve¢jo obremenjenostjo z motnimi delci.

Pri stiskanju se platno s pomo¢jo kompresorja napihuje in stiska drozgo ob steno. Tekoéina izteka po

odto¢nih kanalih v zunanje zbirno korito. Za hitreje stiskanje in boljsi izkoristek se v posameznem ciklu



168 | TRENDIV VINARSKI OPREMI

tropine razrahljajo, tako da se platno najprej prisesa s pomoc¢jo vakuuma nazaj v prvotni poloZaj in boben
zavrti. Cikel stiskanja se ponovi. Pri nadaljnjih ciklih se zvisuje tudi tlak. Zacetni tlak stiskanja v prvih ciklih

je obicajno 0,2 bar, nato pa se tlak s cikli zvisuje do maksimalno 2,0 bar.

Stiskalnice zaprtega sistema

Pri teh izvedbah lahko stiskalnico hermeti¢no zapremo in jo koristimo kot posodo za maceracijo. Odto¢ne
kanale zapremo z ventilom ali ¢epi, stiskalnico lahko inertiziramo s plini (npr. z Np, CO3) in drozgo
po Zelji tudi hladimo. Stiskalnica je lahko opremljena z dvojnim plas¢em, ki omogoca hlajenje/segrevanje
drozge. Tovrstne stiskalnice imajo eno klju¢no slabost, kar predstavlja ¢iscenje, ki je zelo oteZeno, zato se
priporo¢a nadgradnja s sistemom CIP in protito¢nim razpihovanjem drenaznih kanalov (Christmann in
Freund, 2022).

Poznamo tudi stiskalnice, ki delujejo pod vakuumom. Tovrstne izvedbe stiskalnic temeljijo na tem, da se

stiskanje izvede s podtlakom in skupaj z inertnimi plini.

Stiskalnice odprtega sistema

To so stiskalnice, ki jih ne moremo hermeti¢no zapreti. Pri takih stiskalnicah priporo¢amo le krajso
maceracijo drozge. V primerjavi z zaprtim sistemom ni vecjih razlik pri samem procesu stiskanja. Lahko
govorimo o nekoliko hitrejSem iztekanju soka zaradi naceloma vecje drenazne povrsine in o laZjem ¢is¢enju

stiskalnice po konc¢anem delu.

Druge stiskalnice

Poznamo dve kategoriji, in sicer vertikalne stiskalnice, ki se uporabljajo predvsem z vidika tradicije (na

primer za osnovno vino za penine in rdeca vina) oziroma pri manjsih proizvajalcih, ter kontinuirane

stiskalnice, pomembne za velike proizvajalce, ki potrebujejo velike kapacitete predelave v ¢asu trgatve.
Uporaba teh stiskalnic privede do mosta, ki je bolj obremenjen s trdnimi delci in vsebuje ve¢ skupnih

fenolov.

Vinska posoda

Vinska posoda je osnovni pripomocek v kleti za fermentacijo, zorenje in stabilizacijo vina. Poznamo razli¢ne

vinske posode, med katerimi so najbolj razsirjene vinske posode, narejene iz:

* nerjavnega jekla — inoksa,
* lesa,

* betona,

* plastike,

* gline,

o stekla,
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* emajliranega Zeleza.

Tradicionalno so se vina pridelovala in shranjevala predvsem v sodih iz nerjavnega jekla in v hrastovih sodih.
V zadnjem desetletju se pojavljajo nove posode iz razliénih materialov, kot so beton, glina, granit, polietilen
itd., ter razli¢nih oblik (jaj¢aste, kroglaste, tulipanaste itd.), ki spreminjajo tudi podobo vinske kleti (Ubeda
in sod., 2022).

Pri izdelavi vinske posode je zelo pomembna kakovost materiala, obdelava materiala, kakovost izdelave
in dizajn. Omenjene lastnosti vplivajo na kon¢no ceno izdelka, ki je med posameznimi proizvajalci vinske
posode zelo razli¢na.

Vinske posode se opremlja z raznimi senzorji (npr. za temperaturo, vsebnost raztopljenega kisika),
z ra¢unalnisko vodenimi hladilnimi sistemi (plas¢no hlajenje, rebrasto hlajenje), z izolacijo, s sistemi za
¢is¢enje (CIP, $obe za izpiranje), sistemi za inertizacijo (inertni plini), z mesali itd.

Posode so lahko iz razliénih materialov z vidika funkcionalnosti — predvsem kombinacija inoksa in lesa
(tudi drugi materiali).

Vinske posode (predvsem inoksirane) so zaradi optimizacije izrabe prostora lahko narejene oziroma
zloZene v ve¢ ravneh (ve¢nadstropne).

Poznamo posebno oblikovane transportne posode, ki jih lahko prekladamo z vili¢arji za potrebe prevoza
vina oziroma potrebe predelave grozdja/mosta.

Ena glavnih znacilnosti vinskih posod je zmoznost prepuscanja kisika, ki ima velik u¢inek na zorenje
vin. Pri posodah iz nerjavnega jekla prepuscanja kisika ni. Materiali, kot so beton, glina in polietilen, pa
prepuscajo kisik skozi stene, kot se to dogaja pri leseni posodi. Klju¢na razlika med temi materiali in lesom
je, da je pri lesu znadilen $e prenos snovi iz njega (hlapne spojine, tanini) (Ubeda in sod., 2022).

Pri leseni posodi je prenos kisika ocenjen na od 12 do 45 mg/L/leto (Del Alamo-Sanza in sod., 2017;
Nevares in sod., 2014; Singleton, 1995; Vivas and Glories, 1997).

Pri betonskih posodah pa je prenos kisika ocenjen na od 5 do 36 mg/L/leto, pri glinenih posodah od 10
do 25 mg/L/leto (Nevares in Alamo-Sanza, 2021).

Druga oprema

Mikrooksigenacija

Mikrooksigenacijske sonde za volumetri¢no dodajanje kisika omogocajo raztapljanje kisika v vinu. Z
ra¢unalnisko vodenimi dozirnimi bati lahko uravnavamo koli¢ino dodanega kisika za vsako cisterno
posebej. Poznamo manjSe prenosne sisteme ali fiksne centralno vodene izvedbe. Tehnologija je zanimiva

skupaj s spremljanjem redoksi potenciala vina.

lonski izmenjevalc

. . + . 2+ v . .. . . . .
Odstranjevanje K™ in Ca™" omogoca tartratno stabilizacijo vina in nizanje vrednosti pH.
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Ultrazvocna tehnologija

Uporaba ultrazvoka visoke moc¢i in nizke frekvence pri pridelavi vina poveca ekstrakcijo spojin iz grozdja.
Tehnologija deluje po nacelu fragmentacije citoplazemske celi¢cne membrane in hitrej$ega izluZevanja snovi
(Agrovin, 2022).

Kontrolni paneli, dozatorji, senzorji

Razvoj opreme v kleti gre vse bolj v popolno avtomatiziranje proizvodnega procesa. Zato so posamezne
cisterne opremljene s $tevilnimi senzorji in aparaturami, ki omogocajo merjenje vsebnosti kisika, redoks
potenciala, temperature, fermentacijske kinetike, meSanje in homogenizacijo drozge, mikro/

makrooksidacije, dozatorjev za enoloska sredstva in inertnih plinov ipd.
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