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1. UvOD

Pjenusava vina su vina koja sadrze odredenu koli¢inu CO-, $to znaci da se vino u boci nalazi

pod odredenim tlakom, a ja¢ina pritiska ovisi o tipu vina odnosno o koli¢ini COx.

Za proizvodnju pjenuSavih vina znali su jo§ i Rimljani, jer pjesnik Vergilije u jednom svom
spjevu govori o vinu koje se u ¢asi pjeni, a u iskopinama iz doba Rimljana nadene su ¢ase sli¢ne

danasnjima za pjenusava vina (Radovanovi¢, 1970.).

Tehnoloski postupak proizvodnje Sampanjca u pocetku je bio znatno primitivniji nego danas,
pa je i kvaliteta prvobitnog Sampanjca bila losija od danasnje. Sampanjsko pjenusavo vino je
kvalitetom ubrzo steklo svjetski glas i visoku cijenu na svjetskom trzistu. Na zahtjev Francuske
Sampanjac je zaSticen posebnim medunarodnim ugovorom poslije prvog svjetskog rata (

http://www.krizevci.net/vinograd/htm/sav_pjenusava_vina.html ).

Izraz "champegnoise”, "champagne", i sl. mogu se koristiti samo za prirodna pjenusava vina
klasicnom metodom proizvedena u Champagni. Pjenusci iz drugih sedam podrucja Francuske
oznacavaju se kao "vins mousseux", a gazirana vina "vins mousseux gazeifies". Istozna¢na
oznaka u Italiji je "metodo classico" ili "metodo tradizionale”, a oznaka "Asti" smije se koristiti

samo za kvalitetna prirodna pjenuSava vina iz istoimene talijanske provincije.

U Spanjolskoj izraz "Cava" ima isto zna¢enje kao zastiéeni pojam za kakvoéu i tehnologiju.
SAD, Australija i Novi Zeland prihvatile su obvezu postivanja zastite imena "Champagne", te
za istu tehnologiju koriste pojmove "bottle fermented" ili "classic method", uz oznake

kontroliranog podrijetla u skladu s njihovim zakonima (www.veleri.hr).

Cilj ovoga rada bio je ispitati utjecaj fermentacije imobiliziranim kvascima na sadrZaj biogenih

amina u pjenuscu.


http://www.krizevci.net/vinograd/htm/sav_pjenusava_vina.html
http://www.veleri.hr/

2. PREGLED LITERATURE

2.1. Pjenusava vina

Pricu o pjenuScima najcesée zapoc€injemo s benediktincem Dom Pierreom Perignonom (1638.
- 1715.) i gradom Epernayom u Champagni, iako su oni postojali stolje¢ima prije. Italija je
zemlja koja se moze pohvaliti najbolje sacuvanom arhivskom gradom na tu temu. Spomenut
¢emo samo neke: Vergilije (70. - 19. prije Krista) autor je ovih poznatih stihova: « Et ille
impiger hausit, spumante pateram et pleno se produit auro; post alii proceres» (Aen., I, 7,38 -
40). “I on se pojavi sa zlatnim kaleZom i ne odugovlace¢i ni trenutka iskapi kalez pun pjenusca;
za njim ispiSe 1 ostali plemenitasi”. Proporcije (47. - 15. prije Krista) piSe: «Largius effuso
madead tibi mensa Falerno, spumet et aurato mollius in alice.» (El. II, 33, 39-40). “Nek je tvoj
stol obilnije obliven i nek se na njemu slade pjenusa Falerno u zlatnom kalezu”. Falerno je
najstarija zastita kontroliranog podrijetla Rimskog doba, zbog svoje kakvoce i opée poznatosti
u rimskom carstvu kojem je Plinije (77. prije Krista) odredio zemljopisnu zonu proizvodnje

(www.veleri.hr).

Postoje dokazi da je jedan od pjenusaca iz Falerna (proizvodio se dodavanjem mosta od
prosusenog grozda sorte Meroe, podrijetlom iz Etiopije, djelomice profermentiranom vinu)
posluzZen na jednoj od svecanih vecera organiziranih u Cast Kleopatre i Cezara. Pjenusac je
dakle star kao i Rimljani, a u to vrijeme nazivali su ga jo§ «aigleucos» 1 «acinatic». Prvi su

proizvodili prekidanjem vrenja, uranjanjem amfora od pecene gline u hladnu vodu.

U Pompejima je otkriven podrum s prolazom kroz koji je stalno protjecala hladna voda u koju
su uranjani «doliumi» s moStom da bi se osiguralo pjenusanje. Poznavali su i tehnologiju
dodavanja prosuSenog grozda ili ukuhanog mosta djelomice prevrelim vinima. Ova su vina
opisivali rijeCima «spumansy, «spumescens», «saliens», «titllans», a upucuju na perlanje i

pjenu.

Kao i svugdje, tako i u Francuskoj, redovnici su bili promicatelji, poklisari znanja, usmjereni i
na proizvodnju kvalitetnih vina. Vino se prinosilo i blagoslivljalo pod misom, a njime se i
uspjesno trgovalo. Izmedu 898. 1 1825. kraljevi Francuske (njih 37) krunjeni su u katedrali u

Rheimsu, srcu Champagne, a vina su bila obvezni dio svec¢anosti.

Zato ne iznenaduje da ovaj stari proizvod za tvorca ima slijepog benediktinca Dom Perignona,

podrumara Opatije blizu grada Epernaya.


http://www.veleri.hr/

Kao vrsni podrumar, godine 1668. obznanio je svoj uspjeh proizvodnje bijelog, bistrog
pjenusca. Uveo je kupaziranje vina razlicitih sorata i iz razlicitih vinograda, Zele¢i dobiti bijelo

vino s potencijalom za ¢uvanje.

Uocio je i1 dva najvaznija ¢imbenika za o¢uvanje nastalog ugljicnog dioksida: Cep i staklenu
bocu dovoljno jaku da izdrzi tlak u njoj. No, tek nakon dva stolje¢a proizvodnja pjenuSaca se
intenzivirala u Champagni, a potom i u drugim zemljama (Italija 1865., Spanjolska 1872.).
Interesantno je spomenuti, obzirom na ¢vrste veze Engleske i Francuske i veliku potrosnju ovih
vina u Engleskoj, kako Francuzi upravo Englezima duguju zahvalnost za otkrice staklene boce

koja se i danas takova koristi.

Ovo se otkri¢e vezuje uz ime Sir Kenelma Digby-a iz 1623. godine, a novina u tehnologiji
proizvodnje stakla vezana je za upotrebu ugljena umjesto drva (razvija se viSa temperatura u
peéima u kojima se dobiva staklo). Cep je podrijetlom iz Spanjolske, otprilike u isto vrijeme
kad 1 staklo, tzv. «verre anglais». Za ovo vrijeme veZzemo nastanak i pocetke proizvodnje
Bakarske vodice, iako neki autori, njene pocetke vezuju uz Napoleonove oficire koji su

vjerojatno tom poslu naucili tadasnje bakarske patricije (1810.).

Spomenimo 1 da su se prema zapisima i predaji, na beCkom dvoru pila i1 glasovita slatka

pjenusava vina iz okolice Sibenika (www.veleri.hr).

2.1.1. Kategorizacija pjenusavih vina

Prema hrvatskom Zakonu o vinu pjenusava vina dijele se na:
* prirodna pjenuSava vina
* gazirana pjenuSava vina

» prirodna biser vina

Prirodna pjenuSava vina 1 prirodna biser vina su vina €iji je sadrZaj i pritisak ugljicnog
dioksida u boci proizveden isklju¢ivo naknadnim vrenjem $ecera u vinu.

Gazirana pjenusava vina su vina kojima je prilikom punjenja u boce dodan uglji¢ni dioksid.


http://www.veleri.hr/

Pjenusavim vinima moze se nakon zavrSenog naknadnog vrenja dodati ekspedicioni liker, radi
postizanja odgovarajuceg sadrzaja neprovrelog Secera. (Zakon o vinu, NN96/03 s izmjenama i
dopunama).

Tablica 1. Utjecaj sadrzaja alkohola na odmjeravanje Secera pri Sampanjizaciji (Radovanovic,
1970.)

Koli¢ina alkohola u|Potrebna koli¢ina Secera u g/l za dobivanje pritiska od:
vinu, vol% 5 bara 5,5 bara 6 bara

9 19 21 23

10 20 22 24

11 21 23 25

12 22 24 26

Prirodna pjenusava vina dijele se prema nacinu proizvodnje na pjenuSava vina nastala klasicnim

metodom vrenja u boci i metodom vrenja u tankovima.

+ klasi¢na metoda — metoda vrenja u bocama (sekundarna fermentacija u boci), poznata
kao champenoise metoda (tom metodom proizvode se Sampanjci i samo pjenusci
proizvedeni klasiénom metodom iz francuske pokrajine Champagne mogu se zvati

Sampanjcima)

« metoda vrenja u tankovima (sekundarna fermentacija u tanku) poznata kao charmat

metoda ( https://www.mladina.hr/mala-skola-pjenusaca/ ).

2.1.2. Postupci proizvodnje pjenuSavih vina

Potupak proizvodnje ovisit ¢e o tome kakvo pjenuSavo vino Zelimo dobiti. Ako nam je konac¢ni
produkt prirodno pjenusavo vino ono se moze proizvesti od mladog nepotpuno provrelog vina

i od provrelog zrelog vina.

U prirodnim pjenuSavim vinima tlak ugljicnog dioksida moze dose¢i 5 bara. Nastaje
sekundarnom fermentacijom i vinu daje posebnu osobinu pjenusanja koja je u vidnoj sferi

vazna, ali isto tako daje vinu jedan rezak i osvjzavajuci okus.


https://www.mladina.hr/mala-skola-pjenusaca/

Taj ugljiéni dioksid je u veéoj mjeri otopljen ili vezan za spojeve u vinu, a U manjoj mjeri
slobodan pa to omogucuje dugotrajniju prisutnost u casi u obliku sitnih mjehuri¢a (Sokoli¢,

1976.).

2.1.2.1. Prirodni pjenusac od mladog nepotpuno provrelog vina

U takvom postupku mlado neprovrelo vino stavlja se u Sampanjske boce u kojima sekundarnom
fermentacijom stvara uglji¢ni dioksid i vrlo malo taloga. To je mlado vino dobiveno od mosta
kvalitetnog grozda koji se istalozi i bistri te lagano vrije na nizoj temperaturi. Vrenje treba
prekidati filtracijom toliko puta da se sav virulentni potencijal kvasca i njegova aktivnost svedu
na minimum. Nakon nekoliko mjeseci sekundarnom fermentacijom dobit ¢emo pjenusac kakav
se proizvodi u mnogim zemljama. U nasim krajevima najpoznatiji takav pjenusac je bakarska
vodica (Sokoli¢, 1976.).

2.1.2.2. Prirodni pjenusac na bazi provrelog zrelog vina

Taj je postupak proizvodnje pjenusca upotrebljavan jo$ prije vise od 300 godina u francuskoj
pokrajini Champagni. Tijekom godina postupak je mijnjan, poboljsavan i usavrSavan. Taj
francuski pjenusac postao je vrlo popularan i trazen, pa je Francuska nakon prvog svijetskog
rata medunarodnim ugovorima zastitila ime Sampanjac. Ono se od tada koristi isklju¢ivo za

pjenusac proizveden u Champagni (Sokoli¢, 1976.).

2.1.2.3. Proizvodnja osnovnog vina za pjenusac

Temeljna vrsta vinove loze za proizvodnju Sampanjskog pjenusca je burgundac crni kome se
mogu dodatii druge vinske sorte u manjm koli¢inama da se dobije kvalitetna sirovina za most
koji bi trebao imati oko 20% Secera 1 8%o kiseline. Grozde se odmah presa da se Sto manje

obojenih tvari iz pokoZice nade u mostu (Sokoli¢, 1976.).

Takav most u koji dodajemo sumpor i selekcionirani vinski kvasac za niske temperature vrenja
vrije u ba¢vama od 200 litara. Vino se zatim kupaZira 1 tipizira te na kraju stabilizira hladnim
postupkom. Redovito se pretace, po potrebi bistri i nakon godine dana dodaje se dio staroga

vina kako bi bilo spremno za proizvodnju pjenusca (Sokoli¢, 1976.).



2.1.2.4. Priprema 1 dodavanje Se€ernog sirupa i vinskog kvasca

Seéerni sirup se dodaje temeljnom vinu u kome je potruno zavrsen proces vrenja, dabi se
izazvalo naknadno vrenje. Seéerni sirup pripremamo otapanjem $eéera (saharoze) u manjoj
koli¢ini vina do koncentracije od 50%. Vinski kvasac koji koristimo da se potakne naknadno
vrenje u bocama mora biti selekcionirani, ¢ist i umnozen u maloj koli¢ini vina uz dodatak 10%

saharoze.

Koli¢ina sirupa koju treba dodati vinu treba biti to¢no 1 pazljivo odredena, a 0 tome ¢e ovisiti
kakav pjenusac, s kojom koli¢inom uglji¢nog dioksida ¢emo dobiti. Maksimalni tlak uglji¢nog
dioksida u boci smije biti do 5,5 bara jer jaci bi uzrokovao pucanje staklenih boca. Dobro
homogenizirana smjesa vina, Seé¢ernog sirupa i kvasca pomoc¢u kruznih mjesalica razlijeva se u
Sampanjske boce, Cepi plutenim ¢epom i kao osiguranje se preko ¢epa stavlja metalna kapica

(Sokolié, 1976.).

2.1.2.5. Naknadno vrenje u boci

Vodoravno polozene boce stoje u podrumskim prostorijama u kojima je konstantna temperatura
izmedu 10 do 12°C tijekom cijele godine. Takav vodoravan poloZaj boca drZi stalno vlaznim
pluteni Cep pa je on nepropustan za ugljicni dioksid. Sekundarna fermentacija zapocinje
relativno brzo ali ¢e se odvijati sporo zato §to je niska temperatura i relativno visok udio
alkohola u vinu (11-12%). Tako sporo vrenje omogucuj nastalom ugljicnom dioksidu da se
dobro otopi i kemijski vezuje za vinske sastojke. Tijek vrenja se prati mjerenjem tlaka uglji¢nog
dioksida posebnim manometrom kroz ¢ep. Kad provrije sav Sec¢er doda vinu sadrzaj alkohola
narast ¢e za 1%. Ako se dogodi da vrenje stane ponovno ga treba potaknuti protresanjem boca
kako bi se aktivirao zaostali kvasac u talogu. Nastali vinski kamenac i preostali talog treba
ukloniti iz boca koje za taj postupak pripremamo hldenejm na -5°C i postepeno okretanjem u

okomiti polozaj da bi talog ostao u grlu boce (Sokoli¢, 1976.).

2.1.2.6. Degorziranje

Degorziranje je postupak kojim se vjestim otvaranjem boce, pod tlakom uglji¢nog dioksida
izbacuje talog nakupljen u grlu boce koji prethodno treba zalediti utapanjem u rashladenu

smjesu od -18°C. Tu radnju obavljaju vjesti i dobroobuceni radnici.



Koli¢ina vina koja je degorziranjem izgubljena nadomjesta se dodavanjem iste koli¢ine
ekspediciononog likera. Ekspedicioni liker je pripravak od temeljnog vina, secera, finog

vinskog destilata i limunske kiseline u propisanim omjerima.

Nakon degorziranja i dodavanja ekspedicionog likera boce se opet zatvaraju kvalitetnim
plutenim ¢epom koji je osiguran metalnom kapicom i zicom. Potrebno je da radi harmonizacije

sadrzaja odleze joS nekoliko mjeseci u hladnom podrumu (Sokoli¢, 1976.).

2.1.2.7. Industrijska proizvodnja pjenuSaca u metalnim tankovima

Proizvodnja pjenusaca u metalnim tankovima znatno je brzi, jednostavniji i jeftiniji nacin

proizvodnje.

Danas je to cesce koriStena tehnologija jer ne zahtijeva podrumske prostorije, posebno obuéenu
radnu snagu niti toliko puno vremena. Francuzi su polovicom devetnajstog stolje¢a poceli
procese proizvodnje pjenusavih vina pojednostvljivati i prilagodavati industrijskoj proizvodnji.
U pocetku su fermentaciju obavljali u autoklavima dok se u dvadesetom stoljecu nije osmislio

brzi proces proizvodnje pjenusaca u metalnim tankovima.

Danasnji pogoni vinarija za proizvodnju pjenuSaca imaju uredaje za pasterizaciju, uredaje za
rashladivanje, baterije metalnih tankova sa dvostrukim stijenkama, uredaje za izobari¢nu
filtraciju, uredaje za punjenje boca pod pritiskom, posude za pripremu kvasca i Se¢ernih
sirupa. Tu su jos razne cijevi, pumpe, sisaljke i mjesalice koje su potrebne u procesu (Sokolic,

1976.).

U ovakvoj proizvodnji pjenuSaca nema dodavanja ekspedicionog likera pa treba paziti na
koli¢inu dodanog Secera. Bazicnom se vinu dodaje Secerni sirup i kvasac koji uz povoljnu

temperaturu (12-15°C) izazovu nakndno alkoholno vrenje.

Kontrola postignutog tlaka se vr$i manometrom i kad je on dovoljno visok prekida se
fermentacija viSednevnim hladenjem vina u tanku na -5°C. Ujedno se istim postupkom vrsi
stabilizacija pjenusca, Kristalizira se vinski kamenac i odvaja talog. Pjenusac se skida s taloga
izobaricnom filtracijom da ne dode do gubitka ugljicnog dioksida. Time je postupak

proizvodnje pjenusca u tankovima zavrsen (Sokoli¢, 1976.).



Preostaje joS samo punjenje boca pjenuscem rashladenim na -1°C koje se obavlja izobaricnom

punilicom da se sacuva prisutan uglji¢ni dioksid .

Kako je danas sav proces proizvodnje mehaniziran on je znatno kraci i traje 40-45 dana
(Sokoli¢, 1976.).

2.1.3. Sorte vinove loze za proizvodnju pjenusavih vina

2.1.3.1. Grasevina

U Hrvatskoj je utemeljen naziv GraSevina bijela, iako se u sjeverozapadnoj Hrvatskoj ponegdje

upotrebljava i stari naziv GraSica (MiroSevi¢ i sur., 2011.).

Porijeklo joj se veze uz Francusku, odakle je prenesena u Heidelberg u Njemackoj.

Uzgaja se u Madarskoj, Austriji, sjevernoj Italiji, Svicarskoj, Hrvatskoj, Srbiji i Crnoj Gori

odnosno u podru¢jima umjerene klime gdje jo§ moze potpuno dozoriti.
Prikladna za srednje visoki, a osobito dvokraki sustav uzgoja, s rezom na dulje rodno drvo.

Daje fina vina prosjecne ili natprosjec¢ne kakvoce, ugodnog sortnog mirisa i okusa, sa srednjim

sadrzajem kiselina. Kao zobatica nije prikladna (MiroSevi¢ i Turkovi¢, 2003.).



Slika 1. Grasevina (izvor: Ampelografski atlas, Mirosevi¢, N., Turkovié, Z.)

2.1.3.2. Rajnski rizling

Potjece iz Njemacke, s Rajne, gdje je najvisSe rasprostranjen. Uzgaja se 1 u mnogom drugim

vinorodnim zemljama umjerene klime.

Trazi toplije juznije polozaje; ne previse plodna tla, koja mogu biti i skeletna. Prikladan je za
srednji ili visi sustav uzgoja, a reze se na krace ili dulje rodno drvo. Otpornost prema
smrzavicama i kasnim proljetnim mrazovima vrlo je dobra; prema gljivi¢nim bolestima srednja;
u ki$noj jeseni rado trune. Daje fino, kvalitetno vino osobita sortna mirisa i okusa, koji je osobito
intenzivan na podruc¢ju Rajne, a posebno od grozda s plemenitom pljesni. Nije prikladan kao

zobatica (MiroSevi¢ i Turkovi¢, 2003.).

Rajnski rizling je danas najvise raSiren u sjevernoj Italiji, Australiji, Kaliforniji i drzavama
zapadne Europe. Zanimljivo je da se sorta ne smije uzgajati u Francuskoj, osim u Alzasu (

http://vinarija-safran.hr/rizling.html ).



http://vinarija-safran.hr/rizling.html

Slika 2. . Rajnski rizling (izvor: Ampelografski atlas, Mirosevi¢, N., Turkovi¢, Z.)

2.1.3.3. Pinot bijeli

Pinot bijeli (burgundac bijeli, pinot blanc)

Vinska sorta iz grupe Pinot, nastao mutacijom pupa iz pinota crnog, dozrijeva u drugom
razdoblju. Oplodnja je dobra i redovita, otporan je na niske zimske temperature, vrlo je osjetljiv
na Botrytis . Prirod mu varira ovisno o porijeklu sadnog materijala i klonu.

Nakuplja puno Secera i dovoljno ukupnih kiselina. Daje zaobljeno, skladno vino, svijetlo zute

boje sa zelenkastim odsjajem, ugodne 1 specificne sortne arome. (MiroSevi¢ 1 Turkovi¢, 2003.).
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Slika 3. Pinot bijeli ( https://www.krizevci.net/vinograd/htm/sorte/09 pinot_bijeli.html )

2.1.3.4. Pinot sivi

Pinot sivi (burgundac sivi, rulender)

Sorta iz grupe Pinot, nastao mutacijom pupa iz pinota crnog, dozrijeva u drugom razdoblju.
Grozde je karakteristicne sivkasto plave boje, obi¢no nakupi dovoljno Secera, daje vina
vrhunske kakvoce, prinosi su nizi, ali iznimne kakvoce. Osjetljiviji je na Botrytis, otporan na
niske zimske temperature. Vrlo su trazena i cijenjena vina ove sorte. Vino je Zuckaste svijetlo
sive boje, mekano, prepoznatljive sortne arome. Posebna pozornost se treba obratiti pri preradi

grozda. (MiroSevi¢ 1 Turkovi¢, 2003.).
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https://www.krizevci.net/vinograd/htm/sorte/09_pinot_bijeli.html

Slika 4. Pinot sivi (izvor: Ampelografski atlas, Mirosevi¢, N., Turkovi¢, Z.)

2.1.3.5. Chardonnay

Potjece iz Francuske. Dugo je vremena smatran tipom Pinot-a bijelog, no utvrdeno je da je
nastao spontanim krizanjem Pinota (crnog) i Gauois blanc-a. Dozrijeva u drugom razdoblju,
oplodnja je dobra, rodnost dobra i redovita. Vrlo je osjetljiv na Botrytis , otporan je na niske

zimske temperature.

Daje obi¢no visokokvalitetna vina, svijetlo zuckasto zelene boje, fine, svojstvene 1 ugodne
sortne arome, dobrih i postojanih kiselina.
U posljednje vrijeme jedna od najtrazenijih sorata na domacem i stranom trzistu. Postoji mnogo

klonova, kod muskatnog klona se osje¢a ugodni muskatni miris. (MiroSevi¢ i Turkovi¢, 2003.).
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Slika 5. Chardonnay (izvor: Ampelografski atlas, Mirosevié, N., Turkovi¢, Z.)

2.2. Biogeni amini

2.2.1. Prisutnost biogenih amina u pjenuSavom vinu

Novi trendovi na podrucju sigurnosti hrane povecali su fokus na elemente i spojeve u tragovima
koji mogu utjecati na ljudsko zdravlje, u koje se ubrajaju i biogeni amini. Biogeni amini su
bioloski aktivni dusi¢ni spojevi male molekulske mase. Prisustvo biogenih amina, u vinu sve je
vaznije kako proizvodacima, tako i potrosacima, jer predstavlja opasnost za zdravlje osjetljive
populacije. To su duSi¢ne organske baze niske molekulske mase koje mogu imati alifatsku,
aromatsku ili heterocikli¢ku strukturu. Siroko su rasprostranjeni u fermentiranim pi¢ima,
uglavnom kao produkti dekarboksilacije slobodnih aminokiselina, koje su prekursori njihovog

nastajanja (Vincenzini i sur., 2009).
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U vinu se od biogenih amina naj¢e$¢e nalaze histamin, putrescin, B-feniletilamin i tiramin
(Kosmerl i sur., 2013; Cus i sur., 2013; Soufleros i sur., 2007; Marcobal i sur., 2005). Europska
Unija nije zakonski regulirala koli¢inu biogenih amina u vinu, nego je samo dala preporuku,

tzv. ,,Safety threshold values“ (EFSA, 2011).

Sadrzaj biogenih amina proizvedenog u pjenuSavom vinu u velikoj mjeri ovisi o izobilju
prekursora aminokiselina u mlije¢i grozda, jer se u cjelini biogeni amini povecavaju s
povecanjem sadrzaja aminokiselina. Na sadrZzaj aminokiselina moZe utjecati nacin vinifikacije,
sorta vinove loze, zemljopisno podrijetlo i berba (Soufleros i sur., 1998; Moreno-Arribas i sur.,
2000). Dok neki faktori povecavaju sadrzaj prekursora aminokiselina, drugi ¢imbenici utje¢u

na rast i enzimsku aktivnost mikroorganizama koji mogu stvarati biogeni amini.

2.2.2. Nastanak biogenih amina u pjenusavom vinu

Dvije grupe mikroorganizama koje imaju utjecaj na stvaranje razlicitih vrsta biogenih amina su
kvasci i bakterije mlije¢ne kiseline. Uogeno je da je utjecaj kvasaca znatno manji. Cinjenica je
da je prikupljeno puno vise podataka da bakterije mlije¢ne kiseline doprinose nastanku biogenih
amina.

Isto je i u prisutnosti i djelovanju gljivice Botritys cinereae koja uzrokuje promjene u sastavu

grozda.

Alkoholna fermentacija koja se odvija uz sudjelovanje autohtonih kvasaca i komercijalnih
sojeva Saccharomyces cerevisiae ne proizvodi znacajnu koncentraciju biogenih amina.
Dokazano je da kvasci nisu odgovorni za nastanak vecine amina koji se mogu nacéi u
industrijskoj proizvodnji crnih vina. Kvasci mogu utjecati na povecanu koncentraciju biogenih
amina u vinu tijekom spontane i pobudene fermentacije. U 'rose' vinima razli€iti sojevi
Saccharomyces cerevisiae mogu povecati koncentraciju biogenih amina. Utvrdeno je takoder
da inokulirani most daje vina sa vi§im koncentracijama biogenih amina nego §to je to kod
spontane fermentacije provedene pomocu autohtonih kvasaca (Smit i sur., 2008.). Najvise
koncentracije biogenih amina stvorit ¢e kvasci Brettanomyces bruxellensis i Saccharomyces

cerevisiale.

Kroz dugi vremenski period pojava biogenih amina u vinu bila je povezivana uglavnom sa

lo§im higijenskim uvijetima u vinarijama.
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Promatrana je kao mana vinima uzrokovana raznim sojevima bakterija mlije¢ne kiseline koje u
prisutnosti aminokiselina stvaraju biogene amine.To se posebno odnosi na rod Pediococcus,
zastupljen u proizvodnji histamina.

Doslo se do zakljucka da bakterija Oenococcus oeni iako se dovodi u vezu s malolakti¢nom

fermentacijom takoder provodi dekarboksilaciju histidina u histamin (Konig i sur., 2009.).

Brojnim provedenim istrazivanjima potvrdeno je da koncentracija amina nastalih pomocu

bakterija mlije¢ne kiseline ovisi o samom soju bakterije a ne o nekim specificnostima vrste.

Pojavu biogenih amina mozemo bitno smanjiti inokulacijom vina selekcioniranim bakterijama

da se sprijeci spontana malolakti¢na fernentacija.

Poveéani sadrzaj amina ve¢ u samom grozdu moze uzrokovati gljivica Botrytis cinerea. Ako
dospije u kozicu bobice uzrokuje bioticki stres loze i u bobici mijenja zastupljemost
aminokiselina, ugljikohidrata i amina u korist amina, a udio vode se smanjuje (Smit i sur.,
2008.).Ta se pojava koristi u tehnologiji proizvodnje predikatnog vina Tokaj u Madarskoj.
Zdravom grozdu se dodaje dio grozda s plemenitom plijesni i tako se dobije znatno veca
koncentracija biogenih amina nego u normalnom vinu istog kultivara. Metaboli¢ka aktivnost

gljiva pospjesuje nastajanje biogenih amina 1 aktivnost bakterija nepozeljnih u vinu.

2.2.3. Cimbenici koji utje¢u na nastanak biogenih amina u pjenusavom vinu

Postoji moguénost uporabe lizozima zajedno s SO da odgodi ili inhibira rast . Lizozim je enzim
koji moze uzrokovati raspadanje stani¢ne stijenke Gram-pozitivnih bakterija, a pH vrijednost

grozda ili vina mozZe biti visoka za odrZavanje aktivnosti lizozima.

Na zastupljenost aminokiselina u vinu utje¢u metoda vinifikacije, sorta grozda, geografski
polozaj, godina berbe i jos neki drugi ¢imbenici. Poveéanjem sadrzaja aminokiselina raste i

sadrzaj biogenih amina(Kosmerl i sur., 2013).
Amini putrescin 1 spermidin mogu biti prisutni u samom grozdu. Visoka koncentracija

putrescina, spermidina i kadaverina nalazi se u sorti Cabernet sauvignon u perikarpu bobice i

sjemenkama.
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Putrescin je amin uvjetovan vise geografskim polozajem i sortom grozda, nego postupkom
proizvodnje. Na razinu amina u kona¢nom proizvodu jos utjecu vrsta tla, zrelost grozda i

upotreba dusikovih gnojiva (Smit 1 sur.,2008).

Uocene su i razlike u koncentraciji biogenih amina izmedu razli¢itih kultivara. U nekoliko
istrazivanja je utvrdena visa koncentracija biogenih amina kod Pinota crnog u odnosu na druga
crna vina (Soleas i sur.,1999). U razli¢itim berbama ta koncentracija varira zato $to su razlike

u koncentracijama aminokiselina, vrstama bakterija na grozdu i vrstama kvasaca.

Maceracija kao vazan postupak U proizvodnji vina potpomaze ckstakcijubfenola, proteina,
polisaharida i aminokiselina iz bobica grozda. Vecu koli¢inu biogenih amina sadrzi most koji
je duze vrijeme stajao u kontaktu s kozicom bobice. To je jako vazno kod maceracije na nizim
temperaturama. Kod vina koja su duze bila na talogu koncentracija metilamina i putrescina je
veca jer su se proteini hidrolizirali do peptida i potom razgradili do aminokiselina i amina

(KoSmerl i sur., 2013.).

U cijelom tom procesu nastanka biogenih amina bitan je i pH koji utjee na raznovrsnost
bakterija i biolosku aktivnost. Pri viSem pH raznovrsnija je bakterijska mikroflora i dolazi do
povecane produkcije biogenih amina. U procesu alkoholne 1 malolakti¢ne fermentacije dolazi
do promjene udijela biogenih amina u vinu. Alkoholnom fermentacijom se koli¢ina amina

bitno ne povecéava (Konig i sur., 2009.).

Malolakti¢na fermentacija zato znatno povecava koncentaciju biogenih amina 1 zato je iznimno
vazno odmah po zavrSetku malolakti¢ne fermentacije spijeciti djelovanje bakterija mlijecne

kiseline i tako smanjiti nastanak biogenih amina.

2.2.4. Toksi€nost biogenih amina

Toksi€nost biogenih amina dokazana je u alkoholnim pi¢ima, posebice vinu, jer etanol moze
povecati toksi¢ne ucinke izravnim ili neizravnim inhibiranjem enzima odgovornih za
detoksikaciju tih spojeva (Smit i sur., 2008). Ljudski organizam lako podnosi nisku koli¢inu
biogenih amina jer se to u¢inkovito razgraduje enzimima mono i diamino-oksidaze u crijevnom

traktu (Moreno-Arribas i Polo, 2007).
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lako postoje razlike u individualnoj osjetljivosti na opijanje od strane biogenih amina, nekoliko
farmakoloskih reakcija moze se dogoditi nakon prevelikog unosa tih spojeva. Najpoznatije
reakcije su one uzrokovane histaminom. Poznato je da histamin izaziva osip, edem, glavobolje,
hipotenziju, povra¢anje, palpitaciju, proljev i sr¢ane probleme (Landete i sur., 2005). Tiramin i
feniletilamin mogu proizvesti hipertenziju oslobadanjem noradrenalina i norepinefrina,
odnosno vazokonstriktora. Putrescin i kadaverin, iako sami netoksi¢ni, pogorSavaju Stetne
ucinke histamina, tiramina i B-feniletilamina, buduc¢i da utje¢u na enzime koji ih metaboliziraju.
Stovise, putrescin i kadaverin mogu imati negativne u¢inke na aromu vina, dajuéi im okuse

truljenja ili pokvarenog mesa (Moreno-Arribas i Polo, 2009).

Uz toksi¢ni u¢inak neki biogeni amini takoder imaju i druge negativne posljedice, osobito glede
osjetilnih svojstava vina i time ekonomske implikacije. Studija provedena od strane (Rohna i
sur. 2005) pokazala je da visoki sadrzaj histamina u vinu identificira dobro obucene
procjenitelje vina. U toj studiji koja opisuje osjecaj u ustima ("mouthfeel descriptors") koriste
se dva termina kao opis: "iritacija dubokog grla" i "jezi¢ak". Nema posebnoga okusa koji se
moze pripisati histaminu. Putrescin, $to je naj¢es¢i biogeni amin u vinu, moze smanjiti osjetilnu

kvalitetu vina pri koncentraciji od 15-20 mg/L u bijelom i 20-30 mg/L u crvenim vinima .
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

3.1.1. Pjenusavo vino

Postupak proizvodnje osnovnog vina

Pjenusava vina su vina koja sadrze odredenu koli¢inu CO:, §to znaci da se vino u boci nalazi

pod odredenim pritiskom, a jacina pritiska ovisi o tipu vina odnosno o koli¢ini COs.

Osnovno vino proizvedeno je standardnim postupkom, muljanje i runjenje grozda koje je na
mjesto prerade dovezeno u prikolicama u rasutom stanju ili u gajbama za grozde. Presanje se
vrs$i u pneumatskim preSama. U tek ispresan most dodaje se SO: i vinovodima se crpkama

prebacuje u tankove predvidene za talozenje odnosno u ovom slucaju flotiranje.

Kada je proces flotiranja zavrSen, most se preta¢e u inox tankove koji su predvideni za
alkoholnu fermentaciju koja se odvija pri temperaturi od 18 do 20°C koja se potpomaZe sa

selekcioniranim kvascima.

Osnovna vina proizvedena su iz grozda sorti: Grasevina (Welschriesling) - 25%, Pinot bijeli -
25%, Pinot sivi - 25% i Chardonnay - 25%.

Osnovna vina proizvedena su klasi¢énim postupkom, fermentacijom s kvascem Fermol-Bouqget
125, u kontroliranom temperaturnom rezimu 16 — 22 °C. kako je to prikazano na slici br. 6.

Prosjecno trajanje fermentacije bilo je 42 dana.
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Slika 6. shema proizvodnje osnovnog vina



Sekundarna fermentacija (“Champenois metoda’) provedena je u bocama za pjenusce (750
mL), u kojima je baznom vinu dodano 22 gL-1 Seéera. Jedna Sarza proizvedena je pomocéu
imobiliziranih stanica kvasaca prema postupku (Milicevi¢ i sur., 2017), a druga klasi¢nom

metodom. Svaka Sarza imala je 5 boca (paralela).

Analize su provedene nakon 12 mjeseci odlezavanja (Europska komisija propisuje da je
minimalni period odlezavanja za pjenusce 9 mjeseci), nakon degorzacije. Boce su napunjene
samim pjenuscem u svrhu proizvodnje Brut pjenusca (Liqueur d’expédition nije dodan). Za

enoloske analize iz uzorka je mijeSanjem na magnetskoj mijesalici uklonjen COx.

Nakon $to je proizvedeno osnovno vino u ovom istraZivanju provedena je sekundarna
fermentacija u boci u standardnim 750 mL bocama za pjenusava vina s prera¢unatim dodatkom
Secera 22 g/L. Kako bi se u sekundarnoj fermentacija mogla stvoriti potrebna koli¢ina CO:
osnovno vino je inokulirano ¢istom kulturom selekcioniranih slobodnih stanica vinskog kvasca
Lalvin EC 1118. Pa-Vin d.o.0. RH, kod uzorka br. 1 te imobiliziranim stanicama istih

selekcioniranih vinskih kvasca Lalvin EC 1118. kod uzorka br. 2

Kod uzorka br.3 koristeni su kvasci ProElif, — Scott Laboratories sa sjediStem u Kanadi, te
imobilizirane stanice istog kvsca za uzorak br. 4. Boce su zatvorene krunastim zatvaracem i
polozene horizontalno u podrumu Kutjevo d.d. konstantne temperature interval od 13 do 16°C.
Analize su provedene sukladno odredbama (Council Regulation (EC) No. 1493/1999) nakon

dozrijevanja od 12 mjeseci.

U ovom istraZivanju koriSten je postupak imobilizacije kvasaca kalcij-alginatom (Milicevi€ 1
sur., 2017), pri ¢emu je dodano 9 g kalcij alginata u 300 ml vode, sve zajedno se mijeSalo dok

se sav kalcij alginat u potpunosti nije otopio.

Dobivena otopina sadrzi 3% alginata, a zatim je u otopinu Ca-alginata dodano 250 g stanica

selektiranih kvasca (ProElif za jednu Sarzu uzoraka i Lalvin EC 1118, za drugu SarZu uzoraka).

Nakon §to je dobivena otopina uslijedilo je formiranje mikro-kapsula dodavanjem otopine
kalcij alginata i kvasaca u pripremljenu otopinu vode i 0,05M CaCl2. Postupak se provodi uz

pomoc¢ dizne koja izravno kaplje sa visine od 20 cm.
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Kada je kalcij alginat i kvasac odnosno kapljica doSla u kontakt sa otopinom dolazi do
formiranja mikrokapsule koja je u obliku kuglice, a veli¢ine 0,5-2 mm. Kada je proslo 60-120
minuta kuglice sa kalcij alginatom i kvascem potpuno su ocvrsnule i bile spremne za

fermentaciju.

Slika 7. Talog pri klasiénom nacinu fermentacije (izvor: Kutjevo d.d.)

Slika 8. Talog pri fermentaciji s imobiliziranim kvascima (izvor: Kutjevo d.d.)
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3.2. Metode

3.2.1. Fizikalno kemijske metode

Osnovni parametri kakvoce koja je odgovorna za utjecaj fermentacije na kakvocu vina i profil
arome odabrane su kemijske i fizikalno-kemijske analiticke tehnike koje su visoko

kompatibilne s kromatografskim i senzorskim metodama ¢ime se objektivno definira kakvoca.

Enoloska kvaliteta vina odredena je klasicnim metodama prema O.LV. (2001; 2008) i
hrvatskom zakonodavstvu (Zakon o vinu, NN96/03 s izmjenama i dopunama; Pravilnik o vinu

NN 96/96 s izmjenama i dopunama).

Fizikalno-kemijske analize ukljucivale su odredivanje specificne mase, alkohola, ukupnog
ekstrakta, ukupnih $ecera, ukupnih i hlapljivih kiselina, ukupnog i slobodnog SO2, ukupnog
dusika, pepela i tlaka.

U uzorcima pjenusaca odredivani su sljedeci parametri:

+ specifi¢na tezina (20/20 °C) — piknometrijski
 alkohol (% vol.) — piknometrijski na 20 °C

» ukupni ekstrakt (g/L) — uparavanjem u vodenoj kupelji i suSenjem na 105 °C, do

konstantne mase
» ukupni Secer (g/L) — gravimetrijski
 ukupne kiseline (g/L) — titracijom s 0,1 mol/L (NaOH) uz fenolftalein kao indikator
* pepeo (g/L) — spaljivanjem i mineralizacijom, pri 525 + 25 °C
« slobodni SOz (mg/L) — titrimetrijskom metodom po OIV —u
» ukupni SO: (mg/L) — titrimetrijskom metodom po OIV —u
* ukupni dusik (mg/L)

« hlapljiva kiselina (g/L
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3.2.2. HPLC metoda analize

Sadrzaj biogenih amina u vinu odreden je metodom prema Paris Soleas i sur. (1999), pomocu
teku¢inskog kromatografa HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka), s
autosamplerom i UV/VIS detektorom s promjenjivim valnim duzinama i fluorescentnim

detektorom.

Separacija je provedena nakon derivatizacije s danzil kloridom (DNSCL), na koloni za
kromatografiju obrnutih faza Zorbax Eclipse XDB C8 (150 mm X 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5

um) s predkolonom Meta Guard Inertsil C18.

Standard za biogene amine je proizveden u Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka, a DNSCL za
flourescentni detektor u Merck, Darmstadt, Njemacka. Statisti¢ka analiza provedena je pomocu

Statistica® softwarea, uz primjenu t-testa s pouzdanoséu 95%.
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4. REZULTATI

Tablica 2. Rezultati fizikalno kemijske analize

Parametar kakvoce uzorak 1 uzorak 2* uzorak 3 uzorak 4*
Specifi¢na teZina

(20/20 °C) (g/mL) 0.9917 £0.15| 0.9915 + 0.35] 0.9940+ 0.25| 0.9935 +0.25
Alkohol (%vol.) 13.25+£0.15 13.35+£0.25 12.90+0.20 12.95+0.30
Ukupni ekstrakt (g/L) 19.65+0.05 19.55+0.25 22.60 +0.42] 22.55+0.30
Ukupni Secer (g/L) 270+0.100 2.65+0.30 3.45+035 3.35+0.35
Ukupne kiseline (g/L) 525+0.08 5.15+0.35 6.00+0.35 5.*95+0.40
Pepeo (g/L) 1.65+0.100 1.75+0.18 2.00+0.400 1.95+0.25
Slobodni SO2(mg/L) 6.25+0.18f 635+0.25 585+0.18 590+0.10
Ukupni SO2 (mg/L) 115.55+0.20] 116.40 +0.20] 115.00 +0.10] 115.33 £ 0.18
Ukupni dusik (mg/L) 250.50 + 0.20] 250.00 = 0.10] 225.00 + 0.10| 220.50 = 0.10)
Tlak (bar) 5,00 5,05 5,15 5,10

*- svi rezultati su prosjecna vrijednost ¢etiri mjerenja

Uzorak 1 (klasi¢na metoda) - klasi¢na metoda sekundarne fermentacije

Uzorak 2 (imobilizirani kvasci) - imobilizirane stanice Ca-alginate

Uzorak 3 (klasi¢na metoda) - klasi¢na metoda sekundarne fermentacije

Uzorak 4 (imobilizirani kvasci) - imobilizirane stanice Ca-alginate
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Tablica 3. HPLC analiza biogenih amina

Biogeni amini

uzorak 1 uzorak 2* uzorak 3 |uzorak 4*
(mg/L)
putrescin 042+020, 042+0.18 0.48+0.03 0.49+0.04
kadaverin 0.25+0.10f 0.24+£0.05| 0.48+0.05 0.50+0.05
p-feniletilamin 0.37+0.15 0.33+£0.15 1.50+0.18 1.40+£0.18
spermidin 0.18+0.11| 0.15+£0.09| 0.25+0.09 0.21 +£0.09
triptamin 1.69+0.10 1.63+£0.12) 1.89+0.17 1.74+0.17
serotonin 0.18+0.05| 0.15+0.04| 0.16+0.05 0.13+£0.05
tiramin 0.19+0.01 0.18+0.01| 0.25+0.02 0.20+0.02
histmin 221+0.100 225+0.10f 2.49+0.05 2.28 £0.05
X biogeni amini 5.49 5.35 7.50 6.95

*-svi rezultati su projecna vrijednost Cetiti mjerenja
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5. RASPRAVA

5.1. Utjecaj fermentacije s imobiliziranim stanicama kvasca na fizikalno-kemijske osobine
pjenusavog vina

Tablica br. 2. prikazuje rezultate fizikalno-kemijske analize pjenusavih vina. Analiza se sastoji
od dva tretmana, odnosno cetiri uzorka, a od toga su dva pjenusca koji su proizvedeni klasi¢nim
postupkom sekundarne fermentacije i dva koji su proizvedeni s imobiliziranim kvascima.

Imobilizacija je provedena Ca-alginatom .

Primjena imobiliziranih kvasaca relativno je nova tehnologija u proizvodnji pjenusavih vina. U
usporedbi s tradicionalnom “Champenoise metodom* ima nekoliko prednosti u pogledu cijene

i kontrole fermentacije.

Dobiveni rezultati za specificnu tezinu nemaju veliko odstupanje s obzirom na metodu
sekundarne fermentacije (0,9917 g/mL klasi¢cnom metodom 0,9915 g/mL imobiliziranim
kvascima),ali je znacajna razlika kod druge vrste kvasca gdje su rezultati veci 1 iznose (0,9940
g/mL klasiénom metodom i takoder niza vrijednost 0,9935 g/mL kod upotrebe imobiliziranih

stanica kvasca).

Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju (Tablica 2) pokazuju da je vino proizvedeno pomocu
imobiliziranih stanica kvasca imalo blago poviseni udio alkohola (13,35 % u odnosu na 13,25
% kod klasi¢nog postupka za kvasac Lalvin EC 1118, kao i 12,95% u odnosu na 12,90% za
kvasac ProElif). Koli¢ina alkohola u oba slucaja u skladu je s hrvatskim zakonodavstvom

(Pravilnik o vinu, NN 96/96).

StatistiCki znacajna razlika uocena je u sadrzaju ukupnog ekstrakta 19,55 g/LL za kvasac Lalvin
EC 1118 te 22,55 za kvasac ProElif ako se koristi imobilizirani kvasac kao i nesto vise
vrijednosti , 19,65 odnosno 22,60 koristenjem klasicne metode koji je znacajno nizi kod

postupka s imobiliziranim kvascima.

Kod pjenusca proizvedenog klasi¢nim postupkom udio ukupnog ekstrakta bio je unutar

preporucenog raspona.
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Ukupni ekstrakt odgovara karakteristikama kvalitetnih vina dobivenih iz odabranih sorti grozda

proizvedenog klasi¢nim postupkom .

Ukupni Seceri su za obije vrste kvasaca nesto visi kod uzoraka u kojima je provedena klasicna
metoda sekundarne fermentacije (2,70 g/L odnosno 3,45 g/L ) od onih koncentracija Secera koji

su nastali pri uporabi imobiliziranih kvasaca (2,65 g/L odnosno 3,35 g/L ).

U uzorcima koji su proizvedeni imobiliziranim kvascima statisticki je znacajana razlika u
udijelu ukupnih kiselina (5,15 g/L odnosno 5,95 g/LL ) koje su nize nego kod uzoraka
proizvedenim klasicnom metodom (5,25 g/L odnosno 6,00 g/L ) §to je u skladu s rezultatima

istrazivanja Delfini i sur. (2001).

Za koncentraciju pepela smo dobili rezultat u slu¢aju Lalvin EC 1118 imobiliziranog kvasca
visi (1,75 g/L) dok je kod drugog imobiliziranog kvasca tj. ProElif bio nizi (1,95 g/L ) prema

vrijednostima kod klasi¢ne metode.

Slobodni SO> je visi u uzorcima proizvedenim imobiliziranim kvascima (6,35 mg/L i 5,90

mg/L) nego u uzorcima proizvedenim klasicnom metodom (6,25 mg/L i 5,85 mg/L).

Ukupni SO2 je neznatno visi u uzorcima proizvedenim imobiliziranim kvascima (116,40 mg/L
1 115,33 mg/L).Dobivene vrijednosti klasichom metodom su (115,55 mg/L 1 115,00 mg/L)

nesto malo nize.

Koncentracija ukupnog dusika visa je u uzorcima dobivenih klasicnom metodom (250,50 mg/L
1225,00 mg/L) od onih koje smo dobili metodom koriste¢i imobilizirane kvasce (250,00 mg/L
i 220,50 mg/L).

Rezultat mjerenja dobiven za tlak u barima kod imobiliziranog kvasca Lalvin EC1118 je nesto
visi (5,05 bara) dok je za ProElif vrstu imobiliziranog kvasca neSto nizi (5,10 bara) ako se

usporedi s vrijednostima dobivenim klasi¢nom metodom (5,00 bara odnosno 5,15 bara ).
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5.2. Utjecaj fermentacije s imobiliziranim stanicama kvasca na prisutnost biogenih amina u
pjenusavom vinu

U tablici br 3. prikazani su podaci prisutnosti biogenih amina u pjenusavim vinima. HPLC
(metoda tekuée kromatografije visoke djelotvonosti) je metoda koja je koriStena za dobivanje
prikazanih rezultata koji potvrduju da je metoda sekundarne fermentacije utjecala na sadrzaj

biogenih amina u pjenusavim vinima.

U pjenuscima proizvedenim s imobiliziranim stanicama kvasca koli¢ina biogenih amina je 5,35
mg/L odnosno 6,95mg/L dok je u klasi¢no proizvedenim uzorcima taj sadrzaj bio 5,49

mg/L,odnosno 7,50mg/L .

Najzastupljeniji biogeni amin u uzorcima bio je histamin sa 2,25 mg/L odnosno 2,28 mg/L u
uzorcimas imobiliziranim kvascima. U uzorcima klasi¢ne metode iznosio je 2,2 1mg/L odnosno
2,49mg/L , zato Sto na produkciju histamina utjece ¢itavi niz enoloskih faktora — od pripreme
sirovine do kraja postupka fermentacije (Halasz i sur., 1994, Bauza i sur., 1995, Gerbaux i
Monamy, 2000., Landete i sur., 2005.). Nakon njega slijedi tripamin (1,66 i 1,81 mg/L), kao u

istrazivanju (Gloria i sur. 1998).

Kako je prikazano u Tablici 3, koncentracija putrescina bila je relativno niska u svim uzorcima
(0,42 mg/L 1 0,48mg/L), zato Sto je fermentacija provedena komercijalnom c¢istom kulturom

(Gerbaux i Monamy, 2000). Sli¢an trend pokazali su i ostali analizirani biogeni amini.

Nacin fermentacije imao je ociti utjecaj na koncentraciju putrescina, kadaverina i B-
feniletilamina, pri ¢emu je znacajno niZi udio navedenih spojeva utvrden kod uzoraka

proizvedenih tehnologijom imobiliziranih stanica kvasca.

Kadaverin je prisutan u koncentraciji (0,25 mg/L) u uzorku broj 1 te (0,48 mg/L) u uzorku broj
3 u kojima je sekundarna fermentacija provedena klasi¢cnom metodom . U uzorcima 2 i 4 koji

su dobiveni u prisutnosti imobiliziranih kvasaca, vrijednosi su (0,24 mg/L) te (0,50 mg/L).
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B-feniletilamin pokazuje vece rezultate ako se koristi kvasac ProElif (1,50 mg/L) za klasi¢nu
metodu sekundarne fermentacije i (1,40 mg/L) ako se koristi imobilizirani kvasac. Za kvasac
Lalvin EC 1118 vrijednosti su (0,37 mg/L) u klasi¢noj metodi sekundarne fermentacije te (0,33

mg/L) u metodi sa imobiliziranim kvascem.

Spermidin je izmjeren u nizim vrijednostima (0,15mg/L 1 0,21mg/L) u metodi s imobiliziranim

kvascima,dok su u klasi¢noj metodi izmjerene vrijednosti od (0,18mg/L i 0,25mg/L).

Triptamin je nizi ako se u postupku poizvodnje koriste imobilizirani kvasci (1,63mg/L i

1,74mg/L) .Vrijednosti dobivene klasi¢cnom metodom su (1,69mg/L i 1,89mg/L) triptamina.

Isti trend pokazuju i dobivene vrijednosti za serotonin i tiramin. I jedan i drugi analit imaju nizu
vrijednost kod postupka sekundarne fermentacije provedene imobiliziranim stanicama kvasca
(serotonin 0,15mg/L i 0,13mg/L, tramin 0,18mg/L i 0,20mg/L).U klasi¢noj metodi sekundarne
fermentacije analizom smo dobili vrijednosti (serotonin 0,18 mg/L i 0,16 mg/L,tiramin 0,19
mg/L i 0,25 mg/L).
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju pokazuju da nacin provedbe fermentacije utjece na
najzastupljenije biogene amine u vinu: histamin, putrescin, kadaverin, s-feniletilamin i
tiramin.

Primjenom imobiliziranih stanica kvasca u sekundarnoj fermentaciji pjenusavih vina znacajno
se smanjuje udio navedenih spojeva u pjenusavim vinima.

Osim toga, nije potrebno okretanje boca tijekom sekundarne fermentacije, Sto znacajno
olaksava njenu provedbu.

Iz svega navedenoga moze se zakljuciti da je fermentacija s imobiliziranim kvascima

obecavajuci pristup proizvodnji pjenusavih vina.
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8. SAZETAK

Novi trendovi na podrucju sigurnosti hrane povecali su fokus na elemente i spojeve u tragovima
koji mogu utjecati na ljudsko zdravlje, u koje se ubrajaju i biogeni amini. Biogeni amini su
bioloski aktivni dusi¢ni spojevi male molekulske mase. U vinu mogu nastati iz prekursora,
djelovanjem mikroorganizama u bilo kojoj fazi proizvodnje. Cilj ovoga rada bio je ispitati
utjecaj fermentacije imobiliziranim kvascima na sadrzaj biogenih amina u pjenuscu.
Kvantitativno odredivanje provedeno je pomo¢u RP-HPLC (Reversed Phase High Performance
Liquid Chromatography) te je utvrdeno da je pjenusSac proizveden pomocu imobiliziranih

kvasaca sadrzavao nizi udio biogenih amina.

Iz rezultata ovog istrazivanja vidljivo je da je fermentacija imobiliziranim stanicama kvasca

znacajno utjece na formiranje biogenih amina.

Klju¢ne rijeci: biogeni amini, imobilizirani kvasci, pjenusac
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9. SUMMARY

Recent trends in food safety are promoting an increasing search for trace compounds that can
affect human health, biogenic amines belong to this group of substances. Biogenic amines are
basic nitrogenous low molecular weight compounds with biological activity. Biogenic amines
in the wine can be formed from their precursors by various microorganisms present in the wine,
at any stage of production. The aim of the present work was to investigate the changes of the
content of biogenic amines in sparkling wines produced by fermentation method with
immobilized yeast cells. Biogenic amines were quantified using a reversedphase high

performance liquid chromatography (HPLC).

From the results obtained in this study, it can be concluded that immobilized yeast cells
technology can influence the formation of biogenic amines.

Key words: biogenic amines, immobilized yeast cells, sparkling wine
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