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Sazetak (Hrvatski)

Ovaj pregledni rad istrazuje ulogu prirodnih i komercijalnih enzimskih preparata u
modernoj enoloskoj praksi, s posebnim naglaskom na detaljnu analizu prednosti njihove
primjene te na osvrt na novu generaciju biokatalizatora. Kroz analizu svih faza
proizvodnje — od muljanja i maceracije do stabilizacije i filtracije — rad prikazuje
djelovanje specifi¢nih enzimskih skupina (pektoliticki enzimi, glukanaze, glukozidaze).
Glavne prednosti primjene ogledaju se u zna¢ajnom povecanju prinosa samotoka,
ubrzanom bistrenju mosta, optimizaciji ekstrakcije polifenola 1 stabilizaciji boje kod crnih
vina, kao 1 intenziviranju sortnih aroma. Posebna pozornost posvecena je novoj generaciji
biokatalizatora, ukljuc¢ujuci visoko procis¢ene preparate bez nezeljenih sporednih
aktivnosti (poput cinamil-esteraze), imobilizirane enzime i biokatalizatore dobivene
preciznom fermentacijom. Ovi napredni sustavi donose superiornu selektivnost, vecu
stabilnost u zahtjevnim uvjetima mikrovinifikacije te omogucuju smanjenje upotrebe
sumporovog dioksida i agresivnih mehanickih tretmana, ¢ime se izravno unapreduje
ekoloska i ekonomska odrzivost proizvodnje uz ouvanje autenti¢nosti vina.

Kljuéne rije€i: enzimi, vinarstvo, analiza prednosti, nova generacija biokatalizatora,
maceracija, stabilizacija vina.

Abstract (English)

This review paper investigates the role of endogenous and commercial enzyme
preparations in modern winemaking, with a specific emphasis on a comprehensive benefit
analysis and a review of new-generation biocatalysts. By examining all production
stages—from crushing and maceration to stabilization and filtration—the study details the
mechanisms of specific enzyme classes (proteinases/pectinases, glucanases,
glucosidases). The primary advantages of their application include significant increases in
free-run juice yield, accelerated must clarification, optimized polyphenol extraction,
colour stabilization, and enhanced varietal aroma release. Special attention is dedicated to
new-generation biocatalysts, such as highly purified preparations free of undesirable side-
activities (e.g., cinnamyl esterase), immobilized enzymes, and biocatalysts derived from
precision fermentation. These advanced systems offer superior selectivity and higher
stability under demanding microvinification conditions. Furthermore, they allow for a
reduction in sulphur dioxide usage and minimize aggressive mechanical treatments,
directly improving the environmental and economic sustainability of production while
preserving the wine's authenticity.

Keywords: enzymes, winemaking, benefit analysis, new-generation biocatalysts,
maceration, and wine stabilization.
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1. Uvod
* Povijesni i razvojni pregled upotrebe enzima u vinarstvu

Vino se rada u vinogradu. Prirodna opstojnost ciklusa zZivota loze zavrSava radanjem
ploda, u kojem su koncentrirane energija sunca, voda kao medij bivanja i biogeni elementi
koji osiguravaju rast gradbene strukture biljke. U bobicama, koje su ¢udo biokemijske
slozenosti, obitava izvor ponovne odrzivosti loze, sjemenke Sto Cuvaju zacetak novih
ciklusa postojanja. No u njima se krije i bogatstvo slasti i opojnosti koje ¢ovjek pretvara u
vino, uzitnu hranu za tijelo i dusu.

Priprava vina je povijesno umijece, ali i znanost koja se razvijala tisu¢ama godina, pocevsi
od prakti¢nih pristupa (odrzavanje vinograda, nacina branja, tehnika maceracije, vrenja i
td.) razvijenih sa svrhom i namjenom ubiranja grozda s trsja i pretvaranjem tog ploda u
konacnici u vino. Noviji pristup vinovoj lozi (Vitis vinifera) i vinu poprimio je visestruku
diversifikaciju i danas se temeljno dijeli na vinogradarstvo (znanost o vinovoj lozi i
razvoju grozda) i enologiju (znanost o vinu i vinarstvu). Dodatno, fundamentalna
molekularna i geneti¢ka znanja i znanja o fiziologiji bilja, kao i znanja o organizmima
povezanim s nastankom vina (kvasci, bakterije) osiguravaju i omogucuju Vinarskoj
industriji stalno unapredivanje. Napredak je omogucen i zbog toga §to vinarstvo danas
drzi korak i s interdisciplinarnim znanstvenim razvojem (biokemijom, molekularnom
biologijom, prehrambenom tehnologijom, medicinom, ekologijom i dr.), ukljuéivo i
razumijevanjem uloge enzima, prirodnih biokatalizatora u biokemijskim procesima.
Tehnoloske inovacije u industriji vina prvenstveno su usmjerene u povecanje efikasnosti
razli¢itih tehnoloskih procesa, ali i povecanje kvalitete vina.

Vino je proizvod Kkoji nastaje kao rezultat djelovanja biokemijskih transformacija spojeva
prisutnih u grozdu 1 moStu u procesu kontrolirane alkoholne fermentacije. Kvasci
pretvaraju Secere u etanol i druge metabolite kao i u hlapljive i nehalapljive spojeve koje
znatno utjecu na osjetilnu percepciju vina (boju, osjetilni dojam, okusne i mirisne
znacajke), ali 1 u spojeve koji imaju pozitivno djelovanje na ljudsko zdravlje.
Tradicionalno, fermentacija se odvija pod djelovanjem uzgojenih i selektiranih, ali i na
grozdu prirodno prisutnih kvasaca. Bitne, tijekom fermentacije nastale promjene sastava i
znacajki vina, su posljedica djelovanja i enzima formiranih tijekom razvoja grozda i
enzima koje kvasci produciraju.

Napredak u biotehnologiji promijenio je i razumijevanje funkcije enzima u pojedinim
fazama procesa vinifikacije, ali doveo i do koristenja komercijalnih enzimskih preparata.
Komercijalni enzimi djeluju kao i prirodni na grozdu i u kvascima nastali enzimi, ali s
ve¢om efikasnos¢u i poboljsanom selektivnoséu i veéom stabilnosti pri vinifikaciji.
Enzimi, u wulozi ubrzivaca biokemijskih procesa, doprinose mnogim korisnim
poboljsanjima, prvenstveno: povecanju prinosa mosta, lakSem ocjedivanju samotoka,
poboljsavaju osjetilni dojam i boju vina, skra¢uju maceraciju, ubrzavaju bistrenje i
talozenje, ubrzavaju stabilizaciju, a skracuju i vrijeme i troskove filtracije.



Primjena topljivih enzima koji se direktno dodaju u most 1 vino ima i svoja ogranicenja,
prvenstveno promjenljivu stabilnost i nemoguénost ponovne, visekratne uporabe.

U novija vremena postignut je veliki napredak u otklanjanju nedostataka koje nastaju pri
primjeni direktno topljivih enzima. Razvijene su nove tehnike i mehanizmi koje ukljucuju
imobilizaciju i koimobilizaciju enzima. Imobilizirani enzimi u ulozi procesnih
biokatalizatora imaju prakti¢ne za vinarstvo vrlo relevantne prednosti: produkciju vina u
kojem nema zaostalih enzima—proteina, ponovljivu upotrebu enzima i primjenu u
kontinuiranim procesima. To se naro¢ito Koristi pri masivnoj produkciji vina.

*Svrhai ciljevi rada

Ovaj pregledni rad (Review article) ima za cilj sustavno prikazati ulogu enzima kroz sve
faze vinifikacije, valorizirati prednosti njihove primjene te istraziti potencijal naprednih
biotehnoloskih rjesenja (proc¢iséenih, imobiliziranih genetski optimiziranih enzimskih
kompleksa) koja obecavaju revoluciju u prilagodbi klimatski uvjetovanih promjena u
vinogradarstvu i U odrzivosti i unapredenju modernog vinarstva.



2. Pocetak priprave vina - bobica grozda i njeni strukturni i gradbeni elementi

Ubrano grozde je pocetak svakog procesa priprave vina te je stoga znanje 0 njegovoj
prirodi kao izvoriSnog materijala krucijalni faktor za svaki proces priprave vina i u
konacnici za kvalitetu vina. Bobice grozda su organ biljke vinove loze u kojem je
koncentrirano sve ono dobro sto omogucuje pretvaranje ploda u vino.

Za gradu bobice grozda se moze re¢i da ju tvore tri dominantne vrste tkiva: koZica, pulpa i
sjemenke, Prikaz 2.1. Prikaz opisuje: strukturu tkiva bobice, ulogu stani¢nih stijenki i
dominantne sastojke tkiva bobice. Sa stanovista uspjesne vinifikacije nuzno je razumjeti
Sto se u bobici krije, ali i §to to stiti cjelovitost stani¢nih struktura bobice, kakav je sastav
stjenke razlicitih kultivara, i $to se dogada kada se narusi integritet stani¢ne strukture.

2.1. Kozica bobice (egzokarp) grozda, u ukupnoj masi bobice sudjeluje s 5 do 10 % iima
ulogu hidrofobne barijere koja Stiti grozde od: fizickih i klimatskih ozljeda, dehidracije,
gljiviénih infekcija 1 UV zracenja. Kozicu bobice tvore tri superponirana, ¢vrsto povezana
sloja. Prvi, vanjski sloj — kutikula sadrzi kutin koji je prekriven hidrofobnim voskom.
Medusloj—epiderma, sadrzi jedan sloj ili dvosloj plocastih, tangencijalno izduzenih
stanica. Unutarnji sloj kozice — hipoderma, je sloj koji je najblizi pulpi—mezokarpu i
tvore ga viSe stani¢nih slojeva. Stanice blize epidermi su pravokutnog oblika, a one blize
pulpi su poligonalne.

Kutikula se sastoji od vostanog pokrova (lipida) utisnutog ili poloZzenog na kutinsku
matricu kozice. Kutin je netopljivi polisaharid, polimer N-acetil-D-glukozamina, otporan
na mehanicko i toplinsko djelovanje. Bobicu grozda vostani sloj stiti od vanjskih utjecaja,
biotickih 1 abioti¢kih. Prilikom muljanja u masulju (komini) se na povrSinu kutinskog
sloja (hidrofobnog) koZzice veze zrak, a to onda ima za posljedicu nastajanja plivajuceg
sloja, flotaciju masulja. Taj plutajuéi sloj, prisutan je tijekom procesa fermentacije mosta
na masulju, posebice pri vinifikaciji crvenog vina. Prisutnost flotacijskog sloja zahtijeva
primjenu neke od tehnologija potapanja u svrhu efikasnije maceracije cjelokupne mase
masulja, a ujedno i u svrhu smanjenja oksidacije i kvarenja.

Medu inim kutin onemogucuje €gzogenim enzimima razgradnju i penetraciju u unutarnja
tkiva bobice. No, to se mijenja nakon mehanicke razgradnje (muljanja) strukture bobice.

Broj stani¢nih slojeva kozice, veli¢ina tih stanica i sastav stani¢nih Stijenki variraju od
kultivara do kultivara. Poznato je da se stjenke stanica epiderme i hipoderme sastoje od
30% neutralnih  polisaharida  (celuloze, ksiloglukana, arabinana, galaktana,
ksilanandmanana) tezinski, a jo§ oko 20 % tvore kisele pektinske komponente (62 % njih
su metilesteri). Relativno novija istrazivanja su iterativnim izracunima dosla do preciznijih
procjena udjela i vrsta polisaharida prisutnih u kozici bobica. 1z tih saznanja proizlazi da
se polisaharidi sastoje od 57 do 62 mol % homogalakturona (HG), 6 do 14 mol %
celuloze, 10 do 11mol% ksiloglukana, 7 mol % arabinana, 4,5 do 5 mol %
ramanogalaktana-RG-I, 35 do 4mol% ramanogalaktana-RG-II, 3 mol %
arabinogalaktana i 0,5 do 1 % manana. U ovom sloju se tijekom dozrijevanja akumuliraju
1 fenolni spojevi. Ti spojevi u procesu maceracije bivaju otpusteni u most i pozitivno
doprinose kvaliteti vina i njenim osjetilnim znac¢ajkama, boji i aromi.

10



2.2. Pulpa (meso, mezokarp/endokarp) je dominantno tkivo za pohranu Secera (glukoze —
grozdanog Secera i fruktoze — voénog Secera) i organskih kiselina (vinske, jabucne, ...).
Stani¢ne stjenke tkiva pulpe su izgradene prvenstveno iz celuloze (dugolancanih
polisaharida, glikozidi¢ki povezanih molekula glukoze), pektina (strukturnih biljnih
heterogenih polisaharida, pretezito polimera galakturonske kiseline) i proteina
(makromolekula, polimera aminokiselina). Pektini su vezani na celulozu, koja biljci daje
¢vrstocu, a oni joj daju fluidnost i elasti¢nost. Stjenke stanica pulpe sadrze vise fruktoze,
ramanoze 1 ksiloze, ali manje arabinoze, galaktoze, manoze i glukoze nego Sto ih sadrze
hemicelulozom bogate stani¢ne Stjenke koZice bobice. Stanice i tkivo pulpe se znacajno
povecavaju tijekom i nakon Sare, gledano volumno. Istovremeno se povecavaju i stanice
kozice, ali se kod njih povecava plostina, omjer povrSine stanica prema volumenu raste.

Unutar pulpe rastu i sjemenke ¢iju opnu tvore vrlo tvrde i netopljive lignificirane i
kristalizirane stanice (skleroidi). Sjemenke sadrze visoke koncentracije fenolnih spojeva,
tanina i flavan-3-ola. Vecina tih fenola i tanina su vrlo opori i gorki pa njihova ekstrakcija
u most i vino nije pozeljna

[ Seceri: 25 %
organske Kis.: 35 %
arome: >80 %
fenoli: 20-30 %
K*:30-40%]

- Celuloza, hemiceluloza,
pektini, polisaharidi

Petelicica

Mesokarp - S__pojev_i koji daju boju, aromu
i tijelo vinu
- Hidrofobni lipidi i - zbijene i gusto pakirane
kutin stanice
- zaftita od patogena Pulpa [ - otpornost na razaradniu
- regulacija gubitka
vode
- zastita od enzima
razgradnje tijekom Endokarp - Celuloza, pektini, proteini
vinifikaciie - Elasti¢ne stanice s
vakuolama za pohranu Secera

- Vanjski sloj shuzi, - Monosaharidi, kiseline

oko sjemnke, - Stanice podlozne razgradnji
smanjuje ekstrakciju
tanina Sederi:
- Lignificirane (skleroidi) i kristalizirane g:eacs;teslgi;@ 35 %
stanice (opna sjemenke) [ Seceri: 25 % argme. <20 % ’
- Tanini, flavan-3-oli oraanske Kis.: 30 %] fenoli: 5-10 %
- visi fenoli (doprinos goréini) K+ 26_30 %]
- hormoni [fenoli: 60- 65 % ’

K*: 20-30 % ]

Prikaz 2.1. Struktura tkiva bobice, uloga stani¢nih stijenki i dominantni sastojci bobice

grozda.
Preuzeto iz: Noronha H. (2010) i Yu Gao et al. (2019).

2.3. Struktura stijenke stanica bobica

Otkljucavanje matrice strukture stanica grozdane bobice (razgradnja stani¢nih struktura
kozice i pulpe), maceracije njenih sastojaka (izvlacenje otpustenih i otopljenih stani¢nih
sastojina) te fermentacija tih sastojaka u vino nuzni su preduvjet zacetka vinifikacije.

Ti procesi imaju za cilj posti¢i dostupnost kemijskim i biokemijskim sastojcima bobice.
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Stanice tkiva bobice su zasti¢ene stani¢nim stijenkama i membranama pretezito polimerne
prirode (pektini, strukturni proteini, polifenoli—tanini), a unutrasnjost stanica sadrzi
metabolite: Secere, kiseline, hlapljive spojeve, pigmente i dr.

Razgradnja stani¢ne stijenke i omogucavanje dostupa unutar stani¢nim sastojcima ubrzava
se dodavanjem enzimskih preparata prirodnog (pretezito kvascevog i gljivi¢nog)
neskodljivog porijekla. Enzimi pospjesuju: razgradnju strukture bobica, povecavaju
volumen mosta, maceraciju (ekstrakciju pigmenta i metabolita), bistrenje i1 talozenje
(smanjivanje viskoznosti mosta), povecavaju aromati¢nosti, dozrijevanje vina,
stabilizaciju i filtrabilnost. Klju¢ni izazov u optimalnom izboru pogodnih enzima koji ¢e
ciljano, korisno i efikasno djelovati, za sada, nema apsolutno stru¢no pa donekle i
iskustveno uporiSte prvenstveno zbog nedostatnog znanstveno utemeljenog znanja o
sastavu 1 strukturi stani¢ne stijenke tkiva bobice, ali i 0 mehanizmima djelovanja enzima
pri varijabilnim uvjetima c¢estim u vinarstvu. No, enzimi zasigurno imaju ulogu
poboljsanja i ubrzanja niza vinifikacijskih procesa.

Proucavanje strukture stani¢nih stijenki je izazov iz mnogih razloga. Jedan od znacajnijih
faktora sloZenosti proistjece iz ¢injenice da su strukture stani¢nih stijenki kompoziti viseg
reda, kojeg tvore raznovrsni polimeri (npr. polisaharidi, glukoproteini, polifenolni
polimeri). Sastav stijenke stanica bobica varira ovisno o: sortama loze, fazama rasta loze
(razlicitost sastava bobica u vegetativnoj i generativnoj fazi), vrsti tkiva i wvrsti
pojedina¢nih stanica (epidermalne, hipodermalne, mezokarpne, endokarpne i stanice
sjemenke).

Celuloza, hemiceluloza, ksiloglukani, glukani, strukturni proteini i pektini su temeljni
polimeri koji tvore strukturu stanic¢ne stijenke.

Celuloza je strukturni polisaharid ¢iju osnovu ¢ine glikozidnom vezom medusobno
povezane monomerne molekule glukoze. Osnovna struktura celuloze se sastoji od ravnih
lanaca, koji medusobno mogu biti povezani vodikovim vezama, a viSe tako medusobno
povezanih lanaca grade celulozna mikrovlakna. Celuloza je glavna strukturna komponenta
stani¢nih stijenki biljaka, Prikaz 2.2. Osim celuloze u strukturne gradbene komponente
biljnih stani¢nih stijenki pripadaju i hemiceluloza, strukturni proteini (ekstenzin) i lignin
(neugljikohidratna makrobiomolekula, fenolne prirode, polimer fenilpropanoida)
Hemiceluloza je polisaharid ¢iju polimernu osnovu tvori viSe razli¢itih Secera (osim
glukoze dominiraju D-pentozni Seceri, pretezito ksiloza i arabinoze). Hemiceluloza se
sastoji od krac¢ih lanaca Sec¢ernih monomera (ksiloglukana, glukana i ksilana) u odnosu na
celulozu, a strukturno se razlikuju i po tome §to je hemiceluloza razgranati polimer, a
celuloza nerazgranati. Hemiceluloze su podloznije hidrolizi i imaju nesto vecu topljivost.
Ksiloglukani su polimeri ¢iji se osnovni lanac sastoji od B-(1—4) vezom povezanih
molekula glukoze i bo¢nih grana koje su po sastavu D-ksilozni lanci. Glukani su polimeri
koji sadrze B-piranoze. Ksilani su polisaharidi izgradeni od p3-1,4-vezan ksiloza (pentozni
Seceri) s postrani¢nim granama a-arabinofuranoze i/ili a-glukoronskih kiselina. Ksilani se
dodatno kategoriziraju u; (i) glukoronoksilane, (ii) arabinoksilane i (iii)
glukoronoarabinoksilane. Arabinogalaktani su polimeri izgradeni od monosaharida
arabinoze i galaktoze.
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Strukturni proteini su makromolekule ¢ija su osnova aminokiseline, a najznacajniji
strukturni protein je ekstenzin koji je po sastavu glikoprotein bogat hidroksiprolinom.
Pektini su polisaharidi galakturonske kiseline. Pektin je polisaharid stani¢ne stijenke koji
omogucuje produzenje stani¢ne stijenke i rast biljaka.

Prikaz 2.2. Celuloza — uloga u gradi bilja, strukturna uloga od makro do mikro motriSta
I obrnuto: pozicija u biljnoj stanici, umrezena mikrovlakana stani¢ne stijenke, struktura
mikrovlakana, kristalinicne forme celuloze, polimerna struktura celuloze (molekule
glukoze i celobioze).

Preuzeto iz: Quiroz-Castaneda i Folch-Mallool (2013).

Za sada postoje dileme o efikasnosti i primjenjivosti razli¢itih strukturalnih modela
biljnih, stani¢nih stijenki. Ipak bar nacelni uvid u strukturne modele pomaze da se objasne
uloge pojedinih strukturnih polimera i mehanizmi dinamickih promjena koje se s njima
dogadaju tijekom razvoja grozda, ali i promjene izazvane djelovanjem vanjskih faktora.
Alternativni modeli strukture stani¢ne stijenke, prostorno locirane izmedu srediS$njih
medustani¢nih lamela i stanicne plazma membrane, na vise naéina opisuju i tumace
moguce strukturne uloge i odnose gradbenih polimera, Prikaz 2.3. Razli¢itost modela
povlac¢i za sobom 1 razlike u pristupu tumacenja koji je od tih modela primjereniji za
razumijevanje strukture i mehanizama koji se u stjenici odvijaju, ali posljedi¢no i koji je
pristup razgradnji stijenke potencijalno najkorisniji. Svaki od tih modela opisuje ulogu
temeljnih gradbenih polimera, njihov medusobni prostorni odnos i nacin njihovog
povezivanja;

(&) matrica polimera: skup strukturnih elemenata (u uskladenom djelovanju) koji su
medusobno povezani kovalentnim vezama. Dodatno je celuloza vodikovim vezama
povezana s glukanima,

(b) mreza spojnica: pojedina¢ni ksilogluganski lanac premoscéuje prostor medu celuloznim
mikrovlaknima (isprepleteni celulozni lanci medusobno povezani vodikovim vezama) i
spaja ih. Pektinski polisaharidi i strukturni protein nisu prikazani, ali i oni su tu i
popunjavaju prostor medu ksiloglukanskim lancima,

(c) viseslojni model: celuloza je presvucena slojevima pektina i ksiloglukana, koji su s
celulozom povezani slabim vodikovim vezama,

(d) slojevit model: sloj pektinskog polisaharida razdvaja celulozno-ksiloglakanske lamele,
u prostoru izmedu plazma membrane (pm) i medu stani¢ne (sredisnje) lamele (ml).
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Prikaz 2.3. Alternativni modeli struktura biljnih stani¢nih stijenki.
Preuzeto iz: Cosgrove (2001).

Efikasna razgradnja strukture bobica je klju¢na iz viSe razloga: bolja i uravnotezenija
ekstrakcija pozeljnih spojeva, veci prinos-randman mosta i samotoka, konzistentnija
kvaliteta, poboljsanje tipi¢nih osjetilnih znacajki pojedinih kultivara.

Tijekom zadnjih nekoliko dekada brojne su studije koristile novije analiticke metode
(klasi¢ne su se najcesce oslanjale na kemijsko frakcioniranje) s ciljem traZenja korisnih
informacija o0 sastavu stijenki stanica bobica, kao i s ciljem praéenja promjena
polimernoga kompozita tijekom razvoja ploda (na primjer, dozrijevanja).

Sa stanovista ekonomicnosti i proizvodne perspektive, mijenjanje prirode (razgradnja)
strukture stijenki bobica tijekom maceracije i bistrenja, proucavane su indirektnim
metodama, pra¢enjem parametara poput sadrZaja tanina i otpustenih antocijanina.

Novije analiticke metode (imunocitologija i imunoafinitetna kromatografija na epitope
komponenti stani¢nih stijenki) pomalo pomicu spoznajne granice o strukturi stanicne
stijenke, populaciji glukana i prirodi njihove medusobne povezanosti.
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3. Primjena enzima u vinarstvu

Pocetak i ubrzani tijek biokemijskih reakcija reguliraju posebno strukturirani molekularni
sklopovi, enzimi. Enzimi su visoko specijalizirani proteini, kataliticki aktivni polimeri
aminokiselina vrlo kompleksne strukture. Da bi bilo koji biokemijski proces zapoceo
potrebno je u njega uloziti takozvanu aktivacijsku energiju. Aktivacijska energija je
energetska barijera kemijskih reakcija. Za prijelaz jednog polaznog spoja — reaktanta u
novi spoj — produkt mora se povecati energetski sadrzaj polaznog reaktanta, kako bi se
dostigla energija takozvanog tranzicijskog stanja. Prijelazno — tranzicijsko stanje je
prolazni molekularni trenutak, u kojem su prisutne specije dosegle posebni energetski
potencijal, nakon kojeg je raspad supstrata ili produkta jednako vjerojatan dogadaj. Proces
u tom momentu moze zavrsiti bilo kidanjem veza bilo formiranjem novih veza. Spontani,
direktni prijelaz iz jedne forme biokemijskog spoja u drugu, bez prelazenja tranzicijskog
stanja, odnosno bez ulaganja u aktivacijsku energiju nije ostvariv. Enzimi sniZavaju
aktivacijsku energiju reakcije i posljedi¢no znatno ubrzavaju reakcijski tijek, reakcije su
brze od 10° do 10 puta (postaju stotisu¢a do milijun milijardi puta brze). Spoj koji se
podvrgava katalitickom djelovanju enzima, supstrat (reaktant) se prvotno veze na posebno
aktivno srediSte enzima i nastaje enzim-supstrat kompleks. U slijednom koraku dolazi do
reakcije u kojoj nastaje novi spoj-produkt koji je i nadalje vezan s enzimom u enzim-
produkt kompleks. Potom dolazi do odvajanja produkta i enzima. Prikaz 3.1. graficka je
ilustracija katalitiCkog djelovanja enzima, ukljucujuci tijek procesa i nastajanje
medufaznih kompleksa. Nastajanjem produkta i vradanjem enzima u prvotno
nepromijenjeno stanje zavrsava kataliti¢ki proces.

Proces se moze opisati i relacijom: E+S < ES < EP < E+P
(E-enzim, S-supstrat, P-produkt, ES i EP kompleksi enzima sa supstratom ili produktom)

supstrati [ Kataliza sinteze ] produkt supstrat Kataliza razgra produkti
N V N
O o il .

L J” ] 1
= = =
i

enzim enzim/supstrat  enzim/produkt enzim kompleks
kompleks  kompleks

enzim  enzim/supstrat  enzim/produkt enzim

kompleks

Prikaz 3.1. Opis faza katalitickog djelovanja enzima, kataliza sinteze i kataliza razgradnje.
Preuzeto iz: https://alevelbiology.co.uk/notes/biological-catalysts-enzymes.

Energija se u bioloskim sustavima opisuje takozvanom slobodnom energijom sustava.
U slucaju da je slobodna energija produkta niza od slobodne energije supstrata tijek
reakcije favorizira prijelaz supstrata u produkt, stabilniju formu spoja nize energije.
Enzimi ne utjeCu na smjer reakcije, supstrat—produkt.
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Obzirom da je potrebno uloziti energiju da bi neki proces zapoceo, preskocio aktivacijsku
barijeru, uloga enzima u ubrzanju reakcije proizlazi iz njihove sposobnosti da potrebnu
aktivacijsku energiju znatno snizavaju.

Prikaz 3.2. opisuje razliku u aktivacijskoj energiji ako se reakcija dogada bez i u
prisutnosti enzima. Razlika u slobodnoj energiji AG supstrata (S) i produkta (P) je
slobodna energija koja se oslobada tijekom procesa. Slovom G se oznacava takozvana
Gibbsova slobodna energija (Gibbsova energija, Gibbsov potencijal), fizikalna veli¢ina
koja opisuje oslobodenu ili apsorbiranu energiju u nekom reverzibilnom procesu koji se
odvija pri stalnoj temperaturi T i tlaku p. Obzirom da produkt ima nizu slobodnu energiju
preferiran je smjer reakcije od rektanta prema produktu. Razlika AG u slucaju
nekatalizirane i katalizirane reakcije je ista jer je ona samo indikator smjera procesa prema
stabilnijem stanju nize slobodne energije. Ono S$to razlikuje ova dva mehanizma je
kataliticko djelovanje koje snizavanjem aktivacijske energije proces znatno ubrzava ne
mijenjajuci njegov smjer.

tranzicijsko stanje

tranzicijsko stanje

Enzyme

aktivacijska ' enzimiski
o energija © Reactant 1 sniZena
© S aktivacijska
= = c ..
g S E s energija
S c
@ «
© =
c T
8 £
Q AG < AG
=] .
w
P P
Nekatalitizirana reakcija Enzimski katalitizirana reakcija

Prikaz 3.2. Aktivacijske energije nekatalizirane i katalizirane reakcije.
Preuzeto iz O'Connor i Adams (2014).

Energija aktivacije je potrebna za pregrupiranje reaktivnih grupa, formiranje tranzicijskog
stanja, pregradnju veza izmedu pojedinih dijelova reaktanata ili strukturnu molekularnu
transformaciju. Veca aktivacijska energija korespondira sa sporijom reakcijom.
Aktivacijska energija se snizava specificno usmjerenim Kkatalitickim enzimskim
djelovanjem, ali 1 poviSenjem temperature.

Procesi koji prate nastajanje vina su rezultat niza biokemijskih transformacija koje
kontroliraju i ubrzavaju prisutni enzimi. Pod odredenim fizicko kemijskim uvjetima
(temperatura, kiselost) i u dovoljno visokim koncentracijama, enzimi aktiviraju (u grozdu
i vinu) i kontroliraju biokemijske reakcije i pri tome ubrzavaju pretvorbu jedne vrste
kemijskog spoja u drugu ili u vise njih. Svaka vrsta enzima uvijek sudjeluje samo u
jednovrsnoj kemijskoj reakciji (npr. hidrolizi-hidrolaze, dekarboksilaciji—dekarboksilaze
ili oksidaciji—oksidaze) nekog specifi¢nog spoja ili samo nekog posebnog dijela njegove
gradbene strukture.
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Mnogi enzimi nastaju prirodnim putem u samom grozdu. Kako izvorno u grozdu nastali
enzimi, kao i enzimi koje produciraju kvasci i drugi mikroorganizmi razviti na bobicama,
nisu Cesto prisutni u dostatnim koli¢inama i nisu dovoljno efikasni, u intenzivnom
vinarstvu, njihovo se djelovanje nadopunjuje komercijalnim preparatima. Brojni
komercijalni enzimski preparati se sve vise i sve ¢eS¢e danas koriste U vinarstvu.

3.1. Enzimi koji pospjeSuju prinos, bistrenje i filtrabilnost mosta

Razgradnja stani¢nih struktura bobice grozda pod djelovanjem enzima, u fazi muljanja
grozda, otvara put do unutarnjih sadrzaja bobice grozda, pulpe i kozice te se time
pospjesuje i omogucuje ekstrakcija supstanci koje su inace teSko dostupne.

Zbog nize viskoznosti, razgradnjom velikih polimernih kompleksa u manje, krace
oligomerne molekule i monomere, postize se brze bistrenje mosta. U bobicama grozda
prisutni gradbeni polimeri, celuloze, hemiceluloze i teSko razgradivi pektini, primarni su
cilj enzimske razgradnje. Pektini i celuloza su dominantni polimeri koji sudjeluju u
formiranju kozice (kutikule i epiderme), omogucéujuéi gradbenu stabilnost njihovih
stani¢nih struktura. Pektinoli¢ki enzimi ubrzano razgraduju pektine i time narusavaju
strukturu stijenke stanica bobica. Otpustanjem sokova iz stanica bobice povecava se
tekuca frakcija masulja, povecava se volumen samotoka, a dodatno se ubrzava ekstrakciju
sastojaka bobica (Secera, kiselina i dr.). Ovi enzimi takoder potpomazu otpustanje iz
kozice i pulpe spojeva koji doprinose aromati¢nosti i boji vina. Dodavanje komercijalnih
enzima pektinaza (esteraza, liaza, poligalkturonaza) koji u manjoj mjeri mogu sadrzavati i
celulaze (glukonaze) i hemicelulaze (ksilanaze) u svrhu povecéanja efikasnosti presanja i
dobivanja veéih prinosa mosta i poboljsanja bistrenja sve je uobiCajenija praksa u
vinarstvu. Za bistrenja vina koriste se preparati koji ne sadrze pektinoliticke enzime.

3.2. Maceracija, polifenoli i maceracijski enzimi

3.2.1. Maceracija je tehnoloski proces prilikom kojeg dolazi do namakanja i
omekSavanja, mehanicki razgradenih i zdrobljenih tkiva bobice grozda u tekucoj
(samoto¢noj) frakeiji mosta i otpustanja unutarnjih stani¢nih sastojaka bobice. Muljanjem
se iz mehanicki oStecenih stanica tkiva bobice oslobadaju sokovi koji sadrze niz u grozdu
sintetiziranih/apsorbiranih klasa spojeva: ugljikohidrata (Se¢era—glukoze, fruktoze),
organskih kiselina (vinske, jabu¢ne, limunske), kationa vise elemenata (kalija, magnezija,
kalcija, natrija, zeljeza itd.), proteina (aminokiselina), fenolnih spojeva (antocijanina,
tanina), aromatskih spojeva i vode.

Stanice tkiva koje nisu bile mehanicki ostecene, u slijednim fazama maceracije, zbog
razlike u osmotskim tlakovima, pocinju otpustati unutar stani¢ne komponente. U soku su
koncentracije veéine spojeva niZze nego u stanicama te zbog toga dolazi do osmoze,
prijelaza spojeva iz koncentriranijeg medija (stanice bobice) kroz stijenke i membrane u
manje koncentrirani vodeni medij — sok. Do slabljenja stijenki stanica dolazi i zbog
djelovanja enzima, koji razaraju gradbene polimere stijenki, unistavajuci time ono $to je
do tada stitilo cjelovitost stanica i dostupnost njenom sadrzaju.
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S motriSta uspjesne vinifikacije klju¢no je maceracijom posti¢i $to uspjesnije otpusStanje
svih spojeva, ali posebice oslobadanje spojeva koji kasnije formiraju aromatski profil i
boju vina.

U formiranju ukupnog osjetilnog dojma vina, aromatskog profila i obojenosti vina veliku
ulogu imaju polifenolni spojevi, prvenstveno tanini i antocijanini. Neki polifenoli
sintetizirani u grozdu tijekom maceracije prelaze u samotok iz kozice bobice, a u manjoj
mjeri i iz sjemenki. Dio ove klase spojeva naknadno podlijeze molekularnim
transformacijama, dio se veze na druge spojeve (npr. polisaharide).

Maceracijom se oslobadaju i hlapljivi spojevi koji su nositelji aroma, ali i predsasnici
(prekursori) aroma, koji mogu u post fermentacijskim fazama vinifikacije poprimiti
hlapljive forme.

Proces maceracije pocinje odmah nakon mehanicke destrukcije cjelovitosti grozda i
njenih bobica. Stoga se ponajprije moze govoriti o pred fermentacijskoj maceraciji, ali
ako se za neka vina objedinjuje u jedan korak maceracija i fermentacija tada mozemo
govoriti o fermentacijskoj maceraciji.

Predfermentacijska maceracija traje kratko, nekoliko sati, a ako se provodi pri
temperaturama nizim od 10 °C (hladna maceracija), ili se sumporenjem inhibira pocetak
fermentacije, maceracija se moze produziti na nekoliko dana. Odgoda pocetka preSanja
takoder produljuje ovakav proces maceracije. Takvi produljeni oblici maceracije se
koriste pri vinifikaciji bijelih i roze vina.

Fermentacijska maceracija takoder po¢inje odmah po operaciji muljanja, kada je masulj
u dodiru samo s mostom. Kako, zbog prirodno prisutnih ili inokuliranih komercijalnih
kvasaca pocinje fermentacija i postepeno formiranje alkohola i uglji¢nog dioksida, to
maceracija poprima drugaciji smjer. U ¢istom mostu dolazi do otapanja vodotopljivih
spojeva, a u smjesi vode i alkohola u tekuc¢u fazu pocinju prelaziti i spojevi topljivi u
alkoholu.

Takva maceracija zavrSava nakon §to zavrsi i alkoholna fermentacija, a to ovisno o
temperaturi obi¢no traje od 4 do 8 dana. Ova vrsta procesa se preferira pri vinifikaciji
crnih sorti, rjede kod bijelih sorti.

Produljena maceracija, takozvana postfermentacijska maceracija, se odvija ako nakon
zavrSene fermentacije zaostali dio masulja ostaje neko vrijeme u kontaktu s provrelim
mostom, mladim vinom. Novo nastali medij tvore: alkoholi, uglji¢ni dioksid, voda, malo
ili nimalo Secera 1 djelomic¢no razgradeni strukturni stanic¢ni polimeri.

Obzirom da je fermentacija ve¢ zavrSena u mediju je prisutna i velika koli¢ina aktivnih ili
odumrlih stanica kvasaca. Ti kvasci se pocinju razgradivati, dolazi do procesa autolize.
Nastali produkti autolize kvasaca, proteini, manoproteini i dr., takoder postaju sastavni
dio postfermentacijskog medija, mladog vina. Produljena fermentacijska maceracija traje
do podvrgavanja zaostalog masulja procesu preSanja. Obi¢no se takav postupak
primjenjuje kod nekih tradicionalnih vinarskih tehnika, a trajanje tog procesa je od 8 dana
do 4 tjedna, pri temperaturama od 15 do 35 °C.
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Tijekom maceracije s gledista vinarstva jedan od vaZnijih procesa je oslobadanje
polifenolnih spojeva. Sjemenke bobica sadrze 60—65 % u grozdu prisutnih polifenola,
kozica oko 20-30 %, a u pulpi ih ima samo oko 5-10 %. Polifenoli je naziv koji
podrazumijeva Citav niz klasa i pojedinacnih spojeva, prisutnih u grozdu, koji
maceracijom prelaze u most i vino, a ponekad se medusobno povezuju ili se vezu na
druge sastojke vina.

3.2.2. Polifenoli su prirodni spojevi koji u svom sastavu sadrze jedan ili vise aromatskih,
benzenskih prstenova na koje je vezana jedna ili viSe hidroksilnih grupa. U vinu su
odgovorni za mnoge osjetilne znacajke: izgled, boju, trpkost, gor¢inu i ukupni oralni
osjetilni dojam, ali i stabilnost. Prema kemijskoj strukturi polifenoli su vrlo razli¢iti
spojevi, od jednostavnih fenolnih kiselina do visoko polimeriziranih formi poput
hidroliziraju¢ih 1 kondenziranih tanina.

Fenoli mogu biti vezani na Secere, bilo preko hidroksilnih skupina, bilo direktnim
vezanjem Secera na ugljikov atom aromatskog prstena. Veliku porodicu fenolnih spojeva
obi¢no kategoriziramo na dvije osnovne grupe, flavonoide i neflavonoide.

U crnim vinima prevladavaju flavanoidi: antocijanini, proantocijanidini (tanini), flavan-3-
oli i flavonoli (glikozidi). U bijelim vinima su vi$e prisutni neflavanoidi: hidroksicimetne
kiseline i hidroksibenzojeve kiseline.

Flavonoidi

Flavonoidi imaju ciklicku strukturu, temeljno se sastoje od dva benzenska prstena (C6)
premostena C3 lancem cikliziranim s Kisikom. Na osnovni skelet flavonoida vezano je
vise razli¢itih radikala i hidroksilnih grupa. Flavonoidi zbog takve svoje strukture imaju
antioksidacijska svojstva i sposobnost redukcije opasnih spojeva: slobodnih kisikovih
radikala ili helatnih kompleksa metala (Cu i Zn). U ovu porodicu fenola pripadaju: tanini
(kondenzirani i hidrolizirajuéi), antocijanidini, flavanoli, flavonoli, flavanoni, flavoni i
kalkoni.

Tanini, su spojevi koji znatno utjecu na okusne znacajke vina (gor€inu, trpkost i oporost),
a mogu se pojaviti kao polimeri flavonoidnih, ali i neflavonoidnih fenola.

Kondenzirani tanini su rezultat reakcije kondenzacije flavanola (flavan-3-ola) i u svojoj
strukturi ne sadrZe Secere. U grozdu 1 vinu je najprisutniji kondenzirani tanin epikatehin.
Nesto manje je prisutan katehin. B-tipovi proantocijanidina , posebice dimeri (B1, B2 i
B3) ili trimerni procijanidin (C1) su pretezito locirani u kozici i sjemenkama bobice.
Sadrzaj ovih tanina se povecava tijekom starenja vina, povecavajuc¢i trpkost.
Kondenzirani tanini su uglavnhom topljivi u vodi, a neki i u alkoholima.
Visokomolekularni tanini su slabo topljivi ili netopljivi u vodi.

Hidrolizirajuéi tanini (tanini koji podlijezu hidrolizi) su visoko molekularni spojevi,
sastavljeni uglavnom od estera galne kiseline (galotanini) ili elagne kiseline (elagotanini)
vezanih na glukozu ili druge Secere. Ova klasa tanina je puno podloznija hidrolizi
(reakcijom nastaju ugljikohidrati i fenolna kiselina) koju inducira promjena pH ili enzimi.
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Ovih tanina nema u Vitis vinifera sortama loze, a u vino prelaze iz drva, tijekom starenja
vina u drvenim ba¢vama.

Pri kraju vinifikacije, u fazi dozrijevanja vina, spajanjem tanina iz grozda i tanina iz drva
nastaju nove klase tanina kompleksne strukture.

Tanini tijekom ispijanja vina u ustima izazivaju osjet gorCine, trpkoée i percepciju
hrapavosti i suSenja. Ovi spojevi mogu reagirati s proteinima (bjelan¢evinama) prisutnim
u slini 1 time umanjiti osjet trpkosti. Stoga se pri sljubljivanju vina i hrane cesto
kombiniraju vina bogata taninima (crvena vina) s hranom bogatom bjelancevinama
(crveno meso).

Antocijanini i antocijanidini su dva tipa flavanoida koji voéu i cvijecu daju boju.
Antocijanini, locirani u vakuolama biljnih stanica, su vodotopljivi pigmenti tj. fenoli na
koje su vezani monosaharidi, a antocijanidini su antipodi antocijanina, aglikoni — spojevi
koji nastaju kada se iz glukozidne forme antocijanina hidrolizom uklone glukozidi.

Antocijanini su pigmenti (bojila) koji se pojavljuju u vanjskim slojevima biljnih struktura,
cvijeta i ploda, u rasponu nijansi od crvene do ljubicaste i plave. Boja antocijanina ovisi o
njihovoj strukturi, na koju utje¢u i monosaharidne komponente kao i acilacija Secera pod
djelovanjem organskih kiselina.

U kiselom mediju antocijanini poprimaju crvene nijanse, a pomakom u neutralne i luznate
uvjete postaju sve plaviji.

Na njihovu biosintezu utjecu mnogi bioticki i abioticki stresni faktori (svjetlo, UV
radijacija, oscilacije temperature, fizicka oStecenja, osmotski stres, neuravnotezeni
biogeni elementi, ozon, Stetnici, mikrobi i virusi) koji posljedi¢no mijenjaju njihova
koloristi¢ka I kemijska svojstva. Antocijaninski pigmenti prisutni u koZici bobica grozda
su po sastavu diglikozidi, monoglukozidi, acilirani monoglukozidi i acilirani diglikozidi
peonidina, malvidina, cianidina, petunidina i delfinidina. Prikaz 3.3. pokazuje raspon
obojenosti vina koji je posljedica prisutnosti pojedinih antocijanina. Udio ovih spojeva
varira ovisno o sorti grozda i uvjetima rasta loze.

[pelarogonidin ][ cianidin ][ peonidin ][ delfinidin ] [ petunidin ][ malvidin ]

Prikaz 3.3. Raspon boja vina uvjetovan vrstom prisutnog antocijanina.
Preuzeto iz: Ananga et al. (2013).
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Promjene boje crnih vina jednim dijelom mogu biti uzrokovane i kiselo$¢u vina jer dolazi
do prelaska antocijaninskih pigmenata u ioniziranu formu (flavilijum kation) i pojacavaju
se svijetlocrveni tonovi obojenosti. Kationska flavilijum struktura antocijanina je vrlo
reaktivna i podlozna oksidaciji i hidrolizi, a to rezultira i nestabilno$¢u boje vina.

Vina kojima je vrijednost pH visa imati ¢e viSe ljubicastih 1 plavih nijansi, a pri
vrijednostima pH viSim od 4 moZe do¢i i do gubitka boje. Starenjem vina opada
koncentracija antocijanina jer dolazi do njihovog vezivanja s taninima, piruvinskom
kiselinom i acetaldehidom. Zbog toga se mijenja boja vina, razvijaju se ciglasto crveni
tonovi. Dodatno moZze do¢i i do polimerizacije novo nastalih spojeva, koji mogu dostiéi i
koncentracije pri kojima pada njihova topljivost do mjere da se po¢nu taloziti.

Antocijanini su moc¢ni antioksidansi koji biljku Stite od UV zrafenja, ali i u
farmaceutskim preparacijama iskazuju antikarcinogena, protuupalna i pozitivna
kardiovaskularna djelovanja.

Antocijanidini, aglikonska forma antocijanina, temeljno ima istu flavonoidnu strukturu
kao i antocijanini, ali bez glukozidnih komponenti. Antocijanidini su po kemijskoj
strukturi: 3-hidroksiantocijanidini, 3-deooksiantocijanidini ili O-metilirani antocijanidini.
Medu monomernim antocijanidnim spojevima dominiraju cijanidini, a cCesti su i
delfinidini i pelargonidini. Ovi spojevi iskazuju obojenost pod kiselim uvjetima, ali
postaju bezbojni u luznatom, baznom mediju. Obje klase spojeva, i antocijanini i
antocijanidini su prirodna bojila koja se koriste u prehrambenoj industriji. Antocijanidini
su takoder antioksidansi. Boja antocijanidina se u vinu mijenja ovisno o vrijednosti pH,
koncentraciji sumporovog dioksida i prisutnosti kopigmenta. Pri niskim vrijednostima pH
(manje od 4) svi antocijanidini su u crvenoj flavinijum kationskoj formi. S porastom pH,
prijelazom u neutralno i1 luznato, intenzitet obojenosti raste, a boja se mijenja prema
ljubicastoj i plavoj nijansi. U bijelim vinima nema ovih spojeva. Ako se antocijanidini
povezu s drugim fenolnim spojevima dolazi do takozvanog efekta kopigmentacije, koji
stabilizira antocijanidine pa samim time i boju.

Flavanoli (flavan-3-oli) su spojevi koji se u grozdu i vinu pojavljuju u monomernoj formi
(katehin i epikatehin) ili polimernoj formi (proantocijanidini — koji se jo§ nazivaju i
kondenzirani ili nehidrolizirajuéi tanini). Najces¢i flavan-3-oli koji su nadeni u kozici i
sjemenkama grozda su: (+) katehin, (-) epikatehin, epigalokatehin i epikatehin galat.
Flavanoli su odgovorni za stabilizaciju i boje i osjetilnih znac¢ajki (trpkoce i gorcine).

U mladim bijelim vinima koncentracija im se krece od 15 do 25 mg/l, a u mladim crnim
vinima od 4 do 120 mg/l. Flavan-3-oli vinu daju oporost, a kako su bezbojni ne utje¢u na
boju vina.

Flavonoli su zuti pigmenti (bojila) nadeni u kozici bobica grozda. Obi¢no se pojavljuju u
glikozidnoj formi, vezani na Secere glukozu ili ramanozu, ali mogu se vezati i na
galaktozu, arabinozu, ksilozu ili glukoronsku kiselinu. Falvonoli koji pretezu u grozdu i
vinu su: miricetin, kvercetin, laricetin, kemferol, isoramnetin i siringetin. Flavonoli su
prisutni i u bijelim i u crnim vinima.
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U bijelim je njihov udio vrlo malen kao i njihov utjecaj na boju. U crnim vinima ih ima
viSe, ali je njihova Zuta boja maskirana crvenilom antocijanidina. No, flavonoli kroz
ulogu kopigmenta igraju vaznu ulogu u stabilizaciju mladih vina crvenih sorti.

Neflavonoidi

Neflavonoidi u vino prelaze iz kozice bobice, i pojavljuju se u slobodnoj formi ili vezani
na antocijanine i Se¢ere. Mogu sadrzavati estere te kao takvi imaju utjecaj na aromati¢nost
vina. Neflavonoidi tvore Siroku familiju polifenola, pretezito jednostavnije strukture, u
odnosu na flavonoide. U ovoj grupi dominiraju stilbeni i fenolne kiseline
(hidroksibenzojeva i hidroksicimetna).

Stilbeni, su bioaktivni spojevi, po kemijskom odredenju derivati cimetne kiseline.
Trans-resveratrol i glikozid trans-resveratrola (trans pikeid) su dominanti stilbeni u
vinima priredenim iz Vitis vinifera sorti.

Prisutne mogu biti i dimerne i trimerne forme ovog glikozida: viniferini (é-dimer, &-
dehidrodimer, a-trimer), palidol, ampelosin A, mijabenol C, pikeatanol i isohopeafenol.
U grozdu nastaju kao spojevi koji su rezultat obrambenih reakcija loze na vanjske stresne
podrazaje. U bijelim sortama najprisutniji je glikozid trans-resveratrola, a u crnim
hopeafenol. Tijekom vinifikacije ti spojevi prelaze u vino.

Koncentracija resveratrola, najznacajnijeg stilbena, je u grozdu vrlo mala, a u vinu moze
biti jo§ manja, ako se veZze na druge spojeve. Oslobadanje tog spoja pomocu enzima iz
kompleksnih glikozidnih struktura postaje jedan od prioriteta razvoja novih klasa enzima.
lako je prisutnost tog spoja vrlo mala, njegov znafaj je bitno veéi jer ima:
antioksidacijski, antitumorni, neuroprotektivni i antimutageni potencijal.

Hidroksibenzojeve kiseline, su derivati benzojeve kiseline. Najprisutnije su: p-
hidroksibenzojeva, galna, vanilinska, gentisinska, siringinska i salicilna kiselina. Galna
kiselina je od posebne vaznosti jer je predsasnik svih tanina koji nastaju hidrolizom.

Hidroksicimetne Kiseline, su po kemijskom odredenju fenilpropanoidi, i tre¢a su grupa
fenolnih spojeva po zastupljenosti u grozdu, a dominantna u mostu i vinu. U vinima se
pojavljuju u formi estera ili diestera vezanih na vinsku i jabuénu kiselinu. Glavni
predstavnici hidroksicimetne kiseline su kafeinska, kumarinska, sinapinska i ferulinska
kiselina. Od esterificiranih oblika, najzna¢ajnija u ovoj grupi spojeva (s oko 50 % udjela)
je kaftarna kiselina. U vinu ove kiseline utjecu na trpkost, ali u manjoj mjeri od tanina.
Derivati hidroksicimetne kiseline su podlozni oksidaciji i posljediéno su uzrokom
oksidacijskom posmedivanju bijelih vina. Ovi spojevi su predsasnici hlapljivih fenolnih
spojeva.

Na Prikazu 3.4. dana je sazeta kategorizacija polifenola prisutnih u vinu.
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Prikaz 3.4. Kategorizacija polifenola prisutnih u vinu.

Proantocijanidini POLIFENOLI Stilbeni  (resveratrol, viniferin,

(tanini) resveratrol glukozid, ampelosin,
isohopefenol, pikeatanol)
Antocijanidini

(cijanidin, malvidin,
peonidin, delfinidin, -
petudinidin, pelargonidin)

Hidroksicimetne kiseline
(kafeinska, kumarinska,
ferulinska, kaftarna kiselina)

NEFLAVONOIDI

Flavan-3-oli . . . .
(katehin, epikatehin, | Hidroksibenzojeve kiseline

epigalokatehin, epikatehin galat) L (galna, vanilinska, siriginska,
gentisinska, salicilna)

Flavonoli
(kvarcetin, miricetin, L
izoramnetin, laricetin, kemferol,
isorametin, siringetin)

Vinova loza tijekom razvoja ploda producira znatnu koli¢inu fenolnih spojeva. U bobici
grozda ti spojevi nisu ravnomjerno rasporedeni. U pulpi pretezu fenolne kiseline,
antocijanini i stilbeni se formiraju u kozici bobice, a proantocijanidini (tanini) i flavanoli
su locirani u kozici i sjemenkama. Prikaz 3.5. neSto detaljnije opisuje raspored polifenola
u tkivima bobice.

Kozica Peteljcica

Antocijanini / Proantocijanidini periferni

sredis$nji ] Provodni sustav

Hidroksicimetne kiseline ovularni

(p-kumarinska, kaftarna, ferulinska)

Hidroksibenzojeve kiseline
(galna, gentisinska, salicilna)

Stilbeni (resveratrol, viniferini)

Flavonoli

. L opha
(kvercetin, kemferol, miricetin) P

embrio ] Sjemenka
Flavan-3-oli  (katehin, endosperm

epikatehin, epigalokatehin)

Proantocijanidini (tanini)
Pulpa [ mezokarp

endokarp Flavan-3-oli

(katehin, epikatehin, galokatehin,
epigalokatehin, katehin-3-O-galat,)

1

1

1

1

1

1

1

:

1
Hidrokscimetne kiseline !
(p-kumarinska. kaftarna. ferulinska) Hidroksbenzojeve kiseline i
Flavan-3-oli (gentisinska, salicilna) |
1

1

1

1

1

1

1

1

1

]

T

1

1

1

i

1

! (katehin, epikatehin, epigalokatehin) . i Lo
' Hidrokscimetne kiseline
1

1

1

1

1

1

Antocijanini (n-kumarinska. kaftarna. ferulinska)
(petunidin, cijanidin, peonidin, Stilbeni
malvidin, delfinidin, pelargonodin) (resveratrol, viniferini)

Prikaz 3.5. Shematska struktura zrele bobice grozda i distribucija fenolnih spojeva.
Preuzeto iz: Teixeira et al. (2013).
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U vinu sadrZaj fenola ovisi o uvjetima pod kojim je raslo grozde, o sorti grozda, a ovisi i
o izboru procesa vinifikacije. Crna vina su bogatija fenolima razvijenim u kozici i
sjemenkama: antocijaninima, proantocijaninima, stiloenima i flavanolima. U bijelom vinu
pretezu fenoli koncentrirani u pulpi: fenolne kiseline i manje koncentracije katehina i
stilbena. Tijekom dozrijevanja, odlezavanja vina jednostavni se fenoli mogu povezati u
sloZzene molekule, u procesima kondenzacije antocijanina s taninima i katehinima. Novo
nastali spojevi, uklju€ivo 1 polimerizirani pigmenti mijenjaju gorcinu, trpkocu i boju vina.

Koncentracija fenola u vinu prvenstveno ovisi o njihovoj prisutnosti u grozdu, ali se
izabranim postupkom maceracije dodatno utjece na njihov sadrzaj u vinu.

U pocetku maceracije u medij se najlakse iz kozice ekstrahiraju antocijanini, jer su topivi
u vodi. Ovi spojevi su klju¢ni za formiranje obojenosti vina.

Istovremeno s ekstrakcijom antocijanina poc€inju se iz kozice izlucivati i tanini, ali se
njihova ekstrakcija nastavlja puno dulje jer njihovo otapanje potpomaze i novonastali
etanol. Koncentracija tanina u grozdu je oko deset puta viSa od sadrzaja antocijanina.

Tanini su prisutni i u sjemenkama, ali za njihovo oslobadanje je potrebna destrukcija opne
sjemenke, odnosno otapanje njenih gradbenih lipida, u prisutnosti etanola. Sjemenke
bobica su vrlo bogate polifenolima, ali pretezito sadrze monomerne flavan-3-ole i
proantocijanidine (tanine).

Ekstrakcija taninski spojeva pocinje negdje na pola procesa alkoholne fermentacije, ali se
nastavlja i tijekom perioda postfermentacije. Tanini iz kozice su osjetilno prihvatljiviji jer
su puno ,,meksi* osim ako se ne radi o preradi nedozrelog grozda.

Postfermentacijska maceracija doprinosi vecoj stabilnosti boje, zbog vezivanja
antocijanina s taninima u kompleksne polimere, ali i polimerizacijom samih tanina
nastaju spojevi koji doprinose bogatijim osjetilnim dojmovima vina, ali i veéim
potencijalom nastajanja kvalitetnijih vina tijekom starenja vina.

3.2.3. Maceracijski enzimi

Komercijalni enzimski preparati, proizvedeni i pripravljeni za dodavanje u masulj, most i
vino (predfermentacijska faza) se u ova vremena nasiroko koriste u pripravi crnih vina, ali
sve vise 1 kod bijelih sorti.

Enzimski preparati koji se dodaju u svrhu brze i1 bolje maceracije prvenstveno svoju
efikasnost temelje na djelovanju pektinolitickih enzima (galakturonaza, esteraza, liaza),
celulaza (glukonaza, R-glukozidaza) i hemicelulaza (ksilozidaza, ksilanaza). Kako se
fermentacija crnih sorti tradicionalno odvija na masulju (smjesi samotoka i mehanicki
razgradenih dijelova bobica), maksimalna u¢inkovitost maceracija postize se dodavanjem
enzima prije pocetka fermentacije.

Otpustanje antocijanina iz kozice bobica znatno doprinosi obojenosti, ali i oslobadanju
spojeva koji pozitivno djeluju na arome vina. Efikasnost maceracije masulja crnih sorti
grozda predmnijeva koriStenje i glukozidaza, i to onih ¢ija djelovanja nisu inhibirana
prisutnoscu glukoze
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3.3. Koristenje enzima u svrhu poboljSanja aroma vina

Sortne arome, sadrzane u bobicama grozda, potjecu od prisutnih hlapljivih mirisnih
spojeva. Uglavnom su to: monoterpeni, C-13-norizoprenoidi, te derivati benzena i dugo
lan¢anih alifatskih alkohola. U grozdu su uvijek prisutni i bezmirisni nehalapljivi gluko-
konjugirani spojevi.

Predsasnici aroma koji su glukozidne kemijske strukture mogu se kemijskim reakcijama
pretvoriti u hlapljive mirisne spojeve i doprinijeti povecanju aromati¢nosti vina.
Glukozidne veze (veze izmedu dvije molekule Secera medusobno povezane kisikom)
uglavnom sadrze spojevi koje tvore jednostavni Seceri: glukoza, ramano-arabinoza ili
apioza povezanih s predSasnicima mirisnih spojeva, u disaharidne glukozide. Oslobadanje
mirisnih spojeva ubrzava se ako se u vino dodaju enzimi (glukozidaze). Procesi ove vrste
se obi¢no odvijaju u dva koraka. U prvom stupnju o-ramanozidaze, a-arabinozidaze ili B3-
apozidaze oslobadaju terminalno vezani Secer, a u drugom stupnju R-glukozidaza oslobada
aromati¢ni a-glukon i glukozu. Ispitivanjima je pokazano da glikozidni predsasnici aroma
ostaju uglavnom nepromijenjeni tijekom procesa vinifikacije jer je efikasnost glukozidaza
prirodno prisutnih u grozdu i kvascima S. cerevisiae vrlo slaba.

U trazenju korisnih vrsta glukozidaza koje bi ubrzale i obogatile aromati¢nost vina
ispitivano je viSe vrsta glukozidaza dobivenih iz posebno selektiranih kvasaca, gljivica 1
bakterija. Trenutno kao vrlo efikasne vrste glukozidaza su se pokazale one dobivene iz
sojeva Aspergillus niger gljivica. Neki gljiviéni enzimi su aktivni i pod uvjetima koji
vladaju tijekom alkoholne fermentacije.

No, pokazano je da glukoza (dominantno prisutan Secer u grozdu) u veéini slucajeva
inhibira, blokira djelovanje glukozidaze. Ta ¢injenica vodi do toga da je ta vrsta enzima
efikasnija ako je dodana tek po zavrSetku alkoholne fermentacije, odnosno najbolje nakon
Sto je glukoza gotovo sva metabolicki pretvorena u alkohol.

3.4. Uloga enzima u fazi dozrijevanja i starenja vina

Nakon zavrsetka alkoholne fermentacije (postfermentacijska faza) pocinje dozrijevanje
mladog vina 1 to ve¢ u prisutnosti grubog taloga, a nakon skidanja s grubog taloga sli¢ni
procesi se nastavljaju i u vinu koje je u dodiru s finim talogom (engl. ,,aging on lees).

Postfermentacijski talog sadrzi pretezito mikroorganizme (kvasce i bakterije), a u manjem
obimu i anorganske materijale, npr. tartarate, soli vinske kiseline. Tijekom starenja na
talogu, a i tijekom fermentacije dolazi do odumiranja kvasaca i njihove samo razgradnje
(autolize), a to ima za posljedicu promjene senzornih i kemijskih znacajki vina.

Autoliza struktura kvasaca (jednostani¢nih mikroorganizama) ukljucuje i hidrolizu koja
mijenja sastav biopolimera pod djelovanjem hidrolitickih enzima (B-glukonaza, R-
glukozidaza, proteaza itd.). Posljedica ovakvih procesa je otpustanje raznolikih ,,dobrih*
spojeva u vino. Peptidi, aminokiseline, masne kiseline i nukleotidi oslobadaju se iz
citoplazme stanice kvasca, a glikani i manoproteini dolaze iz stani¢énih membrana kvasca.
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Ovi spojevi imaju kljuéni znaéaj u organoleptickoj osjetilnoj percepciji i stabilnosti vina.
Vazni su i u formiranju pjenusaca.

Trajanje vremena starenja na talogu (u vinarstvu preferirano na finom talogu) je
varijabilno, izborno ovisno o pozeljnim osjetilnim i kvalitativnim znacajkama vina.
Premda dulje vrijeme kontakta vina i taloga pozitivno utjece na kvalitetu vina, zbog rizika
oksidacije i mikrobne kontaminacije i troSkova proizvodnje dobro je taj period skratiti.

U tu svrhu mogu se Koristiti komercijalni enzimski preparati koji sadrze B-glukonaze.
Glukonaze mogu katalizirati hidrolizu 3-(1-3) i 3-(1-6) glukozidnih veza, u glukanskim
lancima koji dominiraju u stani¢nim stijenkama. Time se postize progresivna degradacija
stani¢nih stijenki i ubrzava razgradnja mnostva odumrlih kvasaca.

3.5. Enzimi prirodno prisutni u grozdu

Enzimi prisutni u grozdu (nastali u bobici ili prenijeti od strane mikroorganizama u
bobicu) prvenstveno sudjeluju u razgradnji gradbenih elemenata bobica, ali vaznost imaju
1 u procesima pretvorbe grozda u vino (alkoholna fermentacija, jabu¢no/mlije¢no vrenje).
Bobice grozda sadrZze viSe enzima: protopektinaze (koje pokrecu degradaciju netopljivih
protopektina i posljedicno nastajnje vodotopljivih pektina), glukozidaze, proteaze,
tirozinaze i dva od tri enoloski najvaznija pektinoliticka enzima: pektin metilesterazu
(PME) i endopoligalakturonazu (endo-PG). No, u grozdu nisu nadene galaktonaze,
celulolaze i ksilanaze.

Pektin metilesteraza (PME) nastaje prvenstveno u kozici bobica grozda. Ovaj enzim je u
ostalim dijelovima bobice prisutan u puno manjim koncentracijama, dva do tri puta manje
U mesu bobice, a u sjemenkama ga gotovo nema. Prisutnost PME varira po sortama
grozda, a povecava se kako grozde dozrijeva.

Poligalakturonaza (PG) pospjeSuje fiziolosko dozrijevanje stani¢nih stijenki bobica.
Djelovanje ovog enzima usmjereno je na hidrolizu molekula koje su nastale pod
djelovanjem PME. Efikasnost djelovanja ovih enzima u bobicama opada u zadnjim
fazama dozrijevanja grozda, a jako je slabo njihovo djelovanje pod uvjetima vinifikacije
(alkohol, pH, temperatura).

Glukozidaze. U grozdu je osim aktivnosti pektinolitickih enzima registrirana i aktivnost
enzima iz klase glukozidaza, od kojih je od najveceg znacaja aktivnost 3-D-glukozidaze,
ali je zamijeCena i prisutnost B-L-arabinofuranozidaze i R-L-ramanozidaze. Sinteza ovih
enzima korespondira s dozrijevanjem grozda. No, uoceno je da je djelovanje R-D-
glukozidaze u mostu inhibirano zbog prisutnosti glukoze.

Pored ostalog, ispitivanjima su u grozdu registrirane prisutnosti: protopektinaza (koje
produciraju vodotopljive i visoko polimerizirane pektine iz protopektina), proteaza, B-
galaktozidaza, ali nisu pronadeni galaktonaze, celulolaze i ksilanaze.

Prirodno u grozdu nastali enzimi imaju slabu toleranciju na niske temperature i pH mosta
(2,3 do 3,8), a Cesto ih inhibira i prisutna glukoza, SOz, tanini iz crnog vina i alkohol.
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3.6. Enzimi koje stvaraju kvasci i drugi mikroorganizmi

U vinarstvu dominanti kvasci Saccharomyces cerevisiae produciraju nekoliko vrsta
enzima: R-glukozidaze, BR-glukanaze, proteaze (kisele endoproteaze A), a neki sojevi
produciraju i male koli¢ine pektinaza. Uglavnom su nastale 3-glukozidaze inhibirane u
prisutnosti glukoze, ali nadeni su sojevi Saccharomyces c. koji stvaraju B-glukozidaze ¢ije
djelovanje ne inhibira prisutnost glukoze. Procese autolize kvasaca ubrzavaju prisutne 3-
glukanaze i kisele endoproteaze. Neki kvasci razgraduju pektine pod djelovanjem
pektinaza koje sami stvaraju, ali takvo djelovanje inhibira glukoza ako je prisutna u
koncentraciji vi$oj od 2 %. Vrste kvasaca koji nisu istovrsni S. Cerevisiae, a stvaraju za
vinifikaciju korisne enzime pripadaju na alkohol tolerantnim sojevima gljivica
Hanseniaspora, Kloeckera i Candida.. Ovi kvasci izlu¢uju u periplazmatski prostor i u
okolni medij enzime glukozidaze, celulaze, esteraze i td. Za razliku od prirodno na grozdu
dominantno prisutnih vinskih kvasaca, djelovanje enzima koje ovi navedeni kvasci
produciraju nisu inhibirani glukozom. Gljivica Botritis cinerea, koja se na grozdu
pojavljuje kao Stetna siva plijesan, producira vrlo aktivne depolimerizirajuce pektinaze
(metilesterazu i poligalakturonazu) koje razgraduju stani¢ne stijenke bobica i time
iniciraju nastajanje vrlo opasnih plijesni. Medutim Botritis c. producira jo$ niz $tetnih
enzima: glukozidaze — degradiraju aromatski potencijal vina, lakaze — vrlo aktivno
djeluju na fenolne spojeve uzrokujuci ozbiljnu oksidaciju i probleme s posmedivanjem,
celulaze (multikomponentni kompleks: celobiohidrolaze (endo i egzoglukanaze) i
celobiaze (posebne vrste [-glukozidaza) — djeluju sinergisticki u vise stupanjskim
procesima razgradnje stani¢nih stijenki bobica grozda stvaraju¢i uvjete za formiranje
opasnih nepozeljnih plijesni. Korisni enzimi koji se pojavljuju u grozdu ili ih stvaraju neki
sojevi posebnih kvasaca nisu obi¢no prisutni u dovoljnim koli¢inama ili nisu dostatno
aktivni pod uvjetima vinifikacije. Zbog povecanja efikasnosti, vecina vinifikacijskih
enzima koji se koriste u danasnje vrijeme izabrani su po kriteriju povecane otpornosti na
uvjete koji vladaju u vinu. Proizvode i primjenjuju se u formi koncentrata, industrijskih
komercijalnih preparata. Preparati su formulacije koje sadrze kombinacije razlicitih
enzima i proizvode se u viSe oblika. Ishodisni materijali ovih preparata su i nadalje u
prirodi prisutni mikroorganizmi, sojevi nekih gljivice (Aspergillus i Trichoderma).

3.7. Djelovanje enzima na gradbene polimere stani¢ne stijenke

U vinifikaciji, jedan od vaznijih ciljeva i potreba je razumjeti molekularnu strukturu
stani¢nih tkiva bobice i kako i kada na njihove fizicke i kemijske promjene djeluju enzimi.
Sve pocinje od bobice, njene gradbene strukture, mehanicke destrukcije njenih tkiva,
pretvaranja tih tkiva u sokove i djelovanja mikroorganizama na komponente tih sokova.
No pri tome ono $to ¢e na kraju biti vino, nastaje kao posljedica prvenstveno biokemijskih
promjena molekularne strukture makromolekularnih gradbenih komponenti, svega od
Cega je bobica izgradena. Stani¢ne stijenke bobica su primarni cilj razgradnje cjelovitosti
bobice grozda, jer je to nuzni preduvjet slijednih procesa vinifikacije.

Heterogena smjesa komponenti stani¢ne stijenke kao i njena debljina mogu jako varirati
prvenstveno zbog uvjeta rasta u kojima se bobica formirala. Stani¢ne stijenke su
sofisticirana struktura, kompleksna polimerna matrica.
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Strukturu stanica, od kojih su izgradena tkiva bobice, tvore umrezeni polimeri vise vrsta, a
dominiraju: polisaharidima bogati polimeri (celuloza, hemiceluloza, pektini) i proteini.
Svi ti polimeri stvaraju fleksibilnu, dinamic¢ki promjenjivu trodimenzionalnu viseslojnu
mrezno isprepletenu strukturu stani¢ne stijenke. Vise slojna struktura je detaljnije opisana
u prethodnom tekstu, Poglavlje 2.3., stranice 6. i 7.

U slijednom tekstu shematski je opisana nosiva gradbena struktura stani¢ne stijenke
bobice, a detaljnije su opisane molekularne strukture dominantnih gradbenih polimera i
promjene koje na njima mogu nastati pod djelovanjem enzima (Prikaz 3.6.).

Visestani¢nu unutarnju strukturu tkiva odjeljuju, ali i povezuju, sredi$nje medustani¢ne
lamele. Struktura stani¢ne stijenke — primarna stani¢na stijenka okruzuje i zatvara
stanicu, ali na nacin koji omogucéuje njen rast, sekundarni sloj stijenke (plazmatska
membrana) ima ulogu odrzanja stani¢ne cjelovitosti, Prikaz 3.6.-A. Strukturu stanic¢ne
stijenke tvore celulozni i necelulozni neutralni polisaharidi (celuloza, hemiceluloza,
ksiloglukan, ksilan) ugradeni u pektinsku matricu, Prikaz 3.6.-A.

Celuloza je u osnovi jednostavni lanac (bez postrani¢nih supstituenata) umrezenih
molekula glukoze. Celuloza se u stani¢nim stijenkama pojavljuje u formi celuloznih
mikrovlakna (Prikaz 2.2., stranica 6.) koje su strukturni elementi primarne stani¢ne
stijenke (viSestruki lanci B-glukoze povezani B-1,4 glukozidnim vezama). Ova su vlakna
medusobno premostena hemicelulozom i pektinom.

Hemiceluloza je polimerna molekula razgranate strukture, koju tvore ksiloglukan,
polimer koji je izgraden od R-1,4 povezanih glukoza na koje su postrani¢no vezani kraci
lanci molekula ksilana na pozicijama a-1,6. Ksilan je polimer koji se sastoji od osnovnog
lanaca 13-1,4 povezanih ksiloza (Xyl), po sastavu pentoznih Secera, na koje su vezani
glukoronska kiselina ili arabinoza, a na tu strukturu se mogu supstituirati i acetilne i
metilne grupe. Dodatno se na te postrani¢ne lance mogu vezati galaktoza ili fukoza,
tvoreci pri tome kompleksno grananje. Galaktoza je jednostavni monomolekularni Secer,
istog kemijskog sastava kao i glukoza, ali drugalije stereo strukture, tj. stereo izomer
glukoze. Ovaj Secer je manje slatkoc¢e od glukoze, grozdanog Secera. Disahrid galaktoze,
dvije molekule povezane u jednu, tvore Secer laktozu, mlijeéni Secer. Fukoza je 6-deoksi-
L-galaktoza.

Pektin (Prikaz 3.6.-B) je naziv za kompleksnu klasu polisaharida ¢ija je osnova lanac
povezanih molekula galakturonske kiseline (oksidirane forme jednostavnog Secera
galaktoze — stereo izomera glukoze). Pektini su locirani u sredis$njoj meduslojnoj lameli i
u primarnoj i sekundarnoj stani¢noj stijenci. Pektini su pretezito izgradeni iz viSe vrsta
galaktana (polisaharida kojeg ¢ine povezane molekule galaktoze): homogalaktana (HGA),
ramanogalaktana | (RG-I), ramanogalaktana Il (RG-II), ksilogalaktana (XGA) i
apiogalaktana (AGA). Ovi galaktani povezuju strukturu stani¢ne Stijenke dajuci joj
istovremenu i elasti¢nost 1 ¢vrstocu, ovisno o kemijskoj modifikaciji.

Specifi¢no ciljano djelovanja enzima na strukturne polimere stani¢ne stijenke dano je na
Prikazu 3.6.-C. Shematski su naznacene pozicije na kojima se o¢ekuje djelovanje enzima
na pojedine polimere stani¢nih stijenki i vrste enzima koji razgraduju strukturne polimere
na tim pozicijama.
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Gradbene komponente stani¢ne stijenke bobice i pozicije djelovanja
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Prikaz 3.6. Gradbene komponente stani¢ne Stijenke bobice i ciljevi djelovanja enzima na strukturne polimere stanicne stijenke.
Preuzeto iz: Hui-Chen Wu et al. (2018).
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4. Klasifikacija enzima po funkcionalnosti

Vrste enzima mogu se Klasificirati i po funkcionalnosti, specificno usmjerenoj katalitickoj
razgradnji kljuénih strukturnih polimera;

(a) Djelovanju na protopektin — protopektinaze (b) Djelovanju na pektin — pektinaze,
(c) Djelovanju na celulozu — celulaze, (d) Djelovanju na hemicelulozu — hemicelulaze i
(e) Djelovanju na proteine — proteaze.

U vinarstvu je poznato i djelovanje specificno usmjerenih enzima: (i) Oksidiranje
fenola — oksido-reduktaze (tirozinaze), (ii) Oksidacija fenola — lakaze, (iii) Degradacija
lipida — lipoliti¢ki enzimi i (iv) Pretvaranje jabucne (engl. malic) kiseline u mlije¢nu
(engl. laktic) — malolakti¢ni enzimi.

4. 1. Pektinoliti¢ki enzimi — pektinaze

Visoka viskoznost pektinskih lanaca, topljivin u vodenom mediju, nakon muljanja i
razbijanja strukture bobica, ometa ekstrakciju mosta, bistrenje i filtriranje. Dodatno,
pektini onemogucuju difuziju fenola i aromatskih spojeva u mo$t i vino tijekom
fermentacije. Za kompletnu razgradnju pektina u manje fragmente potrebno je uskladeno
sudjelovanje vise vrsta enzima. Protopektinaze hidroliziraju u vodi netopljive protopektine
(prisutne u nedozrelom vocu) i prevode ih u topljive pektine koji su podlozni enzimskoj
razgradnji pod djelovanjem pektinolitickih enzima. Pektinaze su grupa enzima koja
katalizira razgradnju pektina, bilo deesterifikacijom (esteraze) bilo depolarizacijom
(hidrolaze, liaze). Vinifikacijske esteraze se razvrstavaju u dvije kategorije: pektin
metilesteraze (PME) i pektin acetil esteraze (PAE). Depolimeraze djeluju na razgradnju
pektina, ali i poligalaturonske kiseline i ramanogalakturonana. Depolimeraze koje
hidroliziraju pektin kategoriziramo kao: polimetilgalakturonaze (PMG) i pektin liaze (PL).
Depolimeraze koje hidroliziraju poligalakturonsku Kkiselinu kategoriziramo kao
poligalakturonaze (PG). Pektat liaze (PGL) uzrokuju transeliminaciju poligalaturonske
kiseline. ~ Ramanogalakturonaza  (RG)  hidrolizira ~ ramanogalakturonan, a
ramanogalakturonan liaza (RGL) uzrokuje transeliminaciju ramanogalakturonana. Za
vinarstvo su klju¢na djelovanja pektin metil esteraze (PME), pektin liaze (PL) 1
poligalakturonaze (PG) pa su te pektinaze ¢esto prisutne u komercijalnim preparatima.
Pektin metil esteraza (PME)

Pektin metil esteraza odcjepljuje esterske grupe vezane na poligalakturonsku Kiselinu,
oslobadajuci metanol i pretvarajuci pektin u pektat. Ovaj enzim ima visoki afinitet prema
djelovanju na metil estere poligalakturonske Kkiseline. Optimalni uvjeti za njegovo
djelovanje su kod pH 3,5 do 4,5 (gljivi¢ni enzimi) i pH 7-9 (biljni enzimi) i temperature
do 37 °C. Pektin esteraza drasti¢no rusi viskoznost tekuceg dijela masulja—mosta, znatno
olakSavajuéi teCenje mosta.

Endopektin liaza (PL), specificno djeluje Kkataliziraju¢i depolimerizaciju visoko
esterificiranog pektina, nehidrolitickim cijepanjem glikozidnih veza, u strukturi lanca
poligalakturonske Kiseline.

Gljivicni enzim endopektin liaza optimalno djeluje pri pH 5 do 5,5. Suprotno od
efikasnosti PG, ovaj enzim ima vecu aktivnost ako je metiliranost pektina povecana.
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Poligalakturonaza (PG)

Poligalakturonaza (homogalakturonan liaza, pektin depolimeraza) je enzim koji katalizira
reakcije koje razaraju glikozidne veze u molekuli galakturonske kiseline. Enzim djeluje na
nisko metilirane pektine i pektate, a optimalno djeluje pri pH 4-5.

Postoje razlicite vrste poligalakturonaza, koji su razli¢ito usmjerene u svom djelovanju
(egzogene i endogene).

—Egzopoligalakturonaze djeluju na nereduciraju¢e zavrSetke pektinskog lanca. Ovom
vrstom reakcije nastaju galakturonska kiselina ili digalakturonska kiselina. Ovi enzimi
imaju jaki afinitet prema nemetiliranim pektinima, inhibiraju ih ramanoza i postrani¢ni
lanci. Dobivaju se izoliranjem iz voca i povrca, a optimalno djeluju pri pH 4,5 do 5,5.
—Endopoligalakturonaze djeluju na pektin inicirajuéi nastajanje monomera galakturonske
kiseline, njihovih dimera i trimera. Efikasnost ovisi uvelike o stupnju metiliranosti
pektina, a ako je metiliranost pektina ve¢a od 75 % ovaj spoj ne moze biti hidroliziran
samo djelovanjem enzima PG. Uspjesnost djelovanja enzima PG predmnijeva prethodno
djelovanje PME, koji reducira stupanj metiliranosti.

Vecina komercijalnih enzimskih preparata kao izvor koriste gljivice i u osnovi su dobro
definirana smjesa enzima. Komercijalno dostupne pektinaze sadrze od 2 do 5 % aktivnih
enzima i viSe dodataka (Secere, anorganske soli, konzervanse) koji stabiliziraju i
standardiziraju sastav preparata. Dodavanje enzima u formi vise komponentne formulacije
ima dodatne prednosti jer istovremeno djeluje u vise smjerova. Primjer su komercijalni
preparati enzima, koji osim pektinaza sadrze i celulaze i hemicelulaze.

4.2. Celuliti€éki enzimi — celulaze

Celuloza je slozeni polisaharid koji je izgraden od linearno povezanih jedinica D-glukoze.
Pripada grupi tesko reduciraju¢ih ugljikohidrata. Potpunom hidrolizom celuloze nastaje
D-glukoza. Tu reakciju kataliziraju enzimi celulaze.

Celulaza je svaki enzim koji katalizira razgradnju celuloze i povezanih polisaharida.
Razgradnja celuloze je slozeni proces u kojem se Cesto koriste sinergijska djelovanja
multikomponentnog enzimskog kompleksa: endo i egzoglukanaza (celobiohidrolaza) i
R-glukozidaze (celobiaza). Sinergijsko djelovanje oslobada puno viSe jednostavnih
saharida. Razgradnja celuloze je efikasnija uz dodatno djelovanje lignolitickih polisaharid
monooksidaza.

Kategorizacija celulaza temelji se na tri tipa reakcija koje kataliziraju:

» endocelulaze (endoglukanaze), nasumi¢no kidaju unutarnje veze (amorfne forme
celuloze) i time stvaraju nove zavrsetke lanca celuloze.

» egzocelulaze (egzoglukanaze/celobiohidrolaze), otkidaju na krajevima lanca, nastalih
pod djelovanjem endocelulaza, dvije do ¢etiri monomerne jedinice celuloze i time stvaraju
disaharide do tetrasaharide.

» beta-glukozidaze (celobiaze), hidroliziraju produkte nastale pod djelovanjem
egzocelulaza uz nastajanje monosaharida.

31


https://bs.wikipedia.org/wiki/Polisaharid
https://bs.wikipedia.org/wiki/Glukoza
https://bs.wikipedia.org/wiki/Hidroliza
https://bs.wikipedia.org/wiki/Kataliza
https://bs.wikipedia.org/wiki/Enzim

Celulaze u procesu vinifikacije poboljSavaju maceraciju masulja i ekstrakciju 1 bistrenje
mosta. Celulaze potpomazu i presanje, povecavajuci prinos presevine.

Za potrebe proizvodnje celulaza u formi komercijalnih preparata kao ishodisni
mikroorganizmi Kkoriste se gljivice Aspergillus niger, A. nidulans i A. oryzae.

4.3. Glikozidaze, glukozidaze

Glikozidaze (nazvane i glikozidhidrolaze ili glikozilhidrolaze ili celobioze) su enzimi
koji kataliziraju hidrolizu glikozidnih veza u kompleksnim Secerima, glikanima. Glikani
su polisaharidni spojevi koji se sastoje od velikog broja glikozidno povezanih
monosaharida. Homoglikani su polimeri koje su izgradeni od samo jedne vrste
monosaharida (glukani — polimeri glukoze, fruktozani — polimeri fruktoze, galaktani—
polimeri galaktoze itd.). Heteroglikani imaju u sastavu obi¢no 2 do 4 vrste monosaharida
(na primjer amino Secere i uronske kiseline).

Beta-glukozidaze su enzimi koji kataliziraju hidrolizu glikozidne veze u D-glukozidima
(glukanima izgradenim iz D-glukoze, vezanim na RB-pozicijama) ili oligosaharidima.
Proces rezultira otpustanjem glukoze ili disaharida koje enoloski kvasci lako apsorbiraju.
Djelovanje glukozidaza u mostu 1 vinu je inhibirano glukozom pa je zbog toga njihova
djelotvornost blokirana sve do zavrSetka fermentacije. No, postoje i kvasci (za sada u fazi
razvoja) koji stvaraju glukozidaze koje nisu osjetljive na glukozu.

Enzimima (B-glukozidazama) inicirana hidroliza kompleksnih, $ecerima konjugiranih
predSasnika aroma, rezultira otpuStanjem vrlo aromati¢nih hlapljivih aglikonskih formi
mirisnih spojeva, posebice terpena.

Organolepticke osjetilne znacajke vina odreduju razli€iti spojevi koji su prisutni ve¢ u
samome grozdu (arome) ili se pojavljuju tijekom fermentacije i dozrijevanja vina
(bouquet). Mirisne i ukupne oralne osjetilne dojmove odreduju spojevi poput estera,
alkohola, tiola i terpena (linalol, nerol, geraniol).

Vecina aktivnih aromati¢nih spojeva (C13-norizoprenoidi, derivati benzena, alifatski
alkoholi, fenoli) nastaju kao sekundarni metaboliti, pretezito u kozici bobice grozda. Oko
90 % ovih spojeva se izvorno ne javljaju u slobodnoj formi, ve¢ su povezani s mono ili
disaharidima u vodotopljive bezmirisne komplekse.

Zbog niskog praga osjetljivosti terpeni posebice utjecu na osjetilni dojam. Terpeni su u
raznim kompleksima vezani na ramanaza-glukozu, arabinoza-glukozu ili apioza-glukozu.
U odredenim okolnostima uz prisutne enzime ramanozidaze, arabinozidaze ili apozidaze
pocinje sloZeni stupnjeviti proces hidrolize tih kompleksa. Prvo dolazi do odcjepljenja
terminalno vezanih Secera. U drugom koraku pod djelovanjem R-D-glukopiranozidaze
dolazi do otpustanja terpena. To znaci da se tek u drugom koraku oslobadaju terpeni, i to
oni koji su vezani na samo jednu molekulu glukoze. Medutim danas postoje i glukozidaze
koje su u stanju hidrolizirati glikozidne veze u aglikonu samo u jednom koraku, bez
obzira kako su na osnovni lanac vezani Seceri.
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U otpustanju hlapljivih aromati¢nih spojeva djelovanjem na vezane forme mirisnih
spojeva vaznu ulogu ima glukozidazni kompleks koji obi¢no sadrZi enzime:

a-L-arabinofuranozidazu koja omogucuje kompletnu razgradnju arabinoksilana,
arabinana i arabinogalaktana. Ovaj enzim katalizira kidanje internih glukozidnih veza uz
nastanak arabinofuranozil-glikozida, predsasnika kompleksnih aroma,
a-L-ramanozidazu koja omogucuje sekvencijsku hidrolizu u ramanosil-glikozidne
predSasnike kompleksnih aroma,

R-D-glukozidaza djeluje na terminalne SecCere koji se oslobadaju sekvencijskim
djelovanjem a-L-arabinofuranozidaza i o-L-ramanozidaza. Slijedno, hlapljivi spojevi
(monoterpenoli, neizoprenoidi i hlapljivi fenoli) bivaju otpusteni iz monoglikozida.

Polifenoli prisutni u crnom vinu, a posebice resveratrol, imaju u ova vremena povecéani
znacaj 1 sve popularniji interes i od strane konzumenata, ali i vinarske struke. Vecina
polifenola se u prirodi pojavljuju kao spojevi povezani (konjugirani) sa Secerima ili
organskim kiselinama, §to ih ¢ini manje dostupnima za ¢ovjeka.

Resveratrol je spoj za koji se vjeruje da ima mnoga korisna bioaktivna djelovanja na
ljudski organizam (protuupalna, antitumorska, kardio protektivna, vazo-relaksirajuca,
neuro zastitna).

Koli¢ina glikoziliranih formi resveratrola (polidatini) nadena je u crnim vinima u
koncentraciji deset puta vecoj, nego u drugim pi¢ima. Kako su modificirane (konjugirane)
forme manje bioaktivne, logi¢no je da se jedan od smjerova razvoja enzima usmjerio i
prema -glukozidazama, iz raznih gljivi¢nih sojeva, koje bi dovele do oslobadanja Ciste,
puno aktivnije forme resveratrola.

4.4. Glukanaze

Glukanaze su enzimi koji hidroliticki razgraduju visoko polimerizirane polisaharide
R-glukane u manje, linearne polisaharide. U vinarstvu su posebice korisni u dva slucaja:
tijekom dozrijevanja vina na talogu (autoliza stanica kvasaca — otpustanje polisaharida i
manoproteina) i pri hidrolitickoj razgradnji 3-glukana nastalih zbog djelovanja Botrytis c.
Polisaharidi u mo$tu i vinu potjeCu iz bobica grozda, stani¢nih stijenki (celuloze,
hemiceluloze, pektina) i iz stanicnih membrana kvasaca. Iz kvasaca se polisaharidi
otpustaju tijekom njihovog rasta ili tijekom autolize (beta-glukani). Preparati koji sadrze
kombinacije B-(1—3)- i B-(1—6)-glukanaza efikasno hidroliziraju R-glukane stani¢nih
membrana kvasaca 1 time ubrzavaju razgradnju membrana kvasaca 1 oslobadanje njenih
gradbenih komponenti.

Neki sojevi bakterija kiselog mlije¢nog vrenja (Pediococcus spp.) i gljivice Botrytis
cinerea produciraju viskozne kapsulirane nakupine ili vanstani¢ne polisaharide koji
ometaju filtriranje. Koloidni polisaharidi ne podlijezu flokulaciji, ne mogu se vezati na
adsorbente, a ne mogu se otkloniti ni filtriranjem pa je jedino rjeSenje primjena
glukanaza.

Dva tipa glukanaza su bitna za djelovanje na celulozu jer nakon njihove aktivnosti nastaju
spojevi koji olaksavaju i pospjesuju i bistrenje i filtriranje.
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Egzoglukanaze cijepaju glukanske lance uz oslobadanje glukoze kao produkta hidrolize.
Endoglukanaze kataliziraju intramolekularnu hidrolizu B-glukana uz oslobadanje
oligosaharida.

Enzimi obi¢no ne djeluju pojedinaéno veé¢ u formi enzimskog kompleksa kojeg tvore:
Egzoglukanaze, svojim djelovanjem na celulozu poticu nastajanje celobioze i glukoze.
Dodatno razgraduju i fragmente celuloze nastale pod djelovanjem endoglukanaza.
Endoglukanaze, nasumicno kataliziraju razgradnju glikozidnih veza u celulozi. Ova vrsta
enzima takoder razbija ksiloglukane u hemicelulozne grupe.

Egzo(1—3)-R-glukanaze i (1—6)-B-glukanaze razaraju glukane koje stvara Botrytis
cinerea. Botritis djeluje ve¢ na grozdu, a njegovi nepozeljni spojevi iz bobica zarazenih
sivim, ali 1 plemenitim plijesnima prelaze kasnije 1 u most i inficiraju ga.

Optimalne temperature pri kojima su ovi enzimi najefikasniji su izmedu 30 do 50 °C i
kiselosti od pH 4,5 do 6,0.

Komercijalni preparati glukanaza korisnih za vinarstvo se pripravljaju iz posebno
selektiranih sojeva Trichoderma harzianum.

Primjer usmjernog djelovanja celulaza na celulozu, dan je na Prikazu 4.2.
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Prikaz 4.2. Shema enzimske degradacije celuloze pod sinergijskim djelovanjem: endo i
egzoglukanaza, R-glukozidaza, celobioza dehidrogenaza i lignoliti¢kih enzima.

Preuzeto iz: Andlar et al. (2018).



4.5. Hemiceluloliti¢ki enzimi — hemicelulaze

Hemiceluloze su klasa polisaharida koja jako varira i po sastavu monosaharida i po
stupnju grananja. Ksiloglukani, ksilani i arabinoglukoronoksilani su nadeni kao
polisaharidne gradbene hemiceluliticke komponente stani¢nih stijenki bobica.

Hemicelulaze su grupa enzima koja omogucuje hidrolizu hemiceluloze i njenih gradbenih
elemenata: ksiloglukana, ksilana i arabinana. Ksilan je jedan od najzastupljenijih
ugljikohidrata na planeti Zemlji. Potpuna razgradnja ksilana postize se uzajamnim
djelovanjem: endo-B-1,4-ksilanaza, -D-ksilozidaza, a-D-glukoronzidaza,
a-L-arabinofuranozidaza i posebnih esteraza i galaktozidza, Prikaz 4.3.

Hemiceluloza |

G D-ksiloza p 4-O-metil-D- G Ferulinska [(E'GLU| a-D-glukoronzidaza FE Feruloil esteraza
o G ksilobioza glukoronska k., k. XYN endo-f-1,4-ksilanaza | AXE Acetilksilan esteraza
- D-galaktoza Acetilna i : —L- i i 7

g D _'(X-AF‘ 0-L-arabinofuraozidaza ()'.'gM. 0-D-galakiozidaza

O L-arabinoza grupa

ﬁ'K‘I’L R-D-ksilozidaza

Prikaz 4.3. Shematski model enzimske razgradnje hemiceluloze
Preuzeto iz: Magdadi M., (2017).

Dominantni hemiceluliti¢ni enzimi su:

« endoksilanaze (3-D-ksilan ksilanohidrolaza) hidrolizira R-d-ksilano-piranosil veze
ksilana, $to dovodi do nastajanja ksiloze i ksilooligosaharida (ksilobioze).
 [3-D-ksilozidaza (ksilan 1,4-R-ksilozidaza). Vise sinonima se koristi za ovu klasu
enzima: ksilobiaza, beta-ksilozidaza, egzo-1,4-beta-ksilozidaza, beta-D-ksilopiranozidaza,
beta-ksilozidaza, egzo-1,4-ksilozidaza, egzo-1,4-beta-D-ksilozidaza, 1,4-beta-D-ksilanska
ksilohidrolaza. Ovaj enzim Katalizira hidrolizu ksilana u ksilobiozu (disaharid ksiloznih
monomera) ili ksilooligosaharide, na nereduciraju¢im krajevima hemiceluloze, $to dovodi
do nastajanje hidrolizata, Secera D-ksiloze. Opazeno je da hidroliza pektina komercijalnim
pektinazama ili celulazama rezultira produktima koji su isti kao produkti nastali
razgradnjom hemiceluloze.

Nadeno je da neki organizmi, u funkciji sirovine za proizvodnju komercijalnih enzimskih
preparata, produciraju multikomponentne smjese, ukljucivo ksilanaze i ksilozidaze.
Gljivica Penicillium funiculosum producira smjesu enzima koja ukljucuje: o-L-
arabinofuranozidazu, 1,4-R-D-ksilanazu, R-D-ksilozidazu i 1,3-1,4-R-D-glukanazu.
Penicillium oxalicum producira kompleks koji sadrzi kompletan enzimski celuliticko-
ksilanoliti¢ki sustav.
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4.6. Proteaze

Enzimi proteaze su proteoliticke hidrolaze koje razgraduju proteine. Proteini
(bjelancevine) su biomakromolekule izgradene od amino kiselina povezanih peptidnim
vezama. Proteaze su enzimi koji cijepaju peptidne veze u proteinima, i mogu biti endo- ili
egzopeptidaze.

Proteini u most i vino dolaze iz gradbenih struktura grozda i stanica mikroorganizama
(kvasaca, bakterija). Drugi vaZzan izvor su proteinski aditivi (lizozimi, albumini, Zelatina,
kazein) koji nazalost mogu ponekad uzrokovati alergijske reakcije pri konzumaciji vina u
¢ijoj su pripravi koristeni. Vecéina ovih proteina, ali ne svi, se izgubi do zavrSetka
fermentacije i slijednih procesa dorade kakvoce vina (bistrenje, filtriranje, stabilizacija).
Medutim neke vrste patogeno aktivnih proteina: posebne R-glukanaze, hitinaze i
taumatin-proteini, i nadalje mogu zaostati u vinu. Ovi opasni proteini nastaju u biljci kao
odgovor na bakterijsku ili gljivicnu infekciju ili kao reakcija na abioticki stres. Zbog svoje
kompaktne strukture ovi proteini su otporni na kiseline vina, toplinu i proteolizu. U
kombinaciji s drugim sastojcima vina, proteini iz patogenih mikroba mogu izazvati
nezeljenu mutnocu, posebice bijelih vina. Takva neZeljena promjena ima znatni negativni
ekonomski i promocijski u¢inak.

U praksi se jo$ uvijek za otklanjanje ove greske koristi dodatak bentonita, ali je taj proces
povezan s gubitkom kvantitete i kvalitete vina. Bentoniti su kemijski aktivni pozitivno
nabijeni izmjenjivaci na koje se u razli¢itom stupnju adsorbiraju proteini. Proteini koji su
pozitivno nabijeni pri pH vina (oko 3,5) i/ili izrazito glikozilirani, poput lakaza (nastalih
pod djelovanjem botritisa) se teZe vezu na bentonite. Stoga se logi¢no namece potreba za
nalazenjem rjeSenja za efikasnije uklanjanje proteina iz vina. U svrhu zamjene za
bentonite istrazivana su djelovanja proteolitickih enzima. lako proteaze, koje su izluéili
mikroorganizmi koji obitavaju na bobicama, ostaju naglaseno aktivne pri uvjetima koji
vladaju u mostu i vinu (pH i poviSeni alkoholi), takve proteaze ne utje¢u uvijek dovoljno
na smanjenje sadrzaja proteina.

Kako efikasnost prirodno prisutnih enzima nije dovoljna da se rijesi problem prevelike
prisutnosti proteina, tretman posebnim proteazama omoguéuje minimalni gubitak
volumena i aroma. Gljiviéne proteaze dobivene iz Aspergillus sp. (aspergiloglutamini¢ne
peptidaze) pokazale su dokazano dobre rezultate (Australsko vinarstvo).

Non-Saccharomyces kvasci su vazan izvor enzima koje tijekom fermentacije otpustaju u
most/vino ukljucivo i proteaza. Sojevi Metschnikowia pulcherrima i Wickerhamomyces
anomalus izlucuju aspartat proteaze koji su u ispitivanjima pokazale dobro djelovanje na
razgradnju proteina.

4.7. Lizozim

Lizozim je enzim Koji je poznato prirodno sredstvo antimikrobne zastite 1 ve¢ se jako
dugo koristi u medicini i industriji hrane (sirevi, vino). Rast mikrobioloskih organizama u
mostu i vinu se uobicajeno kontrolira dodavanjem sumporovog dioksida.
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Medutim, prisutnost sulfita u alkoholnim pi¢ima, posebice u vinu moze kod nekih
pojedinaca izazvati od pseudoalergijskih reakcija, probavnih smetnji do anafilatickog
Soka. U praksi se koriste i druga antimikrobna sredstva, sorbinska kiselina i dimetil
karbonat, koja su aktivna u zastiti od gljivica, ali ne i od bakterija. Lizozim (lizozim
hidroklorid) izaziva jaku enzimsku hidrolizu peptidoglukana stani¢nih stijenki bakterija, a
to rezultira razgradnjom stani¢ne grade bakterija i njihovom smréu. Lizozimi su vrlo
djelotvorni u zastiti od ,,gram pozitivnih* bakterija. No ,,gram negativne* bakterije
(bakterije octenog vrenja) su relativno otporne na djelovanje ovih enzima. Komercijalni
lizozimi se proizvode iz bjelanjka kokosjih jaja, i dozvoljeno je njihovo koristenje u
vinarstvu (OlV 2001.). No, pokazano je da gram pozitivne bakterije sojeva Pediococcus
sp., Lactobacillus sp. i Oenococcus oeni nisu dovoljno efikasno hidrolizirane lizozima iz
bjelanjka jajeta. Kao moguca alternativa izvora efikasnijih lizozima pokazali su se sojevi
gljivica Streptomyces. Iz njih dobiveni enzimi pokazuju Siroki spektar bakterolitickih
aktivnosti i pod standardnim uvjetima vinifikacije.

Lizozim se pretezito koristi pri inhibiranju ili pokretanju procesa jabu¢no/mlije¢nog
vrenja, koji uzrokuju i kontroliraju bakterije jabu¢no/mlijeénog vrenja. Takva tehnologija
se posebice preferira kod vinifikacije crnih, ali i nekih bijelih vina.

Cetiri najéesc¢e primjene lizozima u tom procesu, i preporuéene doze su: a) prije pocetka
jabu¢no/mlije¢nog vrenja (rano dodavanje 100 do 150 mg/l), b) potpuna inhibicija
djelovanja bakterija i sprjeCavanje pokretanja jabu¢no/mlije¢nog vrenja (500 mg/l),

¢) zastita vina tijekom fermentacije u nepovoljnim uvjetima (250 do 300 mg/l),

d) stabilizacija vina nakon zavrSenog jabuc¢no/mlijecnog vrenja (250 do 300 mg/l).
Zaostali lizozim se moze eliminirati dodavanjem aditiva medu kojima su najefikasniji
bentoniti i meta-tartarna kiselina.

4.8. Ureaze

Povecana koli¢ina ureje u vinu nastaje pod djelovanjem kvasaca. Urea je glavni
predSasnik etil karbamata, nepozeljnog spoja koji dokazano ima i kancerogeni potencijal.
Tijekom jabuéno/mlije¢nog vrenja dodatno i bakterije kiselog mlije¢nog vrenja mogu
stvoriti posebne predsasnike etil karbamata, poput karbamoil fosfata ili iz arginina
nastalog citrulina. Posebice pri fermentaciji na vi§im temperaturama, vina mogu
sadrzavati povisene koli¢ine uretana. Zbog toga je vazno izabrati odgovarajucu starter
kulturu jabu¢no/mlijeCnog procesa, izbornog alternativnog pristupa fermentaciji, jer se
time moze smanjiti nastajanje ureje. Etilkarbamat nastaje i uvijek je prisutan i u drugim
fermentiranim pi¢ima i hrani. Maksimalno dozvoljena koncentracija ovog spoja u vinu je
Cesto zakonski regulirana. U nastojanju ogranicavanja sadrZaja ovog spoja, enzimima
katalizirano razbijanje ureje namece se kao rjeSenje eliminacije nastajanja etil karbamata.
Ureaze su uvedene u vinarstvo 1997. godine (EU) kao novi enzimski tretman, ali je bio
dozvoljen samo u iznimnim sluc¢ajevima. Enzim je razgradivao ureju u nepozeljni
amonijak i ugljikov dioksid. Komercijalni enzim ureaza, izdvojen iz Lactobacillus
fermentum, se zbog nepozeljnih dodatnih efekata vise ne koristi u vinarstvu.
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4.9. Upitno djelovanje lipaza

Lipidi u vinu nastaju u bobicama grozda u fazi njihova rasta i tijekom autolize vinskih
kvasaca. Lipidi su po kemijskoj strukturi raznoliki spojevi (masti, ulja, masne kiseline,
trigliceridi, voskovi, fosfolipidi i dr.), a osnovna im je zajedniCka znacajka netopljivost u
vodi. Poznato je da sastav lipida tijekom fermentacije podlijeze zna¢ajnim promjenama.
Prirodno prisutne lipaze, enzimi koji razgraduju lipide, su aktivne na granici faza
(ulje/voda) emulgiraju¢ih supstrata, koje tvore dugolanacane masne Kkiseline. Pod
djelovanjem lipaza se, na primjer, trigliceridi cijepaju otpustaju¢i glicerol i masne
kiseline. Korisno lipoliticko djelovanje lipaza koje produciraju neki mikroorganizmi
detektirano je samo kod malog broja za vino relevantnih Lactobacillus sojeva.

U teoriji lipaze bi se mogle koristiti u vinarstvu za razgradnju lipoidnih staniénih stijenki,
i time poboljsati ekstrakciju boje iz crnih sorti grozda.

Za razliku od lipaza, esterhidrolaze djeluju na topljive estere izgradene od relativno
kratkolanc¢anih masnih kiselina.

4.10. Nepovoljno djelovanje esterhidrolaza i fenoloksidaza

Esterhidrolaze i estersintetaze

Vinski kvasci i bakterije mlije¢no kiselog vrenja sadrze enzime Koji su povezani s
formiranjem ili razgradnjom estera.

Estersintetaze (Alkohol-aciltransferaze) poticu sintezu estera, a esterhidrolaze
(karboksilne ester hidrolaze) kataliziraju hidrolizu esterskih veza i njihovu pretvorbu u
alkohole i karboksilne Kiseline.

Esteri (etil acetat, izoamil acetat, etil heksanat, etil oktanat, etil dekanat) su spojevi koji
doprinose vrlo pozeljnom voénom osjetilnom dojmu vina. Oni se sintetiziraju u grozdu,
ali nastaju i pod djelovanjem kvasaca tijekom fermentacije. Takoder su prisutni i depsidi
koji su po sastavu esteri karboksilnih kiselina ili fenolnih Kiselina, esterificiranih
medusobno ili povezanih s drugim vrstama karboksilnih kiselina, prisutnih u grozdu (na
pr. vinskom kiselinom).

Navedeni esteri i depsidi mogu podle¢i hidrolizi pod djelovanjem cinamoil esteraze
(,,depsidaze®), koja Cesto nastaje kao nusprodukt pri proizvodnji enzimskih preparata iz
sojeva A. niger. Nastali hidroliti¢ki spojevi mogu imati negativne posljedice po kvalitetu
vina.

Enzimski oslobodene fenolkarboksilne kiseline, poput kaftarne ili kumarinske kiseline,
mogu metaboli¢ki, pod djelovanjem kvasaca, biti pretvorene u hlapljive derivate fenola
(4-vinilgvajakol i 4-vinilfenol) koji vinu daju neugodni okusni dojam.

Pozeljno je stoga da komercijalni pektinoliticki preparati ne sadrze slobodne depsidaze
(esteraze).
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Fenol hidrolaze i oksidaze

Fenolni spojevi: kaftarna kiselina, galna kiselina, vanilinska kiselina, ferulinska kiselina,
a posebice resveratrol su spojevi poznati po svom korisnom pozitivnom djelovanju na
ljudsko zdravlje. Osim $to po funkciji mogu sluZziti kao hvataci i neutralizatori reaktivnih
radikala oni dodatno aktiviraju antioksidacijske procese u stanici, a imaju i antimikrobna
svojstva. Nazalost, enzimima potaknuta oksidacija uzrokuje dramati¢ne nepoZzeljne
promjene fenola, od njihovog nastanka u grozdu pa sve do faze Cuvanja vina u boci.
Nakon §to je bobica grozda mehanicki razorena, fenoli prisutni u mostu bivaju izlozeni
dodiru sa zrakom i pod djelovanjem enzima fenoloksidaza dolazi do enzimski ubrzanog
procesa posmedivanja. Dvije su klase enzima odgovorne za takve reakcije, tirozinaze koje
nastaju u bobicama grozda, i lakaze koje u most dolaze iz gljivica, posebice iz Botrytis
cinerea.

Tirozinaza je hidrolaza koja hidrolizira monofenole u orto-difenole. Nastali spojevi
oksidacijom prelaze u intermedijerne orto-kinone, koji u slijednim koracima
polimeriziraju u obojene spojeve (posmedivanje).

Lakaza je enzim koji oksidira Siroki spektar razli¢itih fenola i slicnih spojeva,
mehanizmom u kojem sudjeluju vrlo reaktivne forme molekula, takozvani radikali.

Tirozinaze i lakaze hidroliziraju i oksidiraju fenole u vinu i time mijenjaju njihova
antioksidacijska i antimikrobna svojstva. Lakaze generalno nisu nesto dobrodoslo u vinu.

Biogeni amini (BA) su jo$ jedna klasa u vinu nepozeljnih spojeva. Oni potjecu iz grozda
ili nastaju tijekom fermentacije pod djelovanjem dekarboksilaza. Njihova uloga u vinu je
negativna. Etanol iz vina povecéava prisutnost BA inhibirajuci enzime koji su odgovorni
za detoksifikaciju tih spojeva. Enzimskom razgradnjom biogenih aromatskih spojeva
poput: tiramina, feniletilamina, triptamina ili serotonina nastaju intermedijeri koji takoder
podlijezu oksidaciji pod djelovanjem lakaza.

Blokiranje djelovanja fenoloksidaza, inicijatora evidentno Stetnih procesa oksidacije, ve¢
u ranoj fazi priprave mosta, namece se kao jedan od prioritetnih ciljeva vinifikacijskih
procesa. Stoga je berba pri $to nizim temperaturama i $to ranije dodavanje SO», koji
inhibira djelovanje fenoloksidaza, imperativ u zastiti od nezeljenih oksidacijskih procesa
(posmedivanja).
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5. Prakti¢ni pristup koristenju enzima u vinarstvu

Potencijal upotrebe enzima u vinarstvu logi¢no proizlazi iz razmatranja procesa priprave
bijelih i crnih vina, i koristi koje njihova upotreba moze donijeti. U nastavku je dan prikaz
tipiénih tehnoloskih procesa vinifikacije i koraci u kojima je preporucljivo koristiti
pojedine vrste enoloskih enzimskih dodataka, Prikaz 5.1.

Prikaz 5.1. Tipi¢ni procesi priprave vina i vrste korisnih enzima.
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Detaljnije informacije o Kkoristi pojedinih vrsta enzima proizlaze iz razmatranja koje se
vrste enzimske aktivnosti odvijaju u pojedinim procesima vinifikacije i koji se ciljani
efekti mogu time posti¢i. U Tablici 5.1. dan je sazetak potencijala primjene za vinarstvo
korisnih klasa enzima. U nastavku, Prikazi od 5.2. do 5.7., detaljno opisuju specifikacije
komercijalnih preparata korisnih za pojedine faze vinifikacije (enzimi firme Lallemand).
Svaki vinar bi pri izboru enzima trebao razmotriti: ciljano djelovanje enzima,

deklariranu namjenu enzima, specifikaciju sastava preparata, doziranje, optimalne
uvjete u kojima ¢e enzim efikasno djelovati i profil u¢inkovitosti pri njegovoj uporabi.

Tablica 5.1. Uloga enzima u vinifikaciji.

Proces vinifikacije Enzimi Cilj djelovanja enzima

Poboljsanje prinosa, pektinoliticki | smanjenje viskoznosti mosta

bistrenja i filtrabilnosti enzimi (manje pektina)

mosta

Maceracija i pektinaze hidroliza polisaharida stani¢ne stijenke, poboljSanje
fermentacija masulja (celulaze, maceracije i izluzivanja boje, kvaliteta, stabilnost,
(crno vino) hemicelulaze, | filtrabilnost

-glukozidaze)
Kasna faza fermentacije| glukozidaze | Poboljsanje aromati¢nosti odvajanjem polimernih

(bijelo vino) Secera iz bezmirisnih predsasnika

Mlado vino glukanaze autoliza kvasaca — otpustanje manoproteina iz stani¢nih

stijenki
Problemati¢ni most glukanaze razgradnja mikrobnih egzopolisaharida radi pobolj$anja
bistrenja
Vino ureaze hidroliza ureje koju su proizveli kvasci, sprje¢avanje

nastajanja etil karbamata

Most, vino lizozimi kontrola umnozavanja ML bakterija

Most, vino proteaze stabilizacija vina uz sprje¢avanje zamucenja zbog

proteina, smanjuje upotrebe bentonita

Preuzeto iz: Guérin L. (2021).

5.1. Predfermentacijske procedure i enzimi

Kozica i pulpa bobica, raznih kultivara loze, variraju u sadrzaju pektinskih spojeva, ali
uvijek ih imaju u velikoj koncentraciji. Nepotpuna hidroliza spojeva ove vrste od strane
endogenih enzima, prirodno prisutninh u grozdu, moze izazvati probleme u procesima
vinifikacije. No, ako se komercijalni pektoliti¢ki preparati dodaju u masulj prije presanja
dolazi do povecanja prinosa i intenziteta boje mosta. Za bistrenje mosta nakon presanja,
takoder je preporuka Koristiti preparate koji sadrZze pektinaze. Pektin metilesteraze i
poligalakturonaze poti¢u deesterifikaciju i hidrolizu pektinskih lanaca i ubrzavaju
otpustanje soka iz masulja, a povecava se i koli¢inu samotoka. Dodatno, djelovanje
pektinaza ima za posljedicu i skupljanje plivaju¢ih Cestica u mostu (flotacija) u vece
nakupine i njihovo taloZenje pa time i ubrzanje procesa bistrenja. To dovodi i do stvaranja
kompaktnijeg taloga. Postoje razne enoloske tehnike koje su razvijene s ciljem da vino
ima dobre vizualne znacajke 1 stabilnost. Vina koja su prosla tretman s pektinazama
pokazuju visi sadrzaj antocijanina i fenola, kao i ve¢i intenzitet obojanosti i bistrocu.
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5.1.1. Maceracija masulja, ocjedivanje i preSanje mosta

Koristenje pektinolitickih enzima u fazi priprave masulja omogucuje razgradnju pektina iz
kozice bobica, ali i oslobadanje polisaharida iz mesa bobica grozda. Maceracija masulja
(kvasenje mehanicki razorenih tkiva bobice) pospjeSuje: otpuStanje sokova, povecava
prinos samotoka i lakse oslobadanje predsasnika aroma. Pektinoliticki enzimi se koriste i
u svrhu potpore procesu presanja posebice pektinima bogatih sorti grozda i sorti koje
imaju viskoznu pulpu (sluzavo meso). Enzimi koji ciljano djeluju na kozicu su
koncentriraniji u sadrzaju pektinaza, u odnosu na enzime za bistrenje, jer trebaju biti
aktivniji u razgradnji stani¢ne stijenke. Komercijalni preparati za bijela vina imaju manji
udio ovih enzima. Rana primjena maceracijskih pektinaza je obi¢no dostatna i za
naknadno bistrenje soka i taloZzenje. Kod bijelih vina je talozenje i bistrenje ipak efikasnije
ako se nakon preSanja dodaju posebni preparati. Prikaz 5.2. (preuzet iz Lallemand
tehnicke specifikacije enzima) sazetak je opisa djelovanja komercijalnog maceracijskog
preparata. Sadrzi viSe informacija koje je pozeljno uzeti u obzir pri izboru enzima za
prakti¢nu primjenu pri procesu maceracije: cilj djelovanja, namjenu, specifikaciju sastava,
doziranje, uvjete pod kojima je efikasnost enzima optimalna i profil u¢inkovitosti.

Prikaz 5.2. Tehnicka specifikacija i profil djelovanja enzima Lallzyme OE.

CILJANO DJELOVANJE:
Maceraciia masulia crnih i bijelih sorti
Specifikacija preparata: Komercijalni naziv i profil u¢inkovitosti:
poligalakturonaza (PG) 4 500 U/g _ _
pektinmetil esteraza (PME) 1200 U/g LALLZYME OE Bistrenie
pektin liaza (PL) 85 Ulg Profil
Diel - ucinkovitosti
jelovanje: Filtriranje
Ciljana hidroliza i esterifikacija Razgkrad”’a
- ) ) ) vasca
pektina postize se djelovanjem
optimalne kombinacije pektinaza:
poligalakturonaze, pektin esterase,
pektin liaze i celulaza. Kombinacija
osigurava maceraciju, otpustanje
soka iz stanica bobica, brze
sukcesivno brze taloZenje.
Ucinkovita je i ekstrakcija boja i Doziranie:
predSasnika sortnih aroma. oziranje:
Namjena: Uvjeti (temperatural/vrijeme): Preporudena doza:
Maceracija o .
(bijelo grozde neutralnih sorti) 8-14 °C/2-12 sati 1,0-1,5 g/l
Maceracija masulja crnih sorti 18-28 °C/2-12 dana 1 g/l

Preuzeto iz: Lallemand, Lallzyme OE (2014).
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Mjerenje tehnoloske efikasnosti — najrelevantniji indikator efikasnosti je prinos presevine
(hektolitar/tona grozda). Korisno je izmjeriti volumen samotoka, volumen presevine i
koli¢inu koma.

U svrhu efikasne maceracije crnih sorti grozda koriste se slozenije kombinacije enzima,
koje ubrzano razgraduju polisaharide stani¢ne stijenke kozice bobica. Komercijalni
preparati za ovu svrhu obi¢no sadrze: pektinaze (poligalakturonazu, pektin liazu, pektin
metilesterazu) u kombinaciji s celulazama (glukanaze, R-glukozidaze) i hemicelulazama
(ksilanaze, ksilozidaze), §to olakSava difuziju tanina iz stani¢nih vakuola i stijenki. Brzim
djelovanjem kombinacije enzima postize se povecana: ekstrakcija antocijanina i tanina
(dublja i stabilnija obojenost), bolja struktura, oslobadanje aroma i predsasnika
aromati¢nosti. Dodatno se mogu razviti i izraZenije antioksidacijske znacajke.

Preparati za maceraciju crnih sorti sadrze vise hemicelulaza, nego preparati za maceraciju
bijelih sorti. Pri vinifikaciji crnih sorti nije preporucljivo koristi iste preparate koji se
koriste za bijele sorte, ako je to tehnoloski izvedivo. Obojenost crnih vina vezana je na
sadrzaj antocijanina, koji su stabilizirani vezanjem sa Secerima u kompleksne molekule.
Preparati koji sadrze poviSene antocijanaze (enzime koji razgraduju komplekse
antocijanina) negativno djeluju na stabilnost boje, uzrokujuci nestabilnost pa ak i prijelaz
u bezbojno. Enzimi za crne sorte stoga moraju imati deklaraciju da se nece pojaviti
antocijanazno djelovanje.

Za maceraciju crnih sorti mogu se upotrijebiti niZze koncentracije enzima: ako se
maceracija odvija u dugom vremenskom periodu, ako tehnologija vinifikacije omogucuje
kruzni tok 1 prelijevanje moSta preko masulja 1 ako je rije¢ o maceraciji sorti s tankom
kozicom. Povecanje doza enzima potrebno je pri procesima koji se odvijaju na nizim
temperaturama ili ako se proces Zeli ubrzati.

5.1.2. TaloZenje i bistrenje moSta

Jedna od prvih primjena enzima u vinarstvu je bila ona za pospjeSivanje taloZenja i
bistrenja mosta.

Ciljevi— Most je po svojoj prirodi mutni sok nastao nakon preSanja masulja. Koli¢ina
taloga tog soka, koji se polagano izdvaja na dnu posuda, varira s intenzitetom mehanickih
operacija tijekom presanja. Prikaz 5.3. sadrzi specifikaciju enzima koji pospjesuje
talozenje. Grubi talog (Cestice vece od 200 mikrona) imaju negativni efekt na kvalitetu
vina koje se pripravlja. Isto tako i preveliki sadrzaj finog taloga (Cestice manje od 20
mikrona) Steti kvaliteti i aromati¢nosti vina, ali i prevelika bistro¢a mosta je nepozeljna.
Efikasnost enzima u fazi taloZenja vina ovisi o: Kultivaru, zrelosti grozda i uvjetima pod
kojima se odvija berba i preSanje. lako do talozenja dolazi i spontano, korisno je
promptno nakon presanja dodati enzime-pektinaze, posebice za neke sorte grozda (na pr.
bijele). Dodavanje enzima uvijek ubrzava proces talozenja. Pektinaze esterificiraju i
hidroliziraju pektinske lance, esterificirane i neesterificirane pektine, razgradujuéi ih na
manje fragmente. Time se postize znatno snizenje viskoznosti i vec¢a brzina bistrenja
moSsta. Komercijalni enzimi ubrzavaju proces pa on obi¢no zavrSava u vremenu do 24
sata. Kombinacija pektinaza, prvenstveno poligalakturonaza/pektin esteraza, omogucuje
brzo povecanje volumena samotoka, do 10 %.
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Poligalakturonaza efikasno razgraduje samo neesterificirane pektine. Enzim pektin
esteraza potpomaze djelotvornosti poligalakturonaze.

Primjena — Enzime treba dodati §to je moguce prije po izlasku mosta iz prese. Enzimi
mogu biti dodani i ranije, tijekom punjenja prese, pa ¢ak i na masulj. Masulj se mora prije
toga zastiti od oksidacije (SO2) i drzati na odgovarajucoj temperaturi.

Mjerenje tehnoloske efikasnosti: intenzitet taloZenja moZe se procijeniti po mutnoci soka,
ili izmjerom mutno¢e takozvanom nefelometrijom (Nephelometric Turbidity Units).
Dodatno se moze provjeriti efikasnost djelovanja enzima pektin/glukan testom.
Iskustva— Vazno je kontrolirati zamucenost (ne prevelika, ne premala) i sprijeciti
moguce probleme s fermentacijom, a time posljedi¢no osigurati i kona¢nu kvalitetu vina.
Dinamika bistrenja se znacajno poboljSava koriste li se enzimi. Najvecu uspjesnost su
pokazali enzimi kada je njima tretirano zdravo grozde i most dobiven od takvog grozda.

Prikaz 5.3. Tehnicka specifikacija i profil djelovanja enzima Lallzyme HC.

CILJANO DJELOVANJE:
Bistrenje mosta i vina
Specifikacija preparata: Komercijalni naziv i profil ué¢inkovitosti:
poligalakturonaza (PG) 3500 U/g _ _
pektinmetilesteraza (PME) 1000 U/g LALLZYME HC Bistrenie
pektin liaza (PL) 106 U/g Profil
ucinkovitost
Djelovanje: :
Preparat je usmjeren ka bistrenju i Razgradnja Filtriranje
flitrabilnosti bijelih vina koja se kvasca
planiraju presati i taloziti. Ciljana
esterifikacija i hidroliza pektina
postize se djelovanjem optimalne
kombinacije triju pektinaza:
poligalakturonaze, pektin esteraze i
pektin liaze. Kombinacija osigurava
brzo i potpuno bistrenje, lakse Aromatiénost Maceracija
presanje 1 sukcesivho  brze
taloZenje. S—
Doziranje:
Namjena: Uvjeti (temperatura/vrijeme): Preporucena doza:
Brzo bistrenje mosta taloZzenjem 5-20 °C/3-12 sati 0,5-1 gl
Brzo razdvajanje slojeva Lghl
Bistrenje vina 15-25°C/1-8 dana Lgmi

Preuzeto iz: Lallemand, Lallzyme HC (2017).

Prisutnost Botrytis cinerea na grozdu, a posebice glukana koji oni stvaraju, znatno
ogranicava dobru sedimentaciju taloga. Testiranjem je kod inficiranog grozda utvrdeno
povecanje sadrzaja pektina uz smanjenje efikasnosti hidrolize. To se dogadalo pri upotrebi
komercijalnih pektinolitickih enzimskih preparata ako su dodani na grozde ili masulj (vrlo
visoki sadrzaj pektina), a u manjoj mjeri ako su dodani u most.
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Vodenje procesa preSanja, narocito zarazenog grozda, mora biti prilagodeno koriStenjem
posebnih enzima (glukanaza). U protivnome ¢e se vinar sresti s dva problema, kontrolom
ekstrakcije i efikasno$¢éu presanja. Za one kojima je struka bliska korisno bi bilo
efikasnost enzima provjeriti pektin/glukan testom (reakcija na smjesu etanol/klorovodi¢na
kiselina).

Djelovanje enzima za talozenje se oCitava kroz brze talozenje i kompaktniji talog. Efekti
variraju: od sorte do sorte, ovisno o dostignutoj zrelosti grozda i vremenu izlaganja
djelovanju enzima. Dodatno, kako djelovanje pektinoliti¢kih enzima oslabljuje stani¢ne
stijenke bobice preporucljivo je pomoci ekstrakciju, otpustanje predSasnika aromati¢nosti,
ali i dodatnu kontrolu obojenosti (ekstrakcijom antocijanina), kroz viSu koncentraciju
pektinaza i eventualnim kombiniranjem s glukozidazama (crne sorte). Iskustveno, rana
upotreba enzima skracuje predfermentacijsku proceduru i omogucuje bolju iskoristivost
tehnoloske opreme.

5.1.3. Ekstrakcija aromati¢nih spojeva

Ova namjena enzima postala je uobi¢ajena, ali rezultati koji se postizu jo§ variraju ovisno
0 uvjetima pod kojim se provodi vinifikacija. Prikazi 4. i 5. primjeri su djelovanja
enzimskih preparata (Lallemand) na masulj i most bijelih i crnih sorti grozda prvenstveno
s ciljem poviSenja aromati¢nosti vina.

Prikaz 5.4. Tehnicka specifikacija i profil djelovanja enzima Lallzyme Cuvee-Blanc.
CILJANO DJELOVANJE:

Bistrenje mosta i oslobadanje terpenskih aroma bijelih sorti

Specifikacija preparata: Komercijalni naziv i profil u¢inkovitosti:
poligalakturonaza (PG) 1800 U/g ]
- . LALLZYME Cuvée-Blanc
pektin metilesteraza (PME) 500 U/g )
pektin liaza (PL) 80 U/g _ Profil Bistrenie
beta-glukozidaza 400 Ulg utinkovitosti
Djelovanje: R dni Filtriranje
Pektinaze i niske koncentracije azgkra nja
celulaze i  hemicelulaze u vasca
kombinaciji s beta-glukozidazom
imaju niski maceracijski potencijal,
ali omogucuju bolje i efikasnije
otpustanje moSta iz masulja i brzo
bistrenje nakon preSanja, a zbog
sadrzaja  beta-glukozidaze ovaj Aromati¢nost Maceracija
preparat  povecava  aromatsku
kompleksnost bijelih sorti. _—
P J Doziranje:
Namjena: Uvjeti (temperatura/vrijeme): Preporucena doza:
Dodavanje u masulj bijelih sorti 5-12 °C/2-12 sati 2 g/hl

Preuzeto iz: Lallemand, Lallzyme Cuvee Blanc (2017).
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Pri djelovanju na masulj bijelih sorti boja nije primarni cilj, ali pove¢anje aromati¢nosti i
bistrenja jest. Za crne sorte naglasak na maceraciju je prioritetni cilj jer doprinosi i
obojenosti 1 aromati¢nosti nastalih vina.

Ciljevi — Koristenje pektolitickih, celulitickih, hemicelulitickih i glikozidaznih enzima
tijekom maceracije bijelih 1 crnih sorti grozda omogucuje brzi 1 puno efikasniji pristup
sadrzaju kozice grozda. Posljedi¢no se dobivaju vina koja su puno bolje strukturirana,
koja se lakSe bistre 1 filtriraju, a volumen moSta nakon presanja je veci.

Primjena — Enzimi za ovu svrhu se dodaju na masulj odmah nakon muljanja bijelih sorti
(kratkotrajna maceracija) ili na pocetku predfermentacijske maceracije masulja crnih sorti
(uz homogeniziranje prepumpavanjem i potapanjem).

Iskustva — Ocjenjivanje osjetilne percepcije, ovim klasama enzima tretiranog vina,
pokazuje da je vino bolje strukturirano, zaokruzeno, vo¢no i puno stabilnije obojenosti.

Efikasnost otpuStanja antocijanina moZe se pratiti vizualno i organolepticki, ali 1
mjerenjem opticke gustoce (na vise valnih duljina vidljivog spektra). Maceraciju crnih
sorti slijedno prati pocetak fermentacije mosSta u masi masulja i otpustenog mosta. Period
djelovanja enzima je u ovom slu¢aju uvjetovan ne samo ekstrakcijom fenola iz masulja
vec ovisi 0 trajanju fermentacije.

Prikaz 5.5. Tehnicka specifikacija i profil djelovanja enzima Lallzyme Cuvee-Rouge.

CILJANO DJELOVANJE:

Pred fermentacijska maceracija masulja crnog grozda

Specifikacija preparata: Komercijalni naziv i profil u¢inkovitosti:
poligalaturonaza (PG) 1500 U/g
pektin metilesteraza(PME)2400 U LALLZYME Cuvée-Rouge
pektin liaza (PL) 150 U/g mﬂ
beta-glukozidaza 300 BGD U/g Bistrenie
Djelovanje:
Preparat je specificna uravnotezena _
kombinacija, pektinaza i beta- Razgradnja Filtriranje
glukozidaza, kvasca
ciljano usmjerena na
predfermentacijsku maceraciju
masulja crnog grozda. Preparat
pospjesuje ekstrakciju boje, tanina i
oslobada polisaharide i arome
terpena iz njivih pred$asnika. Aromati¢nost Maceracija
Namjena: Doziranje:
. . Uvjeti (temperatura/vrijeme): Preporuéena doza:
Pred-ferementacijska maceracija 15-25 9C/2-6 dana
masulja crnih sorti <12 °C/2-6 dana 2-3 g/hl

Preuzeto iz: Lallemand, Lallzyme Cuvee Rouge (2017).
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[ako su antocijanini osjetljivi, labilni spojevi, oni postaju stabilniji nakon §to se povezu s
taninima u kompleksne strukture.

Medutim, zapazeno je da celulaze koje ukljucuju pojedine vrste B-D-glukozidaza razaraju
antocijanine. Zbog toga je bitno Koristiti 3-D-glukozidaze s niskim afinitetom prema
flavonoidima. Ispitivanja su pokazala da je ovakvo neZeljeno djelovanje enzima pojacano
ako se tretira nedovoljno zrelo grozde. Varijabilni rezultati efikasnosti enzima na zrelom
grozdu ovisili su o kultivaru, godistu i izabranoj tehnologiji vinifikacije. Usprkos nekim
dvojbama, zbog upitnog djelovanja na antocijanine, razvidno je da se koriStenjem
kombinacije pektolitickih 1 glukozidaznih enzima postizu korisni efekti. Prvenstveno
povisen volumen samotoka i poboljSano bistrenje i filtrabilnost, a tretirana vina crnih sorti
imaju izrazeniji taninski okus, bogatiji sadrzaj polisaharida i stabilniju obojenost.

5.2. Postfermentacijsko poboljSanje aromati¢nosti i osjetilnog dojma vina

PredSasnici (prekursori) vaznih mirisnih spojeva se u grozdu i mosStu pojavljuju u
bezmirisnim formama kemijskih spojeva. Terpeni su vazna grupa Spojeva S izrazitim
aromati¢énim znacajkama, ali njihovi su predsasnici glikozidnim vezama povezani S
razli¢itim Secerima u bezmirisne spojeve. Oslobadanje mirisnih komponenti,
razdvajanjem takozvanih aglikona od Secera, postfermentacijski, u fazi dozrijevanja vina,
mogu katalizirati glikozidaze. Primjena ovih enzima pospjesuje i ubrzava dobivanje vina s
intenzivnijim aromama.

Ciljevi— Komercijalni enzimski preparati S namjenom povecanja izri¢aja aromati¢nosti
sadrze razne glikozidaze koje omogucuju otpustanje vezanih aroma: 3-glukozidazu, o-L-
arabinozidazu, a-L-ramanozidazu i R-D-apiozidazu. Proces se odvija mehanizmom Kkoji
ukljucuje medusobno zavisnu sinergiju, a ukupni rezultat ovisi o prisutnosti svih triju
glikozidaza.

Primjena — Koristenje posebne klase B-glikozidaznih enzima usmjerenih na poboljsanje
aromati¢nosti, pogodno je za dodavanje nakon Sto je u vinu ve¢ zavrSen proces
fermentacije (Prikaz 5.6.). Trajanje djelovanja enzima ovisi o o¢ekivanim efektima na
promjenu aromati¢nosti. Kontrolu perioda djelovanja enzima i zaustavljanje njihove
aktivnosti moze se posti¢i haknadnim dodavanjem bentonita ili sumporenjem. Nadzor nad
postignutim osjetilnim dojmom najmjerodavniji je kriterij uspjes$nosti enzima. Moguce je
analizirati vrstu otpustenih i prisutnih aromatskih spojeva, ali i njihovu koncentraciju, no
to zahtjeva sloZeniju analiticku tehniku. Izbor spojeva koje se zeli analizirati vezan je
prvenstveno na specifi¢ne osjetilne znacajke sorte koju se proucava.

Iskustva — Mnoga su ispitivanja enzima koji utjeCu na aromati¢nost prvenstveno bila
usmjerena na muskatne sorte (muskati, traminci, rizling i td.) koje sadrze naglasene
primarne arome terpenskog porijekla. Glikozidaze je pogodno dodati u ve¢ odvrelo vino
ili vino koje ne sadrzi vise od 50 g/l neprevrelog Secera.

Puno manje koncentracije terpena prisutne su i u bijelim sortama (Sauvignon, Semillon,
Chardonnay i td.), ali i kod nekih crnih sorti. KoriStenje enzimskih preparata za
poboljsanje aromati¢nosti zahtjeva pazljivi nadzor radi izbjegavanja pretjerane promjene
aromati¢nosti.
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Prikaz 5.6. Tehnicka specifikacija i profil djelovanja enzima Lallzyme Beta

CILJANO DJELOVANJE:
Poveéanje aromati¢nosti veé¢ odvrelog vina
Specifikacija preparata: Komercijalni naziv i profil u¢inkovitosti:
poligalaturonaza (PG) 590 U/g X X
pektin metilesteraza (PME) 180 U LALLZYME BETA Bistrenje
pektin liaza (PL) 5 Ulg Profil
beta-glukozidaza 1500 BGDU/g udinkovitost
Razgradnja Filtriranie
- - kvasca
Djelovanje:
Ovaj enzimski preparat posjeduje
vrlo jako glikozidazno djelovanje,
zbog ciljanog povecanje arome
bijelih vina. Sto je u odvrelom vinu
vec¢i sadrzaj predSasnika aroma
veci je rezultat tretmana, jace ¢e
biti nastajanje aroma terpena. Aromaticnost Maceraciia
Enzim daje dobre rezultate ako se romatienos J
primjeni kod muskata i traminca,
ali 1 drugih aromati¢nih sorti vina.
Doziranje:
Namjena: Uvjeti (temperatura/vrijeme): Preporucena doza:
Bijela vina aromati¢nih sorti najmanje 12 °C/najmanie 3 tjedna 5 gihl

Preuzeto iz: Lallemand, Lallzyme Beta (2017).

Ponekad u uvjetima koji vladaju pri normalnim vinifikacijskim procesima hidroliza
R-glukozidazama moze biti manje efikasna. Dogada se da su rezultati pri koristenju ovih
enzima u praksi upitni, puno slabiji ili ¢ak izostanu (ovisno o sorti i godistu).

Stoga je jedan od izazova i ciljeva koji stoje pred razvojem novih vrsta enzima
unaprijediti djelovanje R-glukozidaza na nafin da nema upitne efikasnosti njihove
djelotvornosti.

No, ¢ak i kada efikasnost nije izraZzena viSom koncentracijom slobodnih aroma, u
stvarnosti enzimi uvijek mijenjanju profil osjetilnih znacajki vina. Uloga enzima u
povecanju aroma vina se temelji na oslobadanju hlapljivih mirisnih spojeva iz
predsasnika koji su bilo cisteinilizirani ili glikozilirani derivati.

U Tablici 5.2. prikazani su enzimi koji su ukljuceni u oslobadanje sortnih aroma vise
vrsta bijelih i crvenih vina. Tablica sadrzi vrste aromati¢nih hlapljivih spojeva koji
nastaju pod djelovanjem enzima, osjetilni dojam koji nastaje nakon otpuStanja
aromatic¢nih spojeva i sorte vina pri kojima se otpustaju za njih specificne arome.
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Tablica 5.2. Enzimi koji se koriste za oslobadanje aroma vina.

Enzimi Vrste oslobodenih aromati¢nih Osjetilni dojam | Sorta vina

(hlapljivih) spojeva
R-D-glukozidaza, Terpeni/ voéni i cvjetni muskat,
a-L-arabinozidaza, | a-terpineol, mirisi mirisni traminci,
a-L-ramanozidaza, | geraniol, rizling
R-D-apiozidaza nerol,

linalol,

citronelol

Ostali/ biljne arome bijela vina

C6 spojevi, alifatski alkoholi,
derivati benzena, hlapljivi fenoli

Norizoprenoidi/

travnate, Cajne,

Chardonnay, sirah,

R-damaskenon, lipa i medne merlot, Cabernet
3-hidroksi--damaskon arome Sauvignon
dihidro-a-ionon

3-okso-7,8-dihidro-a-ionol

Norizoprenoidi/ arome petroleja | rizling

1,1,6-trimetil-1,2-dihidronaftalen
(TDN),

(E) -1-(2,3,6-trimetilfenil,
buta-1,3-dien (TPB)

R-liaza,
alkohol
acetiltransferaza

Tioli/
4-merkapto-4-metilpentan-2-on
(4-MMP),
3-merkaptoheksan-1-ol (3-MH),

grejp, crni ribiz,
marakuja

Sauvignon blanc,
muskat, mirisni
traminac, rizling,
Chardonnay

3-merkaptoheksil acetat (3MHA)

Preuzeto iz: Ottone et al. (2020).
5.3. Dozrijevanje vina na talogu

Danas sve popularniji pristup poveéanju kvalitete vina u postfermentacijskoj fazi pored
enzimskog povecanja aromati¢nosti ukljucuje i kontrolirani proces dozrijevanja vina na
talogu.

Pristup povecanju kvalitete vina, njegove punoce, strukture, zaokruzenosti i ukupnog
osjetilnog dojma, pospjesuje proces dozrijevanja vina na talogu (engl. aging on lees).
Tijekom procesa fermentacije u mostu, koji se postepeno pretvara u vino (alkoholi), stalno
raste broj kvasaca (jednostani¢nih organizama), ali istovremeno pocinje i stalno traje
odumiranje dijela njihove populacije.

Razgradnja kvasaca, spontana autoliza njegovih stani¢nih membrana, izgradenih iz
glukana, hitina i manoproteina, rezultira oslobadanjem i otpustanjem tih gradbenih
spojeva u prisutni tekuéi medij (voda, alkoholi, kiseline i otopljeni Seceri).

Glukani i hitin su netopljivi, ali manoproteini su djelomicno topljivi u vinu.
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Autoliza kao prirodni proces tece vrlo sporo, ali dodatkom enzima glukanaze i hitinaze taj
proces se znatno ubrzava. Dodani enzimi pospjesuju hidrolizu glukana, a ubrzava se i
oslobadanje manoproteina.

Komercijalni enzimski preparati pripravljeni s ciljem ubrzanja autolize kvasaca sadrze 8-
glukanazu i poligalakturonazu, Prikaz 5.7., a ponekad i pektin liazu i pektin esterazu.

Prikaz 5.7. Tehnicka specifikacija i profil djelovanja enzima Lallzyme MMX.
CILJANO DJELOVANJE:

Poboljsano dozrijevanja vina na talogu — razgradnja kvasaca i lakse filtriranje

Specifikacija preparata: Komercijalni naziv i profil u¢inkovitosti:

poligalakturonaza 29000 nkat/g

B-glukanaza 80 BGXU/g LALLZYME MMX Bistrenie

Profil
Djelovanje: ucinkovitosti
Preparat je smjesa beta-glukanaza i Filtriranje
pektinaza (poligalakturonaza) i ima Razgradnja -
svrhu skradivanja i poboljsanja kvasaca

dozrijevanja na talogu (otpustanje
manoproteina,  polisaharida i
peptida). Vina dobivaju punocu,
bolji oralni osjetilni dojam i
zaokruzenost. Zbog sinergijskog .
djelovanja glukanaza i pektinaza Aromati¢nost Maceracija
preparat pospjeSuje i filtrabilnost
vina zaraZzenih botritisom

Doziranje:
Namjena: Uvjeti (temperatura/vrijeme): Preporucena doza:
Crna vina dozrijvanje na talogu . s 4-5 g/l -

10-15 °C/najmanje 6 tjedana

Bijela vina dozrijevanje na talogu 10-15 °C/najmanje 6 tjedana 2-3 g/hl

Pjenusci dozrijevanje na talogu 10-12 °C/najmanje 3 mjeseca 1g/l

150 fania Gt 2-3 g/l

Filtriranje vina bogatih glukanima 10-15 °C/najmanje 6 tjedana
(botritis)

Preuzeto iz: Lallemand. Lallzvme MMX (2021).

Primjena ovakvih formulacija enzima rezultira brzim oslobadanjem manoproteina,
poboljSanjem talozenja i stabiliziranjem boje i aroma vina. Pored procesa razgradnje
stani¢ne membrane kvasca dolazi i do oslobadanja unutarstani¢nih spojeva, posebice
polisaharida, peptida i aminokiselina. Za vinarstvo su posebice interesantni manoproteini
jer tijekom i nakon fermentacije stabiliziraju vinsku kiselinu i proteine, poboljSavaju
oralni osjetilni dojam i smanjuju trpkost. Preporuca se i koristenje manoproteina i hitina u
funkciji vezivanja i otklanjanja nepozeljnih spojeva i teskih metala.
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Polisaharidi s prisutnim polifenolima stvaraju kompleksne spojeve, a to doprinosi
poboljsanju ukupnog osjetilnog dojma vina, vecoj kompleksnosti, puno¢i i zaokruzenosti
oralnog osjetilnog dojma.

Ciljevi— Dodavanje enzima potice ubrzavanje procesa autolize kvasaca, koji u talogu
zaostaju po zavrSenoj fermentaciji, pri ¢emu se iz membrana oslobadaju topljivi
manoproteini, a razgradnjom membrane se oslobadaju i unutarstanicne komponente
(amino kiseline, peptidi, nukleotidi, polisaharidi i td.). Procesi se ubrzavaju koristenjem
odgovarajucih formulacija enzimskih preparata koji sadrze i poligalkturonazu i glukanazu.
Primjena — Enzimi se dodaju nakon zavrSene alkoholne fermentacije u vino koje je u
kontaktu s finim talogom, a ponekad i kada je u kontaktu i s grubim talogom. Najbolja
ocjena uspjesnosti enzima je okusni dojam, ali i mjerenje prisutnosti polisaharida.
Iskustva — lako se ovakvi enzimski preparati uglavnom koriste pri vinifikaciji bijelih
vina, sve vise se koriste i u crnim vinima.

Ovi enzimski preparati ubrzavaju autolizu kvasaca, ali i poboljSavaju bistrenje i
olakSavaju filtriranje. Prikaz 5.7. sadrzi tehnicku specifikaciju i profil djelovanja
komercijalnog preparata koji je preporucen za dodavanje u vino koje stari na talogu, ali 1
za olakSavanje filtriranja u slu¢ajevima povecéane prisutnosti glukana (Botrytis c.).

5.4. Postfermentacijsko bistrenje i olakSavanje filtriranja

Zbog prisutnosti kompleksne matrice koloida, cestica mutnoce, filtriranje kao proces
kojim se zavrSava vinifikacija ima veliku vaznost, svoju slozenost, delikatnost i cijenu.
Koloidi tvore stabilne Cestice mutnoce koje po prirodi spojeva mogu biti razlicitog
porijekla: proteini, polisaharidne makromolekule, glukani nastali ako je grozde inficirano
botritisom, zaostali mikroorganizmi itd. Usprkos raznim procesima bistrenja, tijekom
vinifikacije, u vinu je na kraju ponekad prisutna mutnoc¢a koju je teSko eliminirati.
Strategije za prevenciju nastajanja mutnoce, koje reduciraju koristenje bentonita, mogu se
temeljiti na vise procedura i mogu ukljuéiti: smanjivanje ionizacijskog potencijala vina,
smanjivanje koncentracije polifenola u vinu, koristenje ultra filtracije i enzimski tretman
vina pri kraju vinifikacije. Smanjivanje ionizacijskog potencijala ili smanjenje sadrzaja
polifenola nisu preporucljive metode jer dramaticno mijenjanju osjetilne znacajke vina.
Eliminiranje proteina koji uzrokuju mutno¢u korisStenjem enzima izgledno je najkorisnija
metoda jer minimalno utje¢e na gubitke volumena vina i ne mijenja mu aromati¢nost.
Enzimski preparati korisni za potporu procesu bistrenja, nakon okonéane fermentacije, se
Cesto navode i pripisuju istoj klasifikacijskoj grupi kao i enzimi koji se koriste za talozenje
mosta. No, postfermentacijsko djelovanje nije istovjetno predfermentacijskom jer u su
mostu prirodno prisutni pektini u odvrelom vinu ve¢ razgradeni.

Odlucuju¢i faktor za odabir enzima, u ovoj fazi vinifikacije, je njegovo efikasno
djelovanje na razbijanje i cijepanje postrani¢nih lanaca, vezanih na osnovnu polimernu
strukturu spojeva stanicne stijenke, a ne napad na homogalakturone.
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Pektinoliticki enzimi koji se koriste u predfermentacijskoj proceduri ipak u nekoj mjeri
potpomazu bistrenje i filtrabilnost vina. Djelovanje enzima koji se koriste za dozrijevanje
na talogu kvasaca takoder olaksavaju i filtriranje.

Olaksavanje filtriranja vina zahtjeva upotrebu 3-D-glukanaza (endo i egzo 3-D-glukanaza)
I preparate bogate pektinolitickim enzimima. Ovi preparati razgraduju i proteine i koloide
kompleksne grade. Jednim dijelom se u ovu svrhu mogu koristiti preparati opisani
Prikazom 5.7.

Ocjena uspjesnog filtriranja je mjerljiva kroz procjenu vremena u kojem se neki volumen
vina moze profiltrirati ili volumenom vina koje se profiltrira u jedinici vremena.
Dodavanjem selektiranih enzima moze se ¢ak udvostruciti volumen vina u odnosu na vino
koje se filtrira bez dodavanja enzima. TroSak dodanih enzima lako se nadoknaduje
uStedama na troskovima filtriranja.

Posebni problem predstavljaju mutnoce koje su nastale ako je za vinifikaciju koristeno
grozde zarazeno Botrytisom c., sivom ili plemenitom plijesni. Botrytis cinerea uzrokuje
povecéanu produkciju visoko molekularnih 3-1,3 i B-1,6-glukana, koji se tijekom
dozrijevanja formiraju na povrSini grozda, a tijekom vinifikacije prelaze u most i vino.
Nastale glukane nije moguce hidroliticki razgraditi ako na njega djeluju samo prirodno
prisutni endoenzimi ili ako se primjene uobicajeni procesi bistrenja ili centrifugiranja.
Razgradnja je ucinkovita ako se za degradaciju glukana koriste komercijalni enzimski
preparati koji sadrze egzo-(1—3)-p-D-glukanaze (Prikaz 5.8.) i egzo-(1—6)-p-D-
glukanaze. Proces razgradnje problemati¢nih glukana prirodno traje vise od 5 mjeseci, a
komercijalni preparati ga skra¢uju na 2 do 3 tjedna. Iste glukanaze razgraduju i druge
polisaharide koji su gradbeni elementi stani¢ne membrane kvasca.

Vina tretirana preparatima koji sadrze B-glukanaze mogu pokazati i poboljSanje mirisnih
osjetilnih znacajki, povecava se koncentracija hlapljivih spojeva, posebice: etil estera,
2-feniletanola, heksanola i trans-3-heksanola.

Glukanaze je korisno dodati u mlado vino, odmah po zavr$enoj alkoholnoj fermentaciji, i
osigurati da enzimi djeluju u trajanju od 7 do 10 dana, pri temperaturi vi$oj od 10 °C. Za
crna vina treba povecati doziranje glukanaza jer fenoli iz tih vina mogu inhibirati
djelovanje enzima. Na slican nacin se rjeSavaju problemi pri posebnoj tehnoloskoj
varijanti, procesa termovinifikacije.

Prikaz 5.8.
1,3-R-glukanaza.

Preuzeto iz: https://www.mrc-
Imb.cam.ac.uk/genomes/date/1ghs.html
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5.5. Sumarni pregled — enzimi i njihova uloga u vinarstvu

Teorijsko razumijevanje odnosa izmedu djelovanja enzima i tehnoloskih procesa, u
moderna vremena, sve vise postaje temelj vinarskoj praksi. Tri su kategorije enoloskih
enzima danas dominantne, najvise se koriste i nude na trzistu:

» Uporaba pektinolitickih enzima je najzastupljenija u vinarstvu. Enzimima ove klase
prvenstveno pripadaju: poligalakturonaze, pektin liaze i pektin metilesteraze. Njihova
funkcija je razgradnja pektina bobice grozda, ali imaju i znacajni efekt na maceraciju i
bistrenje (depektinizaciju). Preparati, kojima su osnova pektinoliticki enzimi, ¢esto sadrze
i hemicelulaze (ksilanaze) i celulaze (R-glukozidaze, glukanaze). Ovi dodatni enzimi su
obi¢no prisutni u manjim koncentracijama.

* Preparati glukozidaza djeluju na otpustanje aromati¢nih spojeva, posebice terpenola.

* Preparati koji sadrze glukanaze imaju usmjereno specifiéno djelovanje na razgradnju
stani¢ne strukture kvasaca. Pri tome dolazi do otpustanja polisaharida, ali i glukana ako je
grozde bilo zaraZeno botritisom.

U nastavku, Tablica 5.3., je dan sumarni prikaz doprinosa specificnog djelovanja
pojedinih vrsta enzima na fazne procese vinifikacije.

Tablica 5.3. Teorijske relacije vrsta enzima i njihov potencijalni doprinos procesima
vinifikacije.

Enzimi Predfermentacijski procesi Postfermentacijski procesi
taloZenje | bistrenje | preSanje | maceracija/ | poveéanje | filtrira | dozrije-
ekstrakcija aromatike | nje vanje
Poligalakturonaze m u m ™ ™
Pektinaze (PG)
Pektin liaze (PL)
Pektin metil m u n u m
esteraze (PME)
galaktanaze u m
| |
Hemi- ksilanaze
celulaze
endo-(1-4)-R-D- - - - -
Celulaze glukanaza
egzo-(1-4)-R-D- - - - -
glukanaza
R-D-glukozidaza ] u ™
Glikozidaze :
a-L-arabino
furanozidaza
a-L-ramanozidaza n n n n
Glukanaze | egzo(1-3)—(1-6) u m n
3-D-glukanaza

Preuzeto iz: Guérin and Pallas (2021).
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6. Enoloski faktori i uvjeti koji utje¢u na efikasnost enzima

Temperatura — Enzimi su po strukturi proteini, velike polimerne kompleksne strukture
koje gube svoj strukturni 1 funkcionalni integritet (denaturacija) na temperaturama viSim
od 60 °C. Kod preniskih temperatura, ispod 5°C enzimi viSe nisu dovoljno aktivni.
Optimalne temperature za korisno djelovanje enoloskih enzima leze izmedu 30 i 60 °C. Pri
temperaturama nizim od 30°C enzimi su i dalje efikasni, ali ne iskazuju svoju
maksimalnu efikasnost.

Vrijednost pH — Gotovo svi enoloski enzimi su aktivni U rasponu vrijednosti pH vina od
2,8 do 5,0 iako je optimalni raspon vrijednosti pH enoloskih enzima nesto Siri od 3,0 do
6,5.

Tolerancija na SO> — Aktivnost enzima je inhibirana u prisutnosti SO,. Pri tome se
potpuna blokada djelovanja enzima javlja ako je koncentracija sumporovog dioksida veca
od 500 mg/l. Pri sukcesivnom dodavanju sumporovog dioksida i enzima dobro je da
izmedu postoji neki vremenski razmak.

Bentoniti — Ovi pripravci adsorbiraju proteine pa zbog toga inaktiviraju i enzime. Vec i
mala doza bentonita (5 do 10 g/hl) moze zaustaviti djelovanje enzima.

Enoloski tanini — Istrazivanja su pokazala da se tanini mogu vezati na proteine,
vodikovim i hidrofobnim vezama. Logi¢no je da se i enzimi, koji su posebno strukturirani
i specificno funkcionalni proteini, prisutni u komercijalnim preparatima ponasaju
istovjetno, odnosno da se i tanini vezu na enzime i inhibiraju njihovo djelovanje.

Doziranje enzima — Potrebna doza enzima koju treba koristiti za optimalnu efikasnost
mora se procijeniti temeljem: koli¢ine supstrata koji zelimo kemijski transformirati,
vremena raspolozivog za postizanje djelotvornosti, i temperature. Koli¢ina enzima
potrebnog za postizanje efikasnog djelovanja pri niskim temperaturama moze se
kompenzirati povecanjem doze. Logi¢no je i da premala doza postaje djelotvornija ako
povisimo temperaturu.
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7. Ishodis$ni mikroorganizmi i forme komercijalnih enzimskih preparata

Premda su enzimi prisutni i djeluju u svim zivim organizmima, isplativi izvori enzima
koji sluze za pripravu preparata u industrijskim razmjerima su mikroorganizmi: bakterije i
gljivice. Ovi mikroorganizmi obitavaju u razli¢itim prirodnim staniStima poput Suma,
planina, fjordova itd. Enzimi interesantni za vinarstvo dolaze uglavnom od gljivi¢nih
vrsta mikroorganizama Aspergillus i Trichoderma. Svaka ova vrsta uklju¢uje mnoge
sojeve, koji imaju razliCite potencijale biosinteze enzima. Na primjer, poznato je da
postoji preko 10000 sojeva gljivica Aspergillus niger. Medu interesantnim i sigurnim
mikroorganizmima koji produciraju enzime dobrih znacajki, pod uvjetima koji vladaju u
vinarstvu, su i: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens i Bacillus licheiformis jer
produciraju korisne enzime, ukljucivo: glikozidaze, pektinaze i proteaze.

Postoji vise tehnoloskih procesa kojima se mogu pripraviti enzimski preparati:
kontrolirana fermentacija u teku¢em mediju ili na krutom supstratu. Slijedni proizvodni
procesi  ukljucuju: separaciju biosintetiziranih enzima od mikroorganizama,
koncentriranje, stabilizaciju, procis¢avanje, formuliranje kombinacija vise vrsta enzima,
preradu u granulate (prah) ili tekuce otopine. Jedna od korisnih tehnoloskih operacija je
prociséavanje preparata od prisutnosti cinamoil esteraze (koja potic¢e nastajanje hlapljivih
fenolnih supstrata odgovornih za nepozeljne mirise) i antocijanaza (koje kvare obojenost
vina). Tijekom zavr$nih faza procesa proizvodnje komercijalnih preparata moguca je i
priprava kombinacije viSe vrsta enzima — takozvano ,formuliranje. Na Kraju
proizvodnog procesa enzimski koncentrati se oblikuju u stabilnu, primjenski upotrebljivu
i marketinski prilagodenu formu. Enzimi se isporucuju bilo u formi granulata (praha) bilo
u formi otopine — tekuéine.

Na Prikazu 7.1. shematski su prikazane faze proizvodnje komercijalnih enzimski
preparata.

Tekuci enzimski preparati se moraju ¢uvati na niskim temperaturama (idealno na 4 °C).
Time im se zadrzava funkcionalnost, ali rok upotrebljivosti im je nazalost ograni¢en na 24
mjeseca, od datuma proizvodnje. Prednost ove forme preparata je da mogu biti dodani
direktno u most ili vino. Granulirani preparati (prah) mogu se u originalnom tvornickom
pakiranju ¢uvati do 4 godine, ali ih je prije uporabe potrebno rehidrirati, otopiti u vodi
(prema uputama proizvodaca).

Prikaz 7.1. Komercijalni enzimski preparati — shematski prikaz faza proizvodnje.

. .. Komercijalni
s Fermentacija Formulacije .
Izvor sirovina Separacija produkti
-~
Pro¢iséavanje r Tekuci
. produkti
RO . .z
o
— - I I L e
; - Koncentriranje Inaktivacija Granulirani
Mikroorganizmi mikroorganizama produkti

Preuzeto iz: Guérin and Pallas (2021).
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8. Zakonska regulativa

Proizvodnja vina se smatra dijelom industrije hrane i stoga je podlozna istim zakonskim
propisima. Medu velikim brojem komercijalnih enzima, u vinarstvu dominiraju enzimi
ekstrahirani iz kultura sojeva gljivica Aspergillus niger. Taj mikroorganizam smatra se
op¢e prihvatljiv kao siguran (engl. GRAS — generaly recognized as safe), bez opasnih
nuspojava i prihvatljiv po ,,zelenim“ kemijskim znacajkama. Enzimi koje produciraju ove
gljivice su aktivni i stabilni pod uvjetima koji vladaju u vinarstvu. Zakonska regulativa
koja definira upotrebu enzima u proizvodnji vina unutar Europske unije regulirana je od
strane organizacije OIV (International Organisation of Vine and Wine). Pojedinacne
rezolucije definiraju: opée aspekte enzima u vinarstvu, dozvoljeno djelovanje enzima,
modalitete primjene i metode mjerenja efikasnosti enzima. U nekim drzavama (SAD,
Kanada, Kina) upotreba enzima u vinu podlijeze nacionalnim regulativama.

OznacCavanje 1 sadrzaj etikete za pojedine enzimske preparate odredeni su posebnom
uredbom OIV-OENO 485-2012.

U nastavku su iz uredbi OIV - Enzimske preparacije navedeni EU obvezujudi
temeljni dokumenti i aneksi (revizija) za pojedine klase enzima.

Enzymatic Preparations—Revizija—OENO 365/2009, OENO 485/2012, Izvorno-oeno
340/2010, oeno 488/2013.

Beta-Glucanase

Revizija-OENO 27/2004, 1zvorno-oeno 5/2005,

Urease

Revizija-OENO 5/2005, Izvorno-oeno 5/2007, oeno 451/2012, oeno 489/2012,
Glycosidase

Revizija—OENO 5/2007, OENO 451/2012, OENO 489/2012, I1zvorno-oeno 6/2007,
oeno 487/2013,

Cinnamoyl Esterase Activity

Revizija—OENO 6/2007, OENO 487/2013, Izvorno-oeno 8/2008, oeno
486b/2012,

Cellulase

Revizija-OENO 8/2008, OENO 486b/2012, I1zvorno-oeno 9/2008, oeno 363/2012,
Pectinmethylesterase Activity

Revizija-OENO 9/2008, OENO 363/2012, Izvorno-oeno 10/2008, oeno
364/2012,

Polygalacturonase Activity

Revizija—OENO 10/2008 OENO 364/2012, Izvorno-oeno-313 2009-o0eno
4902012,

Galactanase Activity

Revizija-OENO 313/2009, OENO0490/2012, Izvorno-oeno 314/2009, oeno
491/2012,

Pectinlyase Activity

Revizija—OENO 314/2009, OENO491/2012, 1zvorno-oeno 365/2009,
0eno485/2012,

Beta-Glucanase Activity (B1-3, B1-6)

Revizija-OENO 340/2010, OENO 488/2013, Izvorno-oeno 412/2012
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9. Razvoj enoloskih enzima

Enzimi u formi komercijalnih pripravaka su ve¢ dobro uhodana strategija za poboljSanje
volumnog prinosa i kvalitete vina. Trenuta¢no se koriste enzimi koji se pretezito izdvajaju
iz sojeva Aspergillus gljivica, a u most ili vino se prakticira dodavanje smjese vise
enzima.

S motri$ta potroSaca najvaznije je dobro izabrati enzimski preparat, selektivnog, ciljanog i
efikasnog djelovanja, ali i to da se za njegovu proizvodnju Koriste prirodni, ekoloski
prihvatljivi materijali. Kvasci prirodno prisutni na grozdu pokazuju se sve izglednijim
ishodnim materijalom za pripravu enoloski interesantnih enzima. Takvi kvasci mogu
imati funkciju produkcije novih vrsta enzimskih preparata, ali se mogu Koristiti u
dvostrukoj funkciji ako se koriste i kao enzimsko-fermentacijske ,,starter* kulture. To se
poklapa s rastu¢im trendom proizvodnje vina uz pomo¢ kvasaca koji ne pripadaju u
porodicu Saccharomyces cerevisiae.

Veéina spojeva koji su nositelji specifiénih osjetilnih znacajki vina nastaju ili trpe
promjene tijekom vinifikacije, u reakcijama potaknutim enzimima. Enzimima potaknute
transformacije imaju vrlo vaznu ulogu i u tehnoloSkoj efikasnosti razli¢itih faza
vinifikacijskih procesa. Iako je puno napora ulozeno u razvoj novih vrsta enzima ostaje
niz jo$ uvijek nerijesenih problema, na primjer stabilizacija proteina koji su uzrok
mutnoée bijelih vina. Obecavajuéi rezultati su postignuti koriStenjem novih selekcija
gljivicnih sojeva, kao ishodnog materijala za proizvodnju enzima, ali i osloncem na
molekularnu biologiju koja generira modificirane kvasce i bakterije s optimalnim
enzimskim aktivnostima.

9.1. Enzimi danas

Enzimi su mo¢ni biokatalizatori, biotehnoloski alat koji znatno povecava efikasnost
pojedinih procesa vinifikacije i doprinosi kvaliteti vina. Njihova korist nije uvijek lako
mjerljiv efekt, posebice zbog promjenljivosti uvjeta vinifikacije i varijacija ishodnog
materijala grozda. Proc¢is¢eni enzimi mikrobioloskog porijekla, proizvedeni u formi
komercijalnih pripravaka, se sve vise koriste u vinarstvu jer njihova uporaba pridonosi
mnogim poboljSanjima i Sve to s minimalnim nezeljenim popratnim efektima i za
relativno nisku cijenu. Enzimski pripravci povecavaju prinos mosta, poboljSavaju
aromati¢nost stvarajuéi vina specifiénih sortnih osjetilnih znacajki, doprinose boljem
ukupnom osjetilnom dojmu, ubrzavaju ekstrakciju boje crnih vina iz macerata, optimiraju
brzinu enzimski potaknutih enoloskih procesa, a doprinose i lakSem otklanjanju
nepozeljnih koloidnih Cestica, uzro¢nika mutnoce, tijekom procesa stabilizacije i
filtracije. Neki spojevi prisutni u grozdu i vinu: sulfiti, etanol i biogeni amini ometaju
efikasnost djelovanja enzima.

Zbog vrlo sloZene prirode enzima, strukturne kompleksnosti i mikrobioloski varijabilnog
porijekla, nije uvijek mogucée provjeriti efikasnost (lako dostupnim analitickim
metodama) specificnog djelovanja i popratne efekte enzimskih preparata, ukljucivo i
negativne (na pr. cinamol esteraze izazivaju nepozeljno povecanje sadrZzaja metanola).
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Poteskoce nastaju i pri usporednoj procjeni komercijalnih produkata iz razli¢itih izvora.
Znanja 0 procesima pri proizvodnji enzima, ukljucivo separaciju, filtriranje i
prociS¢avanje pri zavrSetku procesa njihove priprave, sugeriraju da je sadrZaj
nusprodukata u komercijalnim preparatima mali ili zanemarivo mali. Samim time je i
opasnost od reakcija na te nusprodukte, ukljucivo i alergijske, vrlo mala.

U danasnja vremena potrosaci preferiraju zdravu, minimalno procesiranu hranu, ali i vino,
jasne deklaracije i bez skrivenih rizika.

9.2. Ciljevi razvoja novih vrsta enoloskih enzima

Kvaliteta vina je usko povezana s enzimima koji se koriste u vinarstvu. Razvoj novih
vrsta enoloskih enzima je usmjeren prema koristenju specifi¢no, ciljano usmjerenih
djelovanja i na traZzenju rjeSenja koja bi bila viSestruko korisna vinarima:

» glikozidaza, glukanaza, arabinofuranozidaza u funkciji oslobadanja terpenoidnih aroma
* enzima iz bakterija, koji mogu reducirati formiranje biogenih amina (bez lizozima)

* 3-glukozidaza koje bi povecale produkciju resveratrola (sinteza stilbena)

» glukanaza, pektinaza, ksilanaza i arabinofuranozidaza za kontrolu flokulacije i talozenja
* proteaza usmjerenih na poboljSanje stabilnosti proteina i bistrenje

» glukoza oksidoreduktaza — Klimatske promjene planetarnih razmjera, suse i zatopljenje,
imaju za posljedicu radanje grozda s visokim udjelima Secera, §to dovodi do porasta
sadrzaja alkohola u vinima novijih godista. Visoki sadrzaj alkohola ima za posljedicu veci
negativni zdravstveni utjecaj na one koji takvo vino konzumiraju, ali i na kvalitetu vina
zbog naruSene uravnotezenosti njegovih temeljnih sastojaka. Posljedica takvih dogadanja
je trend prema proizvodnji vina koja bi imala kontrolirani, sniZzeni sadrzaj alkohola.
Dodavanje glukoza oksidaza (glukoza oksidoreduktaza), moglo bi se Kkoristiti za
snizavanje sadrzaja glukoze u mostu i posljedi¢no za smanjenje alkohola u vinu (1 do 2
%). Za sada je tesko govoriti o koriStenju ove vrsta enzima u praksi jer osim ciljanog
efekta smanjenja alkohola javljaju se nepozeljni efekti koji remete procese fermentacije,
utjecu na kiselost, stabilnost boje i mijenjaju osjetilne znacajke vina.

« tanaza (hidrolaza taninske kiseline) — Tanaza se pokazala kao interesantna vrsta enzima
koja ima potencijal smanjenja taninima uzrokovanih zamuéenja vina. Ovaj enzim
katalizira hidrolizu esterskih veza tanina, poput hidrolize taninske kiseline, §to rezultira
oslobadanjem glukoze i galne kiseline. Tijekom dozrijevanja vina u hrastovim ba¢vama
dolazi do otpustanja hidrolizirajucih tanina iz drva. Ti tanini su znacajan izvor trpkosti i
gorcine vina. Tanaza hidrolizira takve tanine, onemogucuje njihovu polimerizaciju i time
osigurava nastajanje vina visoke kakvoce, visoku aromati¢nost i stabilnu obojenost.
Sprjec¢avanje polimerzacije tanina osigurava brze i efikasnije bistrenje.

Dodatno, tanini se mogu vezati s proteinima, inducirajuc¢i time mutnocu koju je tesko
eliminirati. Dodavanjem tanaza, procesi polimerizacije tanina i proteina se efikasno
sprecavaju. Time se uspjeSno osigurava bistroc¢a vina, u fazi njegovog dozrijevanja i
starenja.
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9.3. Nove generacije biokatalizatora

U svijetu biotehnologija i1 bioinZenjerstva veliki napredak je postignut u razvoju ne samo
novih vrsta enzima ve¢ | U pronalazenju novih mehanizama njihovog djelovanja.
Razvijene su nove inovativne tehnologije: koriStenja multienzimskih sustava, koriStenja
visestupanjskih, kaskadnih katalitickih procesa 1 vezivanje — imobilizacija i
koimobilizacija enzima na nosace.

9.3.1. Multienzimski sustavi — Razvojni smjerovi tehnologija novih vrsta enzima
ukljuuju i koriStenje kombinacija enzima, multikomplekse enzima, medusobno
povezanih na uredeni nacin unutar definiranog prostora, koji iniciraju vise stupanjske
katalitiCke procese. Reakcijske sustave koji kombiniraju dva ili viSe uzastopnih stupnjeva
kemijske reakcije, unutar istog prostora, bez izdvajanja reakcijskih intermedijera
nazivamo kaskadnim reakcijama. Multienzimske kaskade uklju¢uju nekoliko
biokataliti¢kih koraka, koji se mogu odvijati simultano ili u nizu. U slu¢aju simultanog
odvijanja procesa svi enzimi i svi reagensi—supstrati su prisutni od pocetka procesa i svi
se reakcijski koraci odvijaju u istom prostoru. U sluéaju sekvencijskog mehanizma,
pojedini enzimi ili supstrati se dodaju ili aktiviraju (primjena imobiliziranih ili
koimobiliziranih  enzima) nakon S§to je odredena sekvenca (reakcijski korak)
kompletirana. Kaskadne reakcije umnogome ovise i od prostornog obrasca razmjestaja
pojedinih enzima u enzimskim kompleksima. U varijanti takozvanih linearnih kaskada
produkt jednog reakcijskog koraka sluzi kao supstrat slijednog katalitickog koraka. U
ovoj vrsti kaskadnog djelovanja se izbjegava izoliranje intermedijera ¢ime se povecava
ukupno iskoristenje, koli¢ina nastalog produkta, a stedi se vrijeme i resursi.

Neke kategorizacije kaskadnih procesa, osim linearnih kaskada, spominju i: ortogonalne
(konverzija supstrata u jedan produkt, uz povezane sekundarne reakcije koje sluze za
eliminiranje nusprodukata), paralelne i ciklicke kaskade.

Graficka ilustracija kaskadnog enzimskog djelovanja dana je na slijednim prikazima,
Prikazima 9.1. Linearna kaskada (teorijski) i 9.2. Dvostupanjska kaskada (prakti¢ni
primjer).

Prikaz 9.1. Multienzimska biokataliticka kaskada (linearna).
Preuzeto iz:
https://pubs.rsc.org/image/article/2017/0B/c70b00391a/c70b00391a-f2_ hi-res.gif
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Prikaz 9.2. Shema dvostupanjskog kaskadnog reakcijskog mehanizma u kojem se iz
glikoziliranih predSasnika oslobadaju mirisni terpeni i glukoza, pod djelovanjem cetiriju
enzima: a-L-arabinofuranozidaze (ARA), a-L-ramanopiranozidaze (RAM),
R-D-apiofuranozidaze (API) i B-D-glukanopiranozidaze (RG).

Preuzeto iz: Ottone et al. (2020).

Kaskadne reakcije koje su potaknute djelovanjem enzimskih kompleksa zahtijevaju
ozbiljno teorijsko razmatranje, koje izlazi iz okvira i ciljeva ovog teksta.

Bavljenje multienzimskim sustavima trenutno spada u sam vrh znanstvenog razvoja
biokatalitickih tehnologija.

9.3.2. Imobilizacija i koimobilizacija enzima

Sinteza multistupanjskih enzimskih kompleksa, koji bi djelovali kroz kaskadni enzimski
mehanizam, je jos uvijek vrlo zahtjevna strategija koja je ostvariva, medu inim, i preko
pristupa koristenja enzimske imobilizacije i koimobilizacije.

Imobilizacija je tehnika kojom se multienzimski sklop veze na odgovarajuéi potporni
nosa¢ ili se viSe enzima medusobno povezuje bez nanoSenja na nosa¢ (engl.
support/carrier). Enzimi su blisko povezani, povecana je enzimska aktivnost, prijenos
supstrata se ciljano usmjerava, povecava se ponovna upotrebljivost enzima.

Razlic¢ite tehnike imobilizacije enzima opisane su Prikazom 9.3.
Imobilizacija moze ukljuéiti vezivanje na nosac; sluc¢ajevi (a) do (f), i metode bez nosaca;
slucajevi (g) do (i);

(a) adsorpcija — sile kojima su enzimi vezani na nosa¢ ukljucuju: hidrofobne interakcije,
vodikove veze i van der Waalsove sile.

* Prednosti: jednostavne i jeftine preparacije, modifikacija enzima nije potrebna, zadrZana
maksimalna aktivacija. Moguca je regeneracija nosaca.

» Slabosti: enzimi su na nosa¢ vezani slabim silama, podloznost gubitku—curenju enzima
(osjetljivost na promjene temperature i kiselosti (pH) i osjetljivost na hidrodinamicke
posmicne sile). Imobilizacija je nasumic¢na, stabilnost imobilizacije slaba.
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(b) povezivanje ionskim vezama — negativno (pozitivno) nabijeni enzim vezan je na
pozitivno (negativno) nabijen nosac.

* Prednosti: jednostavna i jeftina preparacija. Aktivnost enzima ostaje visoka. Srednje
jake veze izmedu enzima i nosaca. Obnova nosaca moguca.

» Slabosti: manja osjetljivost na curenje enzima, ali osrednja stabilnost imobilizacije

(c) afinitetno—komplementarno povezivanje — enzim se selektivno povezuje s metalnim
ionima nosaca preko histidinskih ostataka (veze prikazane crtkanim linijama).

* Prednosti: usmjerena dobro kontrolirana imobilizacija, izrazena specifi¢nost. Obnova
nosaca moguca.

* Slabosti: visoka cijena i slozenost imobilizacijskog procesa. Posebne grupe se moraju
vezati na povr§inu enzima, a potreban je i poseban komplementarni dodatak.

IMOBILIZACITA ENZIMA |

| Vezivanje na nosac Beznosaca

5

SR

L. -

L=} ’
e ©-
e =<
d ! k=) AL )' J' oy
A Eo-agregat (ne-katlitilks

Nosat, (a) do (d)
_ o . . makro mglekule, (albumin,
+ c mresa (e .
7y ~ Enzim+ histidin (o) # Polimema ® @ reraldehia)

[+ Ioni metala; N1, Zn* (c) - MMagnetitne Sestice (h),
. Pelupropusna barijera . magnetifng nanodestice (1)
3 Odstomik (d2) 63)

Enzim (z) do (i)

Prikaz 9.3. Modeli imobilizacije enzima.
Preuzeto iz: Bie et al. (2022).

(d1) kovalentno vezivanje — enzim se kovalentno (prikaz — pune linije) veze na aktivirani
nosac.

(d2) kovalentno vezivanje — enzim je vezan na nosa¢ preko molekula koje osiguravaju
steri¢ki razmak (engl. spacer, arm / hr. odstojnik ili razmaknica ili ruka), (prikaz — cik-cak
crtice).

* Prednosti: jaka povezanost enzima i nosafa. Visoka stabilnost. Pogodna varijanta
imobilizacije za dugotrajno koristenje.

 Slabosti: regeneracija nosaca nije izvediva. Slozenost 1 visoka cijena imobilizacije.
Rizik od gubitka aktivnosti enzima tijekom procesa imobilizacije.
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(e) inkorporacija u polimernu matricu — enzim je vezan, sputan unutar polimerne mreze
(npr. kalcijevog alginata).

(F) enkapsulacija (barijerno obavijanje) — enzim je inkorporiran unutar polupropusne
barijere (npr. poli (laktid-ko-glikolida, PLGA).

* Prednosti: nema kemijskog vezivanja izmedu enzima i nosaca, djelovanje enzima je
neometeno. Srednje visoki troSkovi i osrednja slozenost imobilizacije. Lako se postize
multienzimska imobilizacija.

« Slabosti: difuzija enzima iz polimerne mreZe ili enkapsuliranog prostora, sklonost
,curenju* nisko molekularnih formi enzima.

(9) umrezeni enzimski agregat (engl. CLEA — cross linked enzyme aggregate) — enzim i
koagregatne molekule su kovalentno vezane (pune linije) unutar matrice umrezivaca

(npr. glutaraldehida).

» Prednosti: jaka povezanost enzima u agregatu. Relativno jednostavna preparacija.
Biokatalizator je odvojen od nekatalitickog materijala. Multienzimski sustavi su dobro
stabilizirani.

» Slabosti: mogu¢ je gubitak aktivnosti, efikasnosti enzima tijekom imobilizacije. Agregat
koji ima male pore moze otezati difuziju visoko molekularnog supstrata (spoja na kojeg
enzim treba djelovati), u unutrasnjost svoje strukture. Tijekom procesa obnove
imobiliziranog sustava moze u procesu filtriranja ili centrifugiranja doé¢i do stvaranja
nakupina koje potom dodatno oteZzavaju difuziju supstrata u agregat.

(h) magneticni umrezeni enzimski agregat — agregat je istovrstan kao u prethodnom
slucaju, ali je nosa¢ magnetican.

(1) magneticni umrezeni nano enzimski agregat — sli¢no kao i pod (g), ali je umrezeni
enzimski agregat formiran umrezavanjem enzima, koagregata i magnetic¢nih nanocestica.

* Prednosti: sliéno ponaSanje kao i u sluc¢aju (g), ali uz jednostavnije obnavljanje
biokatalizatora, pod djelovanjem magnetskog polja.

* Slabosti: iste kao i kod umrezenog enzimskog agregata, ali zbog obnavljanja pod
djelovanjem magnetskog polja izbjegnuti su problemi stvaranja grudastih nakupina.

Koimobilizacija enzima ukljucuje uredenu inkorporaciju, obuhvacanje vise enzima
unutar istog prostora, bilo na nosacu, bilo unutar umrezenog enzimskog agregata s ciljem
njihovog uskladenog i kontroliranog djelovanja, sekvencijski (u nizu) ili u medusobnoj
koordinaciji. Stoga u usporedbi s koristima koje donosi imobilizacija, koimobilizacija
moze omoguciti pojedinacno, odvojeno mikrookruzenje za svaki od ukljuenih enzima,
pogodnu prostornu distribuciju i koncentraciju za svaku fazu kaskadnog procesa i blisku
povezanost enzima.

Sve to skracuje duljinu difuzijskih putova i moze doprinijeti ukupnom ubrzanju reakcije
kroz laksi kontakt sa supstratom. Koimobilizacija moZe poboljsati iskoriStenje—prinos
reakcije 1 optimiranje viSe parametara za svakog od uklju¢enih enzima, ukljucivo
topljivost, aktivnost i selektivnost djelovanja.
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No koimobilizacija, za operacije koje se odvijaju u jednoj procesnoj jedinici, zahtjeva
uvjete u kojima svi enzimi mogu razviti odgovarajucu djelotvornost i stabilnost. U
protivnom nedostatak takvih uvjeta moze djelovati pogubno po efikasnost biokatalize.

Potrebno je i identificirati intermedijerne spojeve €ije nastajanje moze djelovati Stetno po
enzime i identificirati slabo topljive ili labilne spojeve jer i oni mogu opteretiti optimalno
djelovanje enzima.

Uzev§i u obzir sve navedene potencijalne probleme primjene imobiliziranih i
koimobiliziranih enzima suzava se izbor situacija u kojima su ti sustavi optimalni, ciljani
izbor. Razmatranje svih pro i kontra argumenata preduvjet je odluke o izboru izmedu
inovativnih imobiliziranih i koimobiliziranih sustava, koji osiguravaju kompletiranje
reakcija unutar jedne procesne jedinice, i konvencionalne visestupanjske procesne
metodologije u kojoj se koriste slobodne forme enzima. Koimobilizacija je vrlo
preporucljiva kada enzimi djeluju sinergisticki, na primjer u procesima: hidrolize
polisaharida, kaskadnim reakcijama koje ukljuc¢uju sekvencijsko modificiranje supstrata
radi formiranja bitno razli¢itih produkata, a koimobilizacija je gotovo obvezna u
sustavima kada su intermedijerni spojevi nestabilni. U praksi se koriste razli¢ite tehnike
koimobilizacije;

(@) nasumicna koimobilizacija — enzimi su nasumic¢no rasporedeni unutar omedenog
prostora ili su nasumi¢no vezani na nosac ili su nasumicno povezani u umrezeni enzimski
agregat, (b)
pozicionirana koimobilizacija — uklju¢uje uredeno slijedno vezivanje enzima na
povrsinu nosaca,

(c) kompartmentalizacija — ukljucuje vezivanje pojedinih enzima unutar zasebnih
prostora, razdvojenih slojeva kapsule, ali i svih enzima u jedan prostorni kompleks —
kapsulu.

Tehnike multienzimske koimobilizacije opisane su graficki na Prikazu 9.4.;

(@) nasumicna koimobilizacija— (al) unutar kapsuliranog prostora omedenog
polupropusnom barijerom enzimi su nasumece porazmjesteni,

(a2) enzimi su vezani na povrsinu krutog nosaca, nasumi¢no porazmjesteni (veze mogu
ukljuéiti: adsorpciju, ionske ili kovalentne veze),

(a3) bez nosaca, magneticni kombinirani umrezeni enzimski agregat, koagregat i
magneti¢ne nanoCestice su kovalentno vezane unutar umrezivaca (npr. glutaraldehida),

(b) pozicionirana koimobilizacija — enzimi su vezani na povrSinu nosaca na uredeni
nacin, u nizu koji osigurava odgovarajuci redoslijed kaskadnih reakcija. Enzimi mogu biti
vezani na unutarnje zidove kapilarnih nanostruktura ili na polimere ili na strukturu DNK,

(c) kompartmentalizacija (kapsuliranje) — ukljucuje strukturiranje viSe enzima na nacin
koji imitira uvjete koji vladaju u stanicama zivih bica.
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Na prikazu su enzimi unutar kapsule odijeljeni u zasebne prostore: u unutarnjem odjeljku
enzim-1 je uklopljen u polimernu matricu. Obujmljivanjem ovog odjeljka polupropusnom
barijerom formira se kapsula, koja drzi u klopci i enzim-2. Nakon toga se aktivira vanjska
povrsina kapsule i time omogucuje vezivanje enzima-3 (kovalentnim ili nekim drugim
vezama). Koimobilizacija ove vrste ukljucuje: vezanje enzima u polimernu matricu,
kapsuliranje i vezivanje na povrsinu kapsule.

Enzim 1, (a) do (c)

€ Enzim 2, (a)do ()
®- .
38y € mmswno
'“ O Polupropusna barijera (a;,ic)
‘ Nosaé enzima, (a2)

(®) ¢e ¢ @ Ko-agregat(ne-magnetiéna
makromolekula, pa pr. albumin) (as)

@ Magneticne nanocestice (as)

:_EHE Polimerna matrica (c)

Prikaz 9.4. Razli¢ite tehnike koimobilizacije enzima.
Preuzeto iz: Bie et al. (2022).

Veliki raspon materijala: poroznog ili neporoznog, razli¢itih propusnosti i razliCite
kemijske prirode i afiniteta i razli¢itih potencijala obnovljivosti razvijen je za nosace pri
imobilizaciji/koimobilizaciji enzima. Izbori materijala ukljucuju ,klasi¢éne® nosace
hidrogele i siliku, ali i nove nanomaterijale, poluporozne materijale, keramiku i
adsorbirajuce ionski nabijene porozne nanomaterijale (engl. electrospun materials).

Usprkos mnogih zajedni¢kih znacajki s ,klasi¢nim“ nosacima razli¢iti nanomaterijali
uzrokuju drugacije efekte koji uvjetuju razlike u aktivitetu i stabilnosti enzima. Na
efikasnost djelovanja enzima utjecu i fizicka svojstva hanomaterijala (stericka struktura),
naglaSeni afinitet za vezivanje raznovrsnih kemijskih funkcionalnih grupa i bolja
prilagodba uvjetima pod kojima enzimski sklop djeluje, a i to da moze biti visekratno
upotrebljiv.
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,»Nosaci“ (oslonci) za multienzimsku imobilizaciju

Materijali koji se koriste kao ,,nosaci* (engl. support), na koje se vezu i imobiliziraju
multienzimski sklopovi, imaju vrlo veliki znac¢aj za efikasnost enzima.

Do sada su razvijeni mnogi novi materijali koji se koriste kao efikasni potporni nosaci za
koimobilizaciju multienzima: grafen, ugljine nanocjevcice (engl. carbon nanotubes —
CNT), organo-metalna reSetka (engl. metal-organic framework — MOFs), DNK
nanostrukture, sintetski polimeri i silika. Svi ovi materijali efikasno djeluju, ali i $tite
multienzimske sustave od teskih metala, visokih temperatura i drugih opasnih bioloskih
izazova, poboljSavaju stabilnost i omogucuju visekratnu upotrebljivost.

Koimobilizacija multienzimskih biokatalizatora ima i nedostataka, prvenstveno previsoku
proizvodnu cijenu 1 upitnost u kojoj su mjeri ekoloski prihvatljiviji 1 biokompatibilni
materijali koji se koriste kao ,,nosaci‘.

Na Prikazu 9.5. shematski su prikazani noviji materijali koji se koriste za multienzimsku
imobilizaciju i koimobilizaciju.

polimeri
0, u,o\ “A/B'I'S E3 g
organo-metalna i g
¥ % hRe <
reSetka o wo,  Awrs:
o

uglji¢ne nanocjevcice

DNK

Prikaz 9.5. Materijali u funkciji imobilizacijskih nosaca multienzima.
Preuzeto iz: Kongliang Xu et al. (2020).

Dizajn koimobiliziranih multienzimskih katalizatora usmjeren je prema prakti¢nosti
njihove primjene na mnogim poljima biotehnologije i bioinZenjerstva. Kada ¢e njihova
Sira primjena postati prihvatljiva i vinarstvu, nije za sada jednostavno odgovoriti.

9.4. Primjena imobiliziranih enzima u vinarstvu

Mnogi komercijalni enzimi su vazna komponenta u modernom vinarstvu. Medutim nisu
sve enzimske preparacije podjednako korisne i prilagodene uvjetima koji se javljaju u
vinifikacijskim procesima. Mnogi od problema koji su povezani s topljivim enzima koji
se direktno dodaju u vino su rjesivi ako se umjesto njih koriste imobilizirani enzimi.
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Imobilizirani enzimi su robusniji, stabilniji, mogu se obnoviti nakon upotrebe, a kona¢ni
produkt njihovog katalitickog djelovanja se lako odvaja od enzimskog sklopa i time
nestaju problemi s nezeljenom prisutnoscu zaostalih enzima—proteina.

Imobilizacija enzima (detaljnije — Poglavlje 9.3.2.)

Imobilizacija je proces kojim se enzim ili vise enzima, prije dodavanja u medij podlozan
enzimskom djelovanju, povezuje medusobno ili se vezu na neku vrstu krutog ,,nosaca*
(engl. carrier-free or carrier-bound). U slucaju koristenja nosac¢a imobilizacija enzima se
uspostavlja formiranjem kovalentnih veza ili nekovalentnih interakcija izmedu
aktiviranog nosaca i enzima. Kovalentno vezivanje na viSe pozicija nosaca (engl.
multipoint) je metoda koja daje vecu stabilizaciju imobiliziranog enzima.

Nosaci koji su U vinarstvu najéescée u upotrebi su: hitosan, agaroza i silika.

Enzimi mogu takoder biti imobilizirani ako se uklope u poroznu matricu razlicitih
materijala pretezito polimera, medu kojima je polivinil alkohol (PVA) dosta interesantan
jer posjeduje vise korisnih znacajki.

Imobilizacija koja ne ukljucuje vezivanje na nosa¢, moze sadrzati enzimski sklop koji je
povezan, umrezen U enzimski agregat. Ovakav oblik imobilizacije je dosta privlacan jer
ga je lako prirediti.

Najcesc¢i materijali koji se koriste kao umrezivaci za enzimske agregate (engl. CLEA —
cross linked enzyme agregates) su: glutaraldehid, dekstran-aldehid i PEl/karbodiimid
(polietilenimin karbodiimid). Medu njima, u vinarstvu, glutaraldehid se najcesce koristi
jer je komercijalno dostupan, cijena mu je niska, a vrlo je reaktivan. Najvaznije prednosti
umrezenih enzimskih agregata su njihova specificna usmjerena djelovanja, stabilnost,
niska cijena i moguénost ponovne upotrebljivosti.

Sliéna strategija koristi kompleksne multienzimske umreZene agregate, nastale
vezivanjem nekoliko enzima unutar jednog katalitiCkog agregata (engl. Combi CLEA).
Kombinirani multienzimski umreZeni agregati su korisni pri sekvencijskim ili kaskadnim
biokatalitickim procesima jer se enzimi zadrzavaju u ograni¢enom prostoru i blisko su
medusobno razmjesteni.

Imobilizacija enzima je strategija kojom se u biotehnoloSkim procesima zadrzava
viSekratna ponovljiva-obnovljiva kataliticka funkcija enzima.

Koimobilizacija enzima (detaljnije — Poglavlje 9.3.2.)

Koimobilizacija enzima je svakako puno kompleksnija nego imobilizacija pojedinacnih
enzima pa je to razlog zaSto je razvoj tih klasa biokatalizatora tek nedavno postao
predmetom imobilizacijskog inzenjeringa.

Moze se re¢i da koimobilizacija donosi bitno novije mogucénosti: reakcije s
koimobiliziranim enzimima omogucuju regeneraciju enzima, moguce je izdvajanje
produkata iz medija ¢ija je dalja pretvorba podlozna inhibiranju i moguca je primjena u
kaskadnim reakcijama. Koimobilizacija enzima zahtjeva odgovaraju¢e imobilizacijske
procedure pocevsi od promisljanja i1 selekcije nosaca, razmatranja mehanizma
imobilizacije i kinetike reakcija koje ¢e se katalizirati.
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Pozeljno je da se efikasnost enzima ne ugrozava procesom koimobilizacije, a da se
stabilnost koimobiliziranih enzima cak poveca. Koimobilizacija u varijanti bez nosaca
pokazala je dobar potencijal za primjenu u vinarstvu.

U toj varijanti enzimski katalizatori ne zahtijevaju prethodno procis¢avanje enzima
priredenih za komercijalne preparacije, Sto bitno smanjuje troSkove proizvodnje
imobiliziranih enzima.

Kombi-umrezeni enzimski agregati (engl. Combi CLEA), nastaju koimobilizacijom
agregata nastalog precipitacijom proteina i njegovim umrezavanjem S reaktivnom
komponentom. Takva koimobilizacija se pokazala kao obecavajuca strategija
mobiliziranja komercijalnih enzimskih preparacija koji sadrze vise vrsta enzima. Ove se
preparacije (na pr. gel perle alginata i hitosana) mogu obnoviti i biti ponovno koristene
nakon centrifugiranja ili talozenja, osim u slu¢ajevima kada su Cestice agregata manje od
10 mikrona.

Alternativne varijante za pripravu robusnijin i lako manipulirajuéih enzima Su
kapsuliranje (engl. encapsulation) agregata ili naknadna dodatna imobilizacija agregata na
krutom nosacu.

Kod imobilizacije kombi-umreZenih enzimskih agregata na nosafe treba razmotriti
mehani¢ku otpornost agregata jer bi prilikom koriStenja brzohodnih mijesalica ili
povecanih kompresija moglo do¢i do njihovog ostecenja.

Vise razli¢itih metoda koristi se za imobilizaciju 1 koimobilizaciju enzima, u praksi
provjereno Kkorisnih vinarstvu: enzimi ugradeni u alginat, enzimi vezani fizickom
adsorpcijom na anionske smole ili na ,nosac“ (nosivu podlogu) kovalentno vezani
enzimi. Pri tome nosa¢ moze biti i porozno staklo ili najlon, Prikaz 9.6.

Prikaz 9.6. Enzim vezan na
nosac — staklo.

Staklo

Preuzeto iz: Rong Ye et al. (2018).

9.4.1. Temeljne znacajke imobiliziranih enzima korisnih za vinarstvo

Prednosti koriStenja imobiliziranih enzima u vinarstvu proizlaze iz posebnosti njihovih
biokatilitickih djelovanja (slozenih specificnih mehanizama):
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* Bolja kontrola reakcija. U momentu u kojem je postignut maksimalni prinos produkta
reakcija moze biti brzo zaustavljena, a enzim uklonjen iz procesa.

Dobar primjer je reakcija hidrolize glikoziliranih terpena u mladom vinu jer je pozeljno
da se dio aroma sacuva i biva otpusten tek u fazi dozrijevanja vina ili nakon buteljiranja.
Stoga bi bilo poZeljno da samo ograni¢ena koncentracija terpena bude otpustena tijekom
vinifikacije.

* Bolja stabilnost enzima. Ova znacajka imobiliziranih enzima je jedna od bitnih. Tijekom
razli¢itih faza procesa vinifikacije mijenjaju se uvjeti pod kojima enzimi djeluju (sadrzaj
etanola, temperatura i kiselost (pH)) te oni za njihovu djelotvornost mogu postati
problemati¢ni. Stabilizacija enzima njihovim kapsuliranjem (ugradnjom), u viseslojnu
strukturu, omogucuje fazno optimiranje djelovanja pojedinih enzima pod progresivno
promjenljivim procesnim uvjetima.

* Olaksana kontrola doziranja. Visa koncentracija—doza enzima moze biti dodana ako je
potrebno kompenzirati inhibicijski efekt koji izazivaju: sumporov dioksid, fenoli i tanini,
a da se pri tome ne mijenjaju znacajke produkta katalize.

* Produkti su oslobodeni katalizatora. Pri koriStenju imobiliziranih enzima nije potrebna
posebna inaktivacija i odvajanje enzima-proteina od produkata nastalih katalizom. Na
primjer, ako se koristi imobilizirani lizozim lako ga je otkloniti iz medija, bez bojazni od
alergijskih reakcija koje bi mogao naknadno prouzrociti.

» Primjena pri kontinuiranoj vinifikaciji. Imobilizacija enzima omogucuje provodenje
kontinuiranih procesa vinifikacije §to je prednost pred konvencionalnom tehnologijom
Sarznog postupka. Isti pristup omoguéuje i primjenu pri visoko automatiziranim
procesima.

Mnoga istrazivanja koja su vezana na koriStenje imobiliziranih enzima u vinarstvu
usmjerena Su na strategiju vezivanja enzima na nosace. Pri tome se od nosaca posebice
isticu polimerne perle bazirane na biorazgradivim polimerima, poput alginata i hitosana.
Neki od komercijalno dostupnih materijala koriste i akrilne polimere. Hitosan i alginat su
netoksicni, jeftini i dostupni u razli¢itim formama (praskasti, gel, vlakna i membrane).
Zbog toga su posebice pogodni za imobilizaciju enzima koji se koriste u prehrambenoj
industriji.

Imobilizacija viSestrukim kovalentnim vezivanjem osigurava izrazitu stabilizaciju i
o¢uvanje enzima, a to omogucuje uporabu u kontinuiranim procesima i produkte
oslobodene katalizatora, $to je vrlo svrsishodno u vinarstvu.

lako je razvidno da imobilizacija enzima ima mnogo prednosti, ipak njihova primjena u
vinarstvu nije uvijek moguca i stoga treba imati na umu da je koristenje slobodnih formi
topljivih enzima Cesto optimalna varijanta biokatalize, na primjer pektinaze, celulaze i
hemicelulaze u funkciji pektolitickih enzima.

U nastavku su navedeni slucajevi u vinarstvu u kojima bi se moglo ili trebalo razmotriti
potencijale KoriStenja imobiliziranih enzima.
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9.4.2. Dodavanje imobiliziranih enzima u fazi maceracije

Pektinaze, celulaze i hemicelulaze se dodaju u most tijekom maceracije i preporuka je
dodati ih u slobodnoj, neimobiliziranoj, topljivoj formi. Slobodna, nevezana forma je
aktivna na granici faza kruto/tekuce (tkiva bobice/most), a to osigurava efikasnu
interakciju makromolekularnog supstrata (na pr. celuloze i pektina) s aktivnim
katalitickim srediStem u strukturi enzima.

Takva interakcija je efikasnija u odnosu na slozeniji mehanizam djelovanja imobiliziranih
enzima. Imobilizirana pektinaza ipak ima ulogu ako se koristi u fazi bistrenja vina.

U fazi maceracije interesantnim se pokazalo koristenje imobiliziranih glukoza
oksidoreduktaza (engl. GOX). GOX Kkatalizira oksidaciju glukoze, smanjujuéi sadrzaj
Secera, a time indirektno i etanola koji nastaje u procesu fermentacije. To je pogodno u
slucajevima kada se cilja da vino kao konac¢ni produkt sadrzi manje alkohola.
Kapsulacijom GOX-a u unutarnji prostor alginatne perle dobiva se aktivni biokatalizator
koji je prilagoden kiselosti (pH) mosta. Slobodna forma GOX-a djeluje efikasno na
redukciju koli¢ine glukoze samo u bazi¢nim uvjetima. Perle su strukturirane na nac¢in da
je njihova Suplja unutrasnjost, koja sadrzi medij drugacije vrijednosti pH od mosta,
obavijena polupropusnim slojem. Obi¢no je kiselost unutar tako imobiliziranog enzima
bliza vrijednosti pH pri kojima su enzimi efikasniji, manje je kisela.

9.4.3. Dodavanje imobiliziranih enzima u fazi fermentacije

Uzevsi u obzir uvjete pod kojima se odvija fermentacija, biokatalizatori koji su
prihvatljivi u ovoj fazi vinifikacije moraju prvenstveno imati termicku stabilnost i
zadrZati aktivnost pri razli¢itim vrijednostima pH 1 pri razli¢itim koncentracijama etanola.

Razli¢iti imobilizacijski pristupi prvenstveno ukljucuju imobilizaciju 3-glukozidaza, koje
po svojoj funkciji poticu oslobadanje spojeva koji povecavaju aromati¢nost vina. Vise
vrsta nosaca je pogodno za imobilizaciju B-glukozidaza.

Najbolji rezultati su postignuti imobilizacijom na sol-gel mikrocesticama, s polivinil
alkoholom (PVA) kao nosa¢em, a hidroliza glukozida terpena vrlo je uspjesna i pri
kori$tenju glukozidaza vezanih na hitosan Cestice.

Usporedivanjem efikasnosti, utvrdena je razlika u djelovanju slobodnih i imobiliziranih
formi 3-glukozidaza na glukozide primarnih i tercijarnih alkohola, predSasnike aroma.

U slucaju koristenja slobodnih enzima najjace je djelovanje bilo na linalol, osloboden iz
glukozidnih struktura tercijarnih alkohola.

Pri koriStenju imobiliziranih formi glukozidaza najjaca djelotvornost je bila usmjerena
prema nerolu i geraniolu, nastalin djelovanjem na glukozidne strukture primarnih
alkohola.

Trazenje optimalnih formi imobiliziranih glukozidaza iniciralo je niz eksperimentalnih i
prakti¢nih pristupa, medu kojima se isticu primjene vise vrsta nosaca 0d kojih su najceséi:
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« umreZeni enzimski agregat — komercijalna preparacija Rapidase AR 2000 (DSM co.)

* hitosan — komercijalna preparacija Cytolase PCL5 (DSM co.)

* epoksi aktivirane akrilne perle — Euperit C (Rhon Darmstat)

* polivinil alkohol magneti¢ne Cestice

» kombi-umrezeni enzimski agregat (engl. combi-CLEA) — koimobilizacija agregata
nastalog precipitacijom proteina i umrezavanja s difunkcionalnim reagensom.

Imobilzacija glukozidaza omogucuje bolju kontrolu katalitickih procesa: uklju€ivo bolju
kontrolu multienzimskih i kaskadnih procesa (kombi umrezeni enzimski agregati),
povecanje otpusStanja aroma (terpena), ali i sprecavanje djelovanja esteraza.

9.4.4. Dodavanje imobiliziranih enzima u fazi bistrenja moSta i vina

Tradicionalno se tehnologija bistrenja mosta i vina svodi na jednokratno dodavanje

enzima. lako pektinaze posjeduju izvrsna katalitiCka svojstva, ipak njihovo koriStenje u

formi slobodnih topljivih varijanti ima i losih strana. Prvenstveno je to varijabilnost u

djelovanju pod promjenljivim uvjetima maceracije i vinifikacije, a i njihova ponovna

upotrebljivost nije moguca. Procesna stabilnost i ponovljiva upotrebljivost mogucéa je ako

se koriste imobilizirane pektinaze. Siroka je paleta nosa¢a koji se mogu koristiti za

imobilizaciju pektinaza (esteraza) i poligalakturonaza (hidrolaza), sa svrhom njihovog

koristenja u procesima bistrenja i depektinizacije. Neke od tih imobiliziranih preparacija

pektinaza ili poligalkturonaza su komercijalne preparacije pojedinih kompanija (bez

preciziranog sadrzaja vrsta i udjela enzima), a neke su preparacije dobivene iz gljivica i

bakterija.

Kao nosaci se koriste:

- alginat — (komercijalne pektinoliticke preparacije: Rapidase C80 (Gist Brocades, Delft, The

Netherlands), Biopectinase CCM (Quest International, Naarden, The Netherlands), Grindamyl

3PA (Danisco, Copenhagen, Denmark) i Pectinex 3XL (Novozymes, Copenhagen, Denmark)).

« PVA (polivinil alkohol) — (komercijalne pektinoliticke preparacije: Pectinex UltraColor and

Pectinex BE XXL (Novozymes, Copenhagen, Denmark), Klerzyme 150 and Rapidase (DSM,

Delft, The Netherlands), Panzym Smash XXL and Panzym YieldMASH (Begerow, Darmstadt,

Germany)).

« umrezeni enzimski agregat (CLEA) — (komercijalne pektinoliticke preparacije: Pectinex

UltraSP-L, Pectinex Ultra Color, Pectinex Smash XXL, Novozym 33095, Pectinex Ultra Clear,

Pectinex BE XXL (Novozymes, Copenhagen, Denmark)).

« aktivirani glikozil agar-gel — (komercijalne pektinoliticke preparacije)

* PVA — ( pektinaze dobivene iz gljivica — Aspergillus niger NRClami)

- alginatna matrica—Zelatina/kalcij oksalat — (pektinaze iz gljivica — Aspergillus niger ATCC)

« ¢vrsta poliuretanska pjena — (pektinaze dobivene iz gljivica — Aspergillus niger,

komercijalna preparacija Rohapect® DAG6L (AB Enzymes, Darmstadt, Germany)).

- staklene mikrosfere, najlon 6/6 pelete, PAN perle - (pektinaze dobivene iz gljivica -
Aspergillus sp. Macer8 FJ ).

- epoksi aktivirani polimer Dilbead, Florsil i nano silika (aktivirana aldehidnim grupama) —

(pektinaze dobivene iz gljivica — Aspergillus aculeatus)

70



- alginat, agar-agar i hitosan perle (aktivirane formaldehidom) — (pektinaze dobivene iz
bakterija — Bacillus licheniformis KIBGE-1B21)
- alginat, poliakrilamid i agar-agar — (poligalakturonaze dobivene iz bakterija —
Bacillus licheniformis KIBGE-1B21)
« silikom presvucen hitosan — (komercijalna preparacija poligalakturonaze — Fluka Chemical)

Preuzeto iz: Ottone et al. (2020).

Iz prethodnog navoda razvidno je da postoji vise moguénosti preparacija imobiliziranih
pektinaza. Svaka od njih ima neke prednosti, ali i neke slabosti.

Neki od enzima imobilizirani su zarobljavanjem (bez kemijskog vezivanja) u polimernu
matricu. U ovoj varijanti kao nosaci sluze prirodni spojevi, na primjer alginat, ili sintetski
(primjer PVA). Prednost imobilizacije enzima u polimernu matricu je prije svega
jednostavnost metode i moguénost formiranja Cestica uniformnih veli¢ina. Medutim zbog
velike poroznosti matrice 1 relativno malih molekula enzima moZe do¢i do curenja enzima
iz nosaca. Ispitivane su i metode imobilizacije pektinaza kovalentno vezanih na hitosan
presvucen slojem silike. Ovakva imobilizacija rezultirala je povecanjem termicke
otpornosti katalizatora, ali 1 optimalnu efikasnost u Sirokom rasponu vrijednosti pH, od
3,0 do 4,5 Imobilizacijom pektinaza na amino-siliku presvuéenu magneti¢nim
nanocesticama postignuta je takoder otpornost u Sirem rasponu temperatura i vrijednosti
pH, a dodatno i stabilnost u duljem periodu skladistenja, a i ponovljivost upotrebe je bila
poboljsana. Koristenje metode imobilizacije na inertnom nosacu nosi odredene probleme:
dodatno poveéanje troskova procesa imobilizacije, povecava se masa inertnih materijala,
a opada specifi¢no usmjerena efikasnost biokatalizatora.

Nasuprot navedenim problemima, pristupom u kojem se Kkoriste umrezeni enzimi
(umrezeni enzimski polimerni agregati) nastaju netopljive stabilne pektinaze Ccija
preparacija je jednostavna, brza i ekonomi¢na. Kombi-umrezeni enzimski agregati (engl.
Combi CLEA) priredeni koimobilizacijom agregata pektinaza i celulaza su, u odnosu na
slobodne forme enzima, puno termicki stabilniji (dva do tri puta), a mogu se i ponovno
koristi (eksperimentalno potvrdena ¢etverokratna iskoristivost). Koimobilizirani umrezeni
agregati pektinaza mogu smanjiti mutno¢u mosta za vise od 50 %.

Zaklju¢no, korisna imobilizacija pektinaza mora pokazati: dobru biokataliticku
efikasnost, imati odgovarajucu veli¢inu pora kroz koje se moze ostvariti difuzija visoko
polimerne strukture pektina, biti stabilna pri procesnim uvjetima, a materijali koji se
koriste moraju biti neskodljivi.

9.4.5. Dodavanje imobiliziranih enzima u fazi stabilizacije i dozrijevanje vina

Pojava mutnoc¢a u bijelim vinima se u vinarijama ¢esto dogada. Problem se prvenstveno
detektira kao vizualni defekt, a okusne i mirisne znacajke vina se pritom ne mijenjaju.
Pojava mutnoca u toj fazi stabilizacije ne predstavlja ni zdravstveni rizik. Medutim
potrosacima je ova mana vina neprihvatljiva.
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Nastajanje mutnoc¢a je uglavnom uzrokovano sporom denaturacijom enzima, koji mogu
postati nestabilni tek naknadno, pri izlaganju ve¢ buteljiranih vina poviSenim
temperaturama, tijekom transporta ili skladistenja.

Dominantni proteini koji su uzro¢nicima pojave mutnoca vina su taumatin proteini
(smjesa ,,slatkih* proteina) i hitinaze, proteini nastali u fazi obrane biljke od napada
patogena.

Jos neke vrste proteina, koje su takoder nastale kao odgovor loze na napad patogena ili su
bile formirane u fazi dozrijevanja grozda: R-glukanaze, invertaze, proteini prenositelji
lipida (engl. lipid transfer proteins) i proteini povezani s dozrijevanjem grozda, takoder
utjeCu na formiranje mutnoca, ali u manjoj mjeri. Tautamin klasa proteina je manje
sklona induciranju mutnoca pri zagrijavanju. Neki od tautamina mogu cak reverzibilno,
nakon prestanka zagrijavanja, ponovno prije¢i u stabilnu formu. Hitinaze iskazuju
ireverzibilno ponasanje, ostaju nepovratno u nestabilnoj denaturiranoj formi pa se time
moze objasniti veca sklonost hitinaza formiranju mutnoca. Neproteinski faktori koji
utjecu na formiranje mutno¢e ukljucuju: polisaharide, sulfate i promjene kiselosti (pH).
Utjecaj imaju i faktori koji povecavaju koncentraciju proteina u grozdu: strojna berba,
dugotrajni transport grozda, infekcije grozda i klimatske promjene. Fenolni spojevi i
sulfati poti¢u nastanak proteinskih agregata, a polisaharidi mogu ometati procese
agregacije, ali ne i sprijeciti ih. Male promjene u kiselosti (pH) mogu utjecati na topljivost
proteina i povecati njihove interakcije s drugim makromolekulama. U veéini bijelih vina
koncentracija hitinaza je niza od koncentracije tautamina. To je vjerojatno posljedica
temperatura i pH. Tautamini imaju kuglastu strukturu, termostabilnu i manje osjetljivu na
promjenu pH.

Tradicionalno su se bentoniti koristili za uklanjanje nestabilnih proteina. Medutim,
njihova primjena je radno zahtjevna, uzrokuje gubitke vina (3 do 10 %), kvari kvalitetu
vina i posljedi¢no stvara ekoloski neprihvatljiv otpad. Tretman bentonitima je relativno
skupa metoda. Osim troSkova samog bentonita, metodu poskupljuju troskovi rada,
procesni troskovi i troskovi zbrinjavanja otpada.

Stoga je logi¢no primijeniti efikasnije tehnologije enzimske stabilizacije kojima se
problemi i dodatni troskovi izbjegavaju.

Imobilizacija proteaza

Za stabilizaciju bijelih vina preporu¢ena je primjena komercijalnih preparata
imobiliziranih kiselih proteaza (proteaza koje su specifi¢no aktivne u kiselom mediju).
Primjena slobodnih formi proteaza limitirana je zakonskim regulativama Europske unije,
jer je medu inim utvrdeno da njihova primjena u vinarstvu pokazuje nisku efikasnost 1
nisku stabilnost. Imobilizirane proteaze koje su se pokazale korisnim u vinarstvu,
prvenstveno u funkciji kontrole stabilnosti proteina, kao nosace za imobilizaciju najcesce
koriste: hitosan, akrilne i staklene perle.
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U fazi stabilizacije korisno je sprijeciti i djelovanje opasnih mikroorganizama, ali i
eliminirati prisutnost Stetnih kemijskih spojeva poput ureje.

Kao stabilizacijski korisne preparate preporuka je koristiti neke proteaze prirodnog
porijekla: bromelin (smjesa proteaza), papain (cisteinska proteaza) i proteaze koje
produciraju gljivice Aspergillus saitoi. Za zaStitu od mikroba preporuka je koristiti
imobilizirani lizozim, a za eliminaciju ureje imobilizirana ureaza.

U Tablici 9.1. navedeni su imobilizirani enzimi Kkorisni za stabilizaciju vina, ukljucivo
proteaze, lizozim i ureaze. Navedeni su i komercijalni preparati i sojevi gljivica i bakterija

iz kojih se ti enzimi mogu izdvojiti kao i nosaci koji se koriste za njihovu imobilizaciju.

Tablica 9.1. Imobilizirani enzimi koji se mogu koristiti u fazi stabilizacije i starenja vina.

Primjena | Enzim Podrijetlo Nosa¢
bromelin Prirodna biljna cisteinska hitosan perle
(smjesa proteoliti¢kih enzima) | Proteaza
Redukcija (Sigma-Aldrich, USA)
proteinskih Stabljika ananasa hitosan,
mutnoéa (Sigma-Aldrich, USA) staklene i akrilne perle
papain (cisteinska proteaza) Prirodna biljna cisteinska hitosan perle
proteaza
(Sigma-Aldrich, USA)
proteaza Aspergillus saitoi staklene i akrilne perle

(Sigma-Aldrich, USA)

hitosan perle

Kontrola lizozim bjelanjak kokosjih jaja
mikroba magneti¢ne polistirenske
mikrocestice

Micrococcus lysodeikticus

(Beijing Solarbio Science & | hitosan nanovlakna
Technology Co., Ltd.,China)

Eliminacija Lactobacillus fermentum hitosan perle
ureje ureaza (Nagase Europa GmbH,
Germany) akrilne perle

Preuzeto iz: Ottone et al. (2020).

Enzim bromelin (smjesa proteolitickih enzima — cisteinska proteaza) imobiliziran na
hitosan perlama pokazao je visoki stupanj redukcije mutnoée vina (skoro do 70 %), bez
loSih popratnih djelovanja. Bromelin je prirodna smjesa enzima, naj¢esc¢e dobiven iz
ploda (nedozrelog) i stabljike ananasa, koji osim viSe proteaza sadrzi i fosfataze,
glukozidaze, peroksidaze, celulaze i glikoprotein.

Pokazalo se da imobilizirani bromelin, u odnosu na ponasanje slobodnih enzima,
pokazuje veliku rezistenciju na u vinu prisutne inhibitore (etanol, SO., tanine).

Bromelin pokazuje i dobru efikasnost imobiliziranjem direktno na hitosan perle, ali i
umrezavanjem s glutaraldehidom.
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Prikaz 9.7. ilustracija je procesa imobilizacije bromelina. Tako je koristenje imobilizacije
bromelina na hitosan nosacu dalo vrlo dobre rezultate, pokazalo se da postoji jo§ dosta
prostora za unapredenje primjene tako imobiliziranog bromelina.

S Hitosan perl Umreiavanje s
s <2 [ ] glutaraldehidom (GDH)
~\ Otopinz [ - - e
'

hitosana |

Nazmersld  Peristaltdd=z MNametsld
mjesac pumpa mjeiac

[ Vinifikacijsld reaktor J Imobilizacija bromelina

Z Xy

Dirskino Umrezavanjs =
venvanje glutaraldshidom

Prikaz 9.7. Imobilizacija bromelina na hitosan perle (direktno vezivanje) ili

umrezavanjem s glutaraldehidom.
Preuzeto iz: https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0268005X16302132-

x1_Irg.jpg

Proteaze imobilizirane multipozicijski kovalentnim vezivanjem na gliokzil agarozu
pokazale su, u odnosu na imobilizirani bromelin, jo§ bolje rezultate, prvenstveno vecu
stabilnost.

Imobilizacija lizozima

Lizozim je enzim koji se pokazao kao vrlo uspje$na antimikrobna alternativa koristenju
sumporovog dioksida u funkciji kontrole bakterija jabu¢no-mlije¢nog vrenja. Kako su za
kontrolu tog vrenja potrebne visoke doze lizozima, mora se razmotriti i moguca pojava
alergijskih reakcija ako taj enzim zaostane u vinu u prevelikoj koncentraciji. Problem
moze biti rijeSen imobilizacijom lizozima. Lizozim koji je kovalentno vezan na nosac
moze se efikasno odstraniti iz vina. Imobilizacija kovalentnim vezivanjem je preferirana
tehnologija, kao $to je to i s drugim enzima Kkoji se koriste u vinifikacijskim procesima.
Lizozim imobiliziran na hitosanu testiran je u razliitim sortama bijelih vina. Zbog
sterickog ometanja nastalog pri kovalentnom vezivanju enzima na nosa¢ pokazalo se da je
efikasnost imobiliziranog lizozima dosta niza u usporedbi s djelovanjem slobodne forme
enzima.

Medutim, antimikrobno djelovanje imobiliziranog lizozima nije bilo ugrozeno
prisutnos¢éu SO2 i ukupnih fenola u mjeri u kojoj ti spojevi inhibiraju djelovanje slobodne
forme lizozima. Ovakvo pozitivno usporedno ponasanje je posebice bilo naglaseno pri
djelovanju imobiliziranog lizozima na crna vina, u kojima su prirodno prisutne vise
koncentracije fenola.
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Imobilizirani lizozim je pokazao puno manju osjetljivost na inhibiranje fenolima.
Imobilizacija lizozima i u drugim varijantama: na primjer kovalentnim vezivanjem na
neporozne polistirenske cestice ili primjenom magneti€nih mikrocestica, pokazala je
razlike u kinetici biokatalitickih reakcija. Sve forme imobiliziranih lizozima pokazale su
nizu efikasnost, u usporedbi sa slobodnom formom enzima, prvenstveno zbog stericke
ometenosti 1 smanjene difuzije enzima iz vezanih ili kapsuliranih formi. Stoga je trazenje
efikasne forme imobilizacije lizozima jedan od razvojnih izazova koji stoji pred
biotehnolozima.

Imobilizacija ureaze

Ureaze u imobiliziranoj formi su dosta prisutne u industriji fermentirane hrane i pica i tu
imaju temeljnu funkciju odstranjivanja ureje. lako je enzimska hidroliza ureje, koja
rezultira nastajanjem ugljikovog dioksida i amonijaka, interesantna ideja za
onemogucavanje stvaranja nepoZzeljnih karbamata, taj je pristup slabo prihvacen u
vinarstvu.,

Efikasnost tretmana jako ovisi o sadrzaju inhibitora u pojedinim vrstama vina. Alternativa
kojom se izbjegava inhibicija je imobilizacija ureaze. Imobilizirani enzim na hitosanskom
nosacu je puno manje osjetljiv na inhibiranje koje uzrokuju tanini ekstrahirani iz sjemenki
grozda. Topljive komercijalne varijante ureaze se moraju dodavati u vrlo visokim
koncentracijama, a i tada je ucinak degradacije slab. Imobilizirana ureaza je alternativno
rjeSenje koje ubrzava proces eliminiranja ureje, izbjegava se problem visokih
koncentracija enzima, a zbog netopljivosti biokatalizatora lako ga se uklanja iz vina.

9.4.6. Usporedba metoda za stabilizaciju vina

Stabilizacija proteina, uzro¢nika mutnoCe vina, pretezito se temelji na novijim
tehnologijama koje su efikasnije i ekoloski podobnije. Pri tom se koriste obnovljivi
materijali ¢ijom se primjenom smanjuju i procesni gubici vina. Jedan dio metoda
razvijenih za stabilizaciju proteina temelji se primjeni kombinacije fizikalno-enzimskih
tretmana, imobiliziranih formi enzima i primjeni vezivanja na povrSine materijala
izrazenih adsorpcijskih svojstava. Drugi dio ukljucuje primjenu posebno razvijenih
dodataka na bazi: manoproteina, hitosana i karagenana.

Postoje kljucne pretpostavke koje pri koriStenju svake od metoda treba analizirati i
vrednovati: (1) dolazi li do otpustanja bilo kojeg nezeljenog spoja tijekom tretmana,(2) da
li su troskovi regeneracije visoki, (3) generira li se otpadni materijal,

(4) da 1i je materijal koji se koristi u tretmanu viSekratno upotrebljiv i (5) da 1i tretman
utjece na kvalitetu osjetilnih znacajki vina?

Primjena pojedinih metoda stabilizacije proteina, koje ne zahtijevaju posebne dodatke,
zbirno je opisana u Tablici 9.2. U tablici su usporedene stabilizacijske metode, procesni
uvjeti (kada, koliko i pri kojoj temperaturi se koristi metoda i materijali za stabilizaciju) i
kolika je oc¢ekivana redukcija proteina izrazena postotno.
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Tablica 9.2. Pristupi i metode stabilizacije proteina, bijelih vina.

Stabilizacijska metoda Kada? | Doziranje Redukcija
proteina
Unaprjedena TF 1,6-1,8 g/l —
tradicionalna Bentoniti NF 239/l 67-95 %
metoda
Tretman ultrazvukom NF 30 %/5-10 min, —
Kombinirani 60-90 %/10 min
Toplina + enzimi enzimi
fizikalno NF 75°C/2 min + 2 ml/l enzimi | 80-90 %
lenzimski Ultrafiltracija NF ? —
Ultrafiltracija + toplina NF 62 °C /10 min + 30 mg/I 30-96 %
+ enzimi enzimi
Imobilizirani enzimi na NF 106-260 g/l 61-63 %
hitosanu
Magneti¢ne nanocestice NF ? >90 %
+ akrilna kiselina
Zeoliti NF 4-8 g/l — 1-3 sata >90 %
Adsorpcijski
. Tostirani prah sj Ki PF - — 37-85 %
tretmani ostirani pr:o\ sjemenki 5-15 g/l — 1 sat 6
grozda NF 25-32 g/l — 1 sat 90-98 %
TF 25 g/l — 72-192 sati >70 %
Cirkonij NF 3,3-5,7 g/l — 30 min do 42 %

Napomene: Tretmani — kada? (PF — prije fermentacije, TF — tijekom fermentacije, NF — nakon
fermentacije), doziranje (kada, koliko, temperatura) i ocekivana redukcija proteina (%).

Preuzeto iz: Silva-Barbieri et al. (2022).

Kombinacije termi¢ko/kemijskih tretmana i adsorbirajuéi materijali:

» Po OIV legislativi dozvoljeno je koriStenje procesa u kojem se kombinira dodavanje
enzima uz dodatno kontrolirano zagrijavanje medija. Pri koristenju metode koja ukljucuje
zagrijavanje vina i dodavanje enzima potrebno je razmotriti prikladnost tretmana za
pojedine vrste vina, jer kriva procedura moZze vino pretvoriti u nesto §to se ne moze piti.

* Tretman ultrazvukom 1 visoko tla¢na ultrafiltracija su tehnologije za stabilizaciju
proteina koja jo§ trebaju provjeru, u kojoj mjeri su korisne, a u kojoj mjeri imaju
ogranicavajuce efekte, ali i koje su mogucénosti njihovih primjena u procesima vinifikacije
pri masivnoj industrijskoj proizvodnji.

*Imobilizirani enzimi na hitosanu kao nosacu su jedan od primjera metode velikog
potencijala, ali je potrebno unaprijediti regeneraciju tih materijala. Ova metoda znatno
poboljsava imobilizacijske enzimske znacajke, uspjesna je ne samo u slu¢aju koristenja
hitosana kao nosaca, koji je ekoloski vrlo prihvatljiv, ve¢ 1 varijanti koriStenja
nanokompozita, smjese hitosana i mikrocestica gline.
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*Primjena akril/magneti¢nih nanocestica je jedan od najviSe obecavjucih tretmana, ali jo§
uvijek postoje moguénosti unapredenja ovog tretmana. Potrebno je preciznije utvrditi
dolazi li do otpustanja akrilne kiseline ili magneti¢nih komponenti u vino.

Treba provjeriti i da li materijal koji se koristi za ispiranje imobiliziranog materijala moze
prodrijeti u strukturu nosaca i posljedi¢no prije¢i u vino. Dodatno ovu tehnologiju treba
unaprijediti jer se pri regeneraciji—ispiranju producira puno otpadnog materijala.

*Tretman zeolitima daje dobre kataliticke znacajke, ali zbog otpuStanja u medij
komponenti koje mogu biti Stetne po zdravlje ili prelaze koncentracije dozvoljene OIV
propisima metoda je upitna. Stoga su potrebna daljnja istrazivanja o primjenljivost ovog
tretmana. Jedna od prednosti ove metode je moguénost naknadne primjene otpadnih
materijala u poljoprivredi.

*Od obecavajucih tehnologija svakako treba spomenuti i koriStenje tostiranog praha
sjemenki grozda (10 minuta/180 °C), jer se time u proces vra¢a materijal Koji se tretira
kao otpad u procesu vinifikacije. Nazalost, za sada, se u slucaju dodavanja tog praha u
Sarznoj varijanti vinifikacije javljaju gubici vina (3 do 10 %), koji su usporedivi s
gubicima pri primjeni bentonita. Dodatno, procesni parametri (vrijeme dodavanja i
doziranje) moraju biti prilagodeni vinifikacijskoj fazi. Dodati tostirani prah prije, tijekom
ili nakon fermentacije?

«Kontinuirani procesi u kojima se koristi cirkonij efikasno stabiliziraju bijela vina kroz
smanjenje koncentracije ukupnih proteina. Medutim zbog visoke cijene ovih materijala
treba ozbiljno razmotriti moguénost njihove primjene u industrijskim vinifikacijskim
procesima.

Posebni dodaci

Smanjenje mutnoce ili maglicavosti vina se moze posti¢i i dodavanjem posebnih aditiva
priredenih razgradnjom 1 ekstrakcijom iz mikroorganizama ili biljki. Primjena ovih
dodataka je sve popularnija i uspjes$nija i ukljucuje: manoproteine, hitosan i karagenan.
Metode u kojima se koriste ovi materijali smanjuju sadrzaj neZzeljenih proteina, a
istovremeno se ne naruSava kvaliteta osjetilnih znacajki vina.

OIV dozvoljava dodavanje u vino manoproteina, koji nastaju razgradnjom stani¢nih
membrana kvasaca, i hitosana gljivi¢énog podrijetla.

Manoproteini

Manoproteini su polisaharidi stani¢énih membrana kvasaca, visoko glikozilirani proteini
koji sadrze 1 do 10 % proteina i 85 do 90 % ugljikohidrata (pretezito manoze).
Manoproteini se otpustaju tijekom fermentacije 1 starenja vina 1 mogu se iz medija
odvojiti raznim metodama ekstrakcije. Njihova efikasnost, kao aditiva, ovisi o podlozi iz
koje su ekstrahirani i 0 metodi kojom su izdvojeni.

Obic¢no se ekstrahiraju iz kvasaca Saccharomyces cerevisiae, ali mogu biti ekstrahirani i
iz drugih vrsta kvasaca.
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Kvasci sojeva Schizosaccharomyces japonicus mogu tijekom fermentacije na
odgovarajucoj podlozi otpustiti do 7 puta viSe manoproteina nego komercijalni sojevi
Saccharomyces cerevisiae. Komercijalni manoproteini dodani u preporuc¢enim dozama
osiguravaju termicki stabilnija vina, a analiza osjetilnih znacajki pokazuje da su dobivena
vina puno kvalitetnija ako se usporede s onima tretiranim s bentonitima. Komparacijom
djelovanja manoproteina i enzima R-glukanaza, u bijelim vinima, pokazano je da
manoproteini produciraju vina koja su skoro dvostruko stabilnija od onih tretiranih R3-
glukanazom. Manoproteini povecavaju stabilnost proteina u bijelim i roze vinima.

Hitin/hitosan

Hitin i njegov derivat hitosan su polisaharidi koji selektivno eliminiraju proteine hitinaze,
koji su nastali kao posljedica reakcije loze na djelovanje patogena.

Hitin je dugolancani polimer N-acetilglukozamina, amidnog derivata glukoze. Po
zastupljenosti je drugi polisahrid u prirodi, poslije celuloze. Primarni je sastojak stani¢nih
stijenki gljiva i egzoskeleta ¢lankonozaca (insekata, rakova itd.).

Hitosan je linearni polisaharid, po sastavu nasumicno rasporedenih B-povezanih D-
glukozamina i N-acetyl-D-glukozamina. Komercijalno se proizvodi deacetilacijom hitina.
Hitosan preparati, korisni vinarstvu, su uglavnom spojevi koji se dobivaju iz gljivica
Aspergillus niger. Ovi polisaharidi se mogu takoder vezati s fenolnim spojevima i
organskim kiselinama i time sprijeciti nezeljene promjene boje i teksture vina. Djelovanje
hitosana je usmjereno i prema smanjenju koncentracije teskih metala (zeljeza, olova,
kadmija i bakra), sprecavajuéi takozvane pojave loma (Zeljezo, bakar), smanjenje druge
vrste kontaminacije i zagadenja koje mogu uzrokovati razni patogeni mikroorganizmi
(npr. Brettanomyces kvasci).

Karagenan

Karagenan je visoko molekularni polisaharid koji sadrzi disaharide galaktopiranoze, a
dobiva se ekstrakcijom iz crvenih algi. Za sada OIV ne spominje koriStenje karagenana,
iako je eksperimentalno dao vrlo dobre rezultate. Prije odobrenja za koriStenje i
komercijalizaciju karagenana i slicnih pripravaka potrebno je jo$ provjeriti: prisutnost
iona metala, sklonost nastajanju taloga ili ostataka koji mogu ugroziti procese
vinifikacije, na primjer filtriranje. Karagenan ekstrahiran iz algi ima viSe strukturnih
varijanti, kapa dolazi u formi ¢vrstog gela, jota je elastican gel, a lambda nema gel
strukturu i uglavnom se koristi kao ugusc¢ivac. Ispitivanja su pokazala da dodavanje
niskih koncentracija karagenana lambda strukture, 125 do 250 g/l, tijekom fermentacije ili
125 g/l u ve¢ odvrelo vino ima za posljedicu vecu termicku stabilnost i smanjenje
sadrzaja proteina za 75 do 90 %. Cak $tovise, dodavanje karagenana ne mijenja kemijski
sastav vina i nema utjecaj na osjetilne znacajke, u usporedbi s tretmanom bentonitima.

No, nadeno je da se javljaju i negativni ucinci pri tretmanu s karagenanom, pojavljuju se
problemi s njegovim ostacima pri filtriranju. Koncentracija nezeljenih iona metala je
upitna i varira sa strukturnom formom i prirodnim izvorom — algama.
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9.4.7. Vrednovanje metoda za stabilizaciju proteina

Neke od tehnologija kojima se postize stabilizacija proteina nastale su kao trazenje
direktne alternative za koriStenje bentonita, a neke su proizasSle iz razmatranja
mehanizama djelovanja proteina uzro¢nika nestabilnosti i trazenja kako osigurati njihovu
stabilnost ili kako eliminirati njihovu prisutnost.

Usporedba tehnologija i usporedno vrednovanje metoda za stabilizaciju vina dana je u
Tablici 9.3. Opisane su prednosti i ograni¢enja pojedinih pristupa, polaze¢i od znacajki
usporedivih s djelovanjem bentonita. Parametri koji su sluzili za vrednovanje svake
metode bili su: troskovi metode, ekoloska prihvatljivost, podobnost za industrijsku
primjenu, utjecaj na kvalitetu vina i potrebni vremenski interval, pri koristenju pojedine

metode.

Tablica 9.3. Usporedba metoda za stabilizaciju vina.

(+ povecanje, Osmanjenje)

Metoda Ekoloska Industrijska | Kvaliteta | Vrijeme
stabilizacije prihvatljivost primjena vina do trzista
bentoniti +++ 00 + 0000 +++++ + 0000 +++++
ultrazvuk +++ 00 +++ 00 + 0000 ++ 000 ++++ 0
ultrafiltracija +++ 00 ++ 000 ++++ 0 + 0000 ++++ 0
enzimi + ++ 000 ++ 000 + 0000 ++ 000 +++ 00
zagrijavanje
enzimi imobilizirani ++ 000 +++ 00 ++ 000 +++ 00 +++ 00
na hitosanu
magneti¢ne +++ 00 ++ 000 + 0000 +++ 00 ++ 000
nanocestice/akrilna
kiselina
zeoliti ++ 000 ++++ 0 ++ 000 ++ 000 +++ 00
tostirani prah ++ 000 +++ 00 +++ 00 +++ 00 ++++0
groZdanih sjemenki
cirkonij +++ 00 ++++ 0 +++ 00 +++ 00 +++ 00
Posebni dodaci
manoproteini +++ 00 +++ 00 ++++ 0 ++++ 0 ++++ 0
karagenan +++ 00 +++ 00 ++++ 0 +++ 00 +++ 00
hitosan +++ 00 +++ 00 ++++ 0 ++++ 0 ++++ 0

Preuzeto iz: Silva-Barbieri et al. (2022).
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9.4.8. Usporedna tablica tradicionalnih i modernih biokatalizatora

Tablica razlika u¢inkovitosti i prednosti izmedu tradicionalnih i modernih enzimskih

sustava.

Kriterij usporedbe

Tradicionalni enoloski
enzimi

Nova generacija
biokatalizatora

Cistoéa i sporedni efekti

Specifi¢nost i selektivnost

Stabilnost u uvjetima rada

Tehnoloski aspekt
(Primjena)

Utjecaj na filtrabilnost

Ekolosko-ekonomski
aspekt

Cesto su sirovi ekstrakti s
popratnim efektima

(npr. cinamil-esteraza koja
kvari aromu).

Sirok spektar djelovanja,
djelomicno neselektivno

cijepanje polimera u mostu.

Osjetljivi na fluktuacije pH
vrijednosti, viSu
koncentraciju SO2 i
temperature.

Jednokratno doziranje u
most/vino, ostaju trajno u
sustavu (zahtijevaju
bentonit za uklanjanje).

Djelomicna razgradnja
pektina; smanjena
ucinkovitost kod Botrytis
sirovine.

Jeftinija inicijalna cijena,
ali veci gubici kroz

korekcije mana vina i
bentonit.
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Visoko prociSceni preparati
dobiveni preciznom
fermentacijom; bez
nusefekata.

Izrazito ciljana specifi¢nost
veza (supstrat-specifi¢ni);
potpuno ocuvanje strukture
sortnih aroma.

Inzenjerski optimizirani za
visoku aktivnost pri niskom
pH, povisenom alkoholu i
prisutnosti SO2.

Mogu¢énost koristenja
imobiliziranih enzima u
reaktorima; lakSe
uklanjanje bez kvarenja
proteina.

Udinkovita i brza
degradacija botriti¢nih
beta-glukana; dramati¢no
olaksana filtracija.

Veca inicijalna investicija,
ali znatne us$tede kroz veci
prinos samotoka i
smanjenje doza SO2.



10. Rezime primjene enoloskih enzima

Vinarstvo koristi Siroku paletu enzima koji se u slobodnoj formi dodaju u macerat, most i
vino. Enzimi se koriste za pobolj$anje vise procesnih faza vinifikacije. Pektinaze, celulaze
hemicelulaze i glikozidaze se isticu u procesima maceracije, bistrenja, talozenja i
oslobadanja aroma. Glukanaze imaju kljuénu ulogu u fazi dozrijevanja i bistrenja vina.
Proteaze su efikasne u prevenciji mutnoce proteinskog porijekla. Svi ovi enzimi efikasno
djeluju pri promjenljivim uvjetima vinifikacije, termickim, kemijskim i mehanickim,
osiguravajuci stabilnost i ekonomi¢nost vinifikacijskih procesa.

Lizozim se koristi u kontroli jabu¢no/mlijeCnog vrenja i spreavanju nezeljenog
djelovanja bakterija mlije¢no kiselog vrenja. Ureaze, iako upitne iskoristivosti u
vinarstvu, omogucuju degradaciju ureje 1 sprecavaju nastajanje nepozeljnih karbamata.

Razvoj novih klasa enzima i novih tehnologija za pripravu enzimskih preparata, koji se u
vinarstvu Kkoriste kao procesni katalizatori, posebice imobiliziranih i koimobiliziranih
enzima nude vrlo obec¢avajucu buduénost.

Potencijal koriStenja imobiliziranih enzima u vinarstvu predmetom je mnogih novih
ispitivanja, eksperimentalnih i industrijskih. Imobilizacija omogucuje: bolju katalitiCku
stabilnost, katalizatori se mogu reciklirati i nastaju produkti koji ne sadrze katalizatore.
Koimobilizacija enzima, ve¢ prisutna u vidu komercijalnih preparata, je strategija kojom
se bitno mijenja pristup biokatalizi. Stvoreni su robusni katalizatori, korisne namjene za
razlicite procesne faze vinifikacije, koji omogucuju Vvodenje kaskadnih reakcija,
omogucuju visSekratno koriStenje, osiguravaju optimiranje procesa uz smanjenje utroska
enzima, a sve to bez upliva na kvalitetu vina.

Pri vodenju automatiziranih procesa proizvodnje vina kontrola enzimskih reakcija je
unaprijedena ako se koriste imobilizirani i koimobilizirani enzimi, u onim fazama procesa
gdje je to podesno. Restrikcije uporabe imobiliziranih enzima ovise 0 uvjetima vodenja
procesa, konfiguraciji reaktora, a bitan faktor je i upliv na cijenu i kvalitetu vina.

Bez obzira na vrlo ocite prednosti koriStenja imobiliziranih enzima, njihovo koriStenje u
tako sofisticiranom proizvodu kao $to je vino jo§ treba potvrdu benefita koje bi oni
vinarstvu donijeli.

Vinari imaju klju¢nu ulogu u ocjeni uspjesnosti primjene novih tehnologija i koristenja
novih dodataka, koji mijenjaju procesnu dinamiku i doprinose pobolj$anju kvalitete vina.
Uvodenje novih tehnologija i novih materijala ovisi 0 prihvac¢anju inovacija od strane
pojedinih vinara, ali i od prihvacanja promjena u nekim tradicionalno orijentiranim
vinarskim regijama.

Inovativne promjene se moraju potvrditi u malom nisko budzetnom vinarstvu, ali i u
industrijskim razmjerima, jer tek to osigurava da kvaliteta osjetilnih znacajki 1 kemijska
svojstva vina nece biti ugrozena i nece pretrpjeti nezeljene promjene i da nece biti
nepovoljnog djelovanja na ljudsko zdravlje.
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11. Zaklju¢na razmatranja

Primjena enzimskih preparata u suvremenoj enologiji odavno je nadisla okvire
jednostavnog tehnoloSkog alata za ubrzavanje procesa i postala temeljni stup precizne i
kontrolirane proizvodnje vina. Kroz analizu provedenu u ovome radu, jasno je vidljivo da
integracija specifi¢nih enzimskih skupina u klju¢nim fazama vinifikacije — od primarne
prerade i maceracije do zavrSne stabilizacije — donosi mjerljive kvantitativne i
kvalitativne prednosti. Povecanje prinosa samotoka, optimizacija ekstrakcije fenolnih
spojeva i stabilizacija boje kod crnih vina, kao 1 ciljano oslobadanje sortnih aroma,
izravno utjecu na povecanje trzisSne vrijednosti finalnog proizvoda uz smanjenje
energetskih troskova i mehanickih opterecenja na sirovinu.

Posebno vazan segment rada, potaknut zahtjevima suvremene enoloske struke i
recenzentskim smjernicama, odnosi se na nezaobilazan zaokret prema novoj generaciji
biokatalizatora. Prelazak s tradicionalnih, ¢esto grubih enzimskih ekstrakata na visoko
specifi¢ne, prociS¢ene 1 imobilizirane enzimske sustave predstavlja tehnoloSku revoluciju
u podrumarstvu. Eliminacijom nezeljenih sporednih aktivnosti, poput djelovanja cinamil-
esteraze koja degradira sortni profil vina, te uvodenjem stabilnijih biokatalizatora
dobivenih preciznom fermentacijom, modernim se vinarima otvara moguénost
mikromenadzmenta biokemijskih procesa u mostu i vinu.

Konacno, u kontekstu sve stroZih ekoloskih standarda i izrazenih klimatskih promjena
koje izravno utjecu na sastav grozda (poput ucestale pojave Botrytis cinerea ili narusenih
omjera kiselina 1 Se€era), nova generacija enzima nudi nuznu tehnolosku fleksibilnost.
Olaksavanjem filtracije problemati¢nih moSteva, ubrzavanjem autolize kvasaca u sur lie
metodi te omogucavanjem kontrole malolakti¢ne fermentacije uz pomo¢ lizozima, ovi
sustavi izravno pridonose smanjenju upotrebe sumporovog dioksida (SO2). Moderno
vinarstvo stoga ne moze promatrati enzime kao aditive koji naruSavaju prirodnost
procesa, ve¢ kao klju¢ne biotehnoloske partnere u ouvanju autenti¢nosti, stabilnosti i
vrhunske kvalitete vina.

Razvidno je da su ve¢ danas, a sutra neizostavno, enzimi novih generacija postali nuzni
element razumijevanja i upravljanja biokemijskim procesima, a ni vinarstvo tu nije
iznimka.
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