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1 POVZETEK

Fermentacija je biokemijski, eksotermen proces, ki ga aktivnho uporabljajo v zivilski
tehnologiji, v proizvodnji mle¢nih izdelkov in alkoholnih pija¢. Z naSo raziskovalno nalogo
smo Zeleli ugotoviti, kako na potek fermentacije vplivajo dejavniki, kot so vrsta sladkorja in
kvasa, koncentracija sladkorja in kvasa ter temperatura okolice, v kateri teCe proces. Vsi
dejavniki namre¢ odloc¢ilno vplivajo na hitrost fermentacije in sestavo konc¢nega produkta.
Nalogo smo razdelili v dve fazi. V prvi fazi smo iskali odgovore na zastavljena vpraSanja, v
proucevanju fermentacij sladkornih raztopin. V drugi fazi smo izvedli eksperimente z mostom,
ki smo ga stisnili v Solskem laboratoriju. Izbrali smo grozdje sorte laski rizling, ki je bilo
vzgojeno za potrebe ledene trgatve, v vinorodnem okoliSu Slovenske Konjice. V tej fazi nas je
zanimalo ali lahko izpeljemo fermentacijo pripravljenih vzorcev mosSta na temperaturno
vodenih  kopelih in kako temperatura vodene fermentacije vpliva na njeno hitrost. Med
raziskovalnim delom smo priSli do Stevilnih praktiénih ugotovitev, ki se navezujejo na
teoreticno pridobljena znanja iz predmetnih podrocij biologije, fizike in kemije. Njegovo
kakovost smo preverjali s Stevilnimi kemijskimi analizami. V procesu raziskovanja smo tako
pridelali kakovostno vino. Dolocili smo tudi vsebnost njegovih sestavin, z metodo plinske
kromatografije v kombinaciji z masno spektroskopijo (GC-MS), s pomocjo podjetja Etol d.o.o.



2UVOD

2.1 Zgodovina uporabe fermentacije v Zivilski industriji

Fermentacija je poznana ze vsaj 9000 let, vendar jo kljub navidezni preprostosti nenehno
izpopolnjujejo. Prvi, ki so dokazano izdelovali alkoholne pijace, so bili stari Babilonci, ki so
fermentacijo poznali Ze okoli leta 7000 pred Kristusom. Znali so izdelovati pivo, ki se je nato
razsirilo v Egipt, kjer je poleg kruha in Cebule sestavljal vsakodnevni jedilnik povpre¢nega
kmeta.

Prvi, ki je dokazal, da fermentacijo izvajajo zivi organizmi, mikroskopsko majhne glive
kvasovke, je bil Louis Pasteur v 19. stoletju.

Danes k razvoju proizvodnje alkoholnih pija¢ vse ve€ prispevajo molekularna genetika,
biokemija in kemijski inzeniring.

2.2 Splosno o fermentaciji

Fermentacija je biokemijska reakcija katalize, pri kateri je koncni prejemnik vodikovih
elektronov in protonov organska snov. Pri fermentaciji sodelujejo glive kvasovke,
mikroskopsko majhne enocelicne glive. Glavna produkta alkoholnega vrenja sta etanol in
ogljikov dioksid. Med samo reakcijo naraste temperatura, torej je reakcija eksotermna. V
grozdju sta vecinoma prisotni dve vrsti sladkorjev, glukoza in fruktoza. Obe sta heksozi, kar
pomeni, da ena njuna molekula vsebuje 6 ogljikovih atomov. Alkoholno vrenje pri vecini gliv
kvasovk poteka le v anaerobnem okolju, torej brez prisotnosti kisika. V primeru prisotnosti
kisika se reakcije nadaljujejo z ocetnokislinskim vrenjem, pri katerem iz etanola nastaneta
etanojska kislina in voda. Glive kvasovke ne morejo razgraditi vsega sladkorja v raztopini. Ko
koncentracija alkohola doseze neko kriti€no mejo, npr. 9-15 % oziroma pri nekaterih tudi do
18 %, se vrenje ustavi, saj glive kvasovke odmrejo, ker niso odporne (rezistentne) na tako
visoke koncentracije etanola.

dovajamo zrak odvzamemo
dodajamo substrat — —p  produkte
SLADKOR ALKOHOL + OGLIJIKOV DIOKSID + energija
R

CeHi,06 —— > 2C,HsOH + 2CO, +energija ~ ~

Slika 1: Alkoholno vrenje pri vzhajanju testa




Etanol se v najvecji meri uporablja kot sredstvo za podaljSanje obstojnosti hrane. Ker je v
vecjih koncentracijah mocno Skodljiv bakterijam, lahko uni¢imo bakterijsko floro v Zivilih, ne
da bi jih bilo potrebno segrevati ali jim dodajati kemi¢ne snovi. To metodo ze uporabljajo
ponekod v pekovski in slas¢icarski industriji. Pred toplotno obdelavo izdelek poskropijo z
etanolom, ki unici bakterije v njem, v samem procesu toplotne obdelave pa se razporedi po
celem izdelku, zaradi dokaj nizkega vreliS€a pa izpari, zato koncani izdelki ne vsebujejo
povecanih koli¢in alkohola.

V  tej raziskovalni nalogi smo bolj natancno proucevali vpliv temperature na potek
fermentacije. Na potek fermentacije vplivajo namrec Stevilni dejavniki. Ti pa so:

temperatura, SN
prisotnost kisika (anaerobni ali aerobni pogoji), = | ) -'-:’l*-)" .
dnevna in druga svetloba, J.. I @ ”'“FW
sestava mikroflore mosta, A ARTE B
sestava moéta,' : 1 \KVAS
vsebnost CO, in e }4
tlak v posodi.

ANANENENE NN

Temperatura fermentacije je eden najpomembnejSih dejavnikov, ki odlo¢ilno vpliva na trajanje
procesa. Po ocenah strokovnjakov se fermentacija zacenja pri vi§jih temperaturah, je
intenzivnejSa in se tudi prej zakljuci kot pri nizjih temperaturah. Optimalna temperatura
fermentacije je med 17-29 °C. Temperature nad 35 °C obi¢ajno vodijo do prekinitve procesa,
posledica pa je precejSnja koli¢ina nepovretega sladkorja in nizka vsebnost alkohola. Mi smo
poskusSali ugotoviti, pri kateri temperaturi poteka proces najhitreje in kako temperatura vpliva
na sestavo koncnega produkta. S svojimi dognanji bi lahko pomagali nasim vinogradnikom h
konkurenénosti na trziscu kakovostnih vin.

Prisotnost kisika (aeracija) pospesi fermentacijo, sicer se lahko zgodi, da sladkor ne povre v
celoti. Vina z dodanim kisikom se hitreje zbistrijo, saj naj bi vsebovala manj dusikovih spojin.
Izjemnega pomena je sestava mikroflore v mostu, saj so na grozdnih jagodah naseljeni Stevilni
mikroorganizmi, med katerimi so glive kvasovke. Med njimi lahko pride do sinergijskega
delovanja, druga drugo pri aktivnostih spodbudijo ali pa se zavirajo.

Zadnji pomemben dejavnik je kemijska sestava mosta, na katero vplivajo vsebnost sladkorjev,
kislin (jabol¢na, citronska, vinska, jantarjeva...), fenolne spojine in alkoholi. Najboljsa
fermentacija potece, ¢e ima most vsebnost sladkorjev med 150-250 g/1.

2.3 Glive kvasovke

Kvasovke so mikroskopsko majhna bitja, ve€inoma enoceli¢ne prave glive, ki se razmnozujejo
z brstenjem. Povzroc¢ijo alkoholno vrenje — fermentacijo. Iz grozdnega sladkorja namrec
proizvajajo alkohol pod anaerobnimi pogoji. Imajo zelo dobre fermentativne sposobnosti, kar je
razlog, da jih je ¢lovek zacel uporabljati pri proizvodnji alkoholnih pijac. V proizvodnji vina se
uporabljajo le tiste iz rodu Saccharomyces, ker med glivami kvasovkami najhitreje izvajajo
fermentacijo.
Za ljudi so pomembne predvsem v proizvodnji piv, vina, pekovskega kvasa, destilatov in
drugih zivilskih izdelkov. V znanosti jih uporabljajo za izdelavo gojis¢ za druge
mikroorganizme.
Lastnosti kvasovk za komercialno izvajanje fermentacije:

v" hiter zaCetek alkoholnega vrenja;

v' alkoholno vrenje mora biti enakomerno, brez zastojev in ne preburno;

v' nastajati mora ¢im manj hlapnih kislin in ¢im manj pene;

10



v ne smejo proizvajati elementarnega zvepla, zveplovodika ali preve¢ zveplovega oksida;

v' osmotolerantnost (toleranca na visje koncentracije raztopljenih sladkorjev);

v’ toleranca na manjS$e in srednje velike koncentracije etanola.
Fermentacijo vedno zacnejo kvasovke s Sibko vrelno sposobnostjo, ki so prisotne na povrSini
grozdnih jagod. Po priblizno petih dneh vretja prevladajo mocno vrelne kvasovke, saj
koncentracije etanola takrat dosezejo 3-4 %, kar Sibko vrelne kvasovke ovira pri nadaljnjem
razmnozevanju in delovanju. Za njimi nastopijo moc¢no vrelne kvasovke, iz rodu
Saccharomyces — selekcionirane kvasovke, ki jih dodajamo ob zacetku fermentacije. Le-te
predelajo sladkor v etanol, dokler njegova koncentracija ne doseze vrednosti 12 %, v nekaterih
skrajnih primerih tudi 16-18 %.
Selekcionirane kvasovke dajo vinu posebno aromo in znacilno kemi¢no sestavo. Za razli¢ne
sorte vina se uporabljajo razliéne meSanice selekcioniranih gliv kvasovk. Kvasovke so
pravzaprav biokatalizatorji, saj katalizirajo specifi¢no kemijsko reakcijo. Na njihovo aktivno
delovanje vplivajo Stevilni dejavniki (koli¢ina substrata, temperatura in pH).
a) Kolicina substrata (snovi, na katero delujejo encimi)

Graf 1: Aktivnost encima v odvisnosti od koncentracije substrata

b) Temperatura

Vsak encim ima temperaturni minimum, maksimum in optimum. Aktivnost encimov narasca z
narasc¢anjem temperature, vendar le do dolocene tocke, tj. temperaturnega maksimuma encima.
Ker je del encima beljakovina, lahko ta zaradi previsoke temperature denaturira, zato encim
izgubi svojo kataliticno sposobnost in aktivnost.

¢) Kislost okolja — pH stopnja

Za encime je znacilno specifi¢no delovanje, kar pomeni, da lahko katalizirajo samo eno vrsto
kemijske reakcije. Vsak encim lahko deluje le v ustreznem pH obmocju, pri katerem je njegova
aktivnost najvecja.

Aktivnost encimov je moc¢no odvisna od koncentracije oksonijevih ionov. Glede na to lahko
dolo¢imo pH-vrednost za obmocja, v katerih delujejo. Kadar se pomaknemo iz optimalnega pH
obmocja dolo¢enega encima, se njegova aktivnost zmanjsa.

Graf 2: Vpliv pH na delovanje encima Graf 3: Vpliv temperature na delovanje encima
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2.3.1 Faze rastne krivulje gliv kvasovk

Mikroorganizmi se namnozijo do trenutka, ko se pogoji za rast izCrpajo in pricne koncentracija
biomase padati. Spremljanje koncentracije oz. Stevila celic ali biomase v gojis¢u daje znacilno
krivuljo, ki jo imenujemo rastna krivulja (graf 4):

= Jag faza ali faza prilagajanja,

= faza pospesene rasti,

= Jogaritemska ali eksponentna faza rasti,
= faza pojemajoce rasti,

= gtacionarna faza,

= faza odmiranja kulture.

Graf 4: Rastna krivulja gliv kvasovk

2.4 Vino

Vino je pridelek, pridobljen s popolnim ali delnim alkoholnim vrenjem sveZega grozdja, drozge
ali grozdnega mosta plemenite vinske trte. V pridelavo vina spadajo trgatev, predelava grozdja
v vino, nega vina in priprava za promet. Pri tem moramo ravnati z grozdjem, mostom, drozgo
in vinom tako, da se razvijejo in ohranijo naravne, v grozdju vsebovane znacilne sestavine in da
se ustvari za promet sposobno in obstojno vino.
Po kakovosti vina razvrstimo v:

v mirna vina,

v’ peneca vina,

v’ biser vina in

v’ gazirana vina.

Mirna vina se delijo Se v dva razreda in sicer:
1. razred namiznih vin (namizna in dezelna vina) in

2. razred kakovostnih vin z zas¢itenim geografskim poreklom:
v vrhunsko vino,

vrhunsko vino pozna trgatev,

vrhunsko vino izbor,

vrhunsko vino jagodni izbor,

ASRNIRN
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v" vrhunsko vino suhi jagodni izbor,
v" vrhunsko ledeno vino in
v vrhunsko arhivsko vino.

Po Casu trgatve in nacinu pridelave in nege pa razvrstimo vina v mlada in barrique vina (zorijo
v 225 litrskih hrastovih sodih); (Bajt, 2001, str.123-124).

2.5 Namen dela

Fermentacija je kemijska reakcija. Za kemijske reakcije velja dolocena kinetika. Na hitrost
kemijskih reakcij vplivata dva pomembna dejavnika, temperatura in koncentracija. Pri vi§ji
temperaturi poteCe reakcija hitreje, kar pojasnimo s teorijo trkov delcev. Delci se pri visji
temperaturi gibajo Zivahneje in je zato vecja verjetnost, da pride do trka med njimi.
Podobno velja za koncentracijo. Vecja kot je koncentracija, vecje je Stevilo delcev v
doloceni prostornini in vecja je verjetnost, da tr¢ijo drug ob drugega. Vec kot je trkov, vecja
je verjetnost, da bodo le-ti uspesni, posledi¢no pa bo reakcija hitreje potekla. Za vsako
reakcijo je potrebna dolocena aktivacijska energija. Njena vrednost se bistveno zniza, ¢e so
prisotni katalizatorji.

Mi smo se odlocili, da v nasem raziskovalnem delu podrobneje raziS¢emo vpliv
temperature na potek fermentacije. Pri nacrtovanju raziskovalne naloge smo si zastavili
naslednja raziskovalna vpraSanja.

- Kako vpliva temperatura na hitrost fermentacije?
f Ali lahko fermentacijo kontrolirano vodimo na temperaturno nastavljenih vodnih
kopelih?
f Kako vpliva prisotnost selekcioniranih kvasovk na hitrost fermentacije mosta?
- Kako dolo¢iti prostornino sproscenega CO, v procesu fermentacije?
f Kako vpliva temperatura fermentacije na kon¢no sestavo produkta?
Glede na zastavljena vpraSanja smo postavili naslednje hipoteze.

2.6 Hipoteze

Predvidevamo, da bo hitrost fermentacije vec¢ja pri vi§ji temperaturi, prav tako se bo
tudi hitreje zakljucila kot pri nizji temperaturi.

Predvidevamo, da fermentacijo lahko kontrolirano izpeljemo na to¢no doloceni
temperaturi z uporabo vodnih kopeli.

Predvidevamo, da selekcionirane kvasovke pospesijo proces fermentacije v mostu.
Predvidevamo, da se pri fermentaciji sprostijo velike koli¢ine ogljikovega dioksida.
Pri¢akujemo, da bo temperatura fermentacije vplivala na kon¢no sestavo produkta.

o ¥ @ e

Pri naSem eksperimentalnem delu smo uporabili naslednje metode dela:
® delo z literaturo,

® priprava raztopin,

® merjenje temperature s termometri in s pomocjo Vernierjevega vmesnika in
racunalniSkega programa LoggerPro,

% merjenje sproS¢enega ogljikovega dioksida z balonom in s senzorjem preko
Vernierjevega vmesnika,

® stiskanje grozdja,
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% merjenje sladkorne stopnje grozdja, mosta in vina z refraktometrom,

& priprava in nastavitve vodnih kopeli,

% nastavitev fermentacij glukoznih raztopin s pekovskim kvasom in z raztopinami
kristalnega sladkorja s pekovskim kvasom,

% nastavitev fermentacij mosta s selekcioniranimi kvasovkami in brez njih,

® dvigovanje sladkorne stopnje mosta,

® dolocanje specificne teze »pridelanega« vina,

® dolocanje kislin v vinu z nevtralizacijsko titracijo,

® analiza vina s GC-MS metodo,

% polnjenje vina,

® oblikovanje in izdelava etikete ter

® analiza in vrednotenje dobljenih rezultatov.

3 EKSPERIMENTALNO DELO
3.1 Materiali

/
fOrganski:

% kvasovke (SIHA — Aktiv 7 —
Rizling tip),

% grozdje (Laski rizling),

% suhi in sveZi pekovski kvas,

% beli kristalni sladkor.

Slika 2: Grozdje ledene trgatve

3.2 Kemikalije

Preglednica 1: Uporabljene kemikalije

Reagent Kemijska Proizvajalec
formula
% Bariumhydroxid Ba(OH), Fluka
% Natriumhydroxid NaOH | NaOH Merck
% Phenolphtalein CooH1404 Riedel-de Haén
% D-(+)- Glucose | C¢H 1206 Fluka
anhydrous
% destilirana voda H,0O (I. gimnazija v Celju)

14



3.3 Inventar

CALXXXCCCCCCRRRR]

bucke z okroglim dnom (250 ml),
bucke z okroglim dnom (100 ml),
gumijasti zamaski,

plutovinasti zamaski,

pribor za vrtanje lukenj v zamaske,
steklene cevke,

gumijaste cevke,

balon z vrvico,

termovke,

piknometer,

erlenmajerice,

merilni valji (250 ml),

bireta (50 ml),

stojalo,

prizema,

mufa,

polnilna pipeta (10 ml),
gumijasta sesalka,

case (250 ml),

steklene palcke,

liji,

tehtig,

zlicka,

stiskalnica (5 1),

pH — Fix 0-14 PT Macherey-Nagel.

3.4 Merilni instrumenti

NN N N N N N S S NN

tehtnica KERN (£ 0,01g),

Slika3

avtomatska analizna tehtnica OHAUS (£ 0,1 mg),
refraktometer (Portable refractometer, RHB-32K ATC),

alkoholmeter - vinomer,
alkoholni termometri,

vodne kopeli (2 SBI-vodni kopeli, Termoproc-kopel),

Vernierjevi senzorji za merjenje temperature,

Vernierjev senzor za merjenje CO,,
Vernierjevi vmesniki,

program Logger Pro,

racunalnik,

pH-meter Eutech instruments (pH 510),

plinski kromatograf.

: Bucke

Slika 4: Piknometer

Slika 5: Precizna tehtnica
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Slika 6: Plinski kromatograf

3.5 Metode dela
3.5.1 Delo z literaturo

Pregledala sva razpolozljivo literaturo o fermentaciji. Predvsem so naju zanimali pogoji in
dejavniki, ki vplivajo na potek fermentacije. Ob pregledovanju in prebiranju gradiv in ¢lankov
v knjiznici in na spletu, sva dobila nekatere zanimive ideje, ki sva jih uporabila pri najinem
raziskovanju.

3.5.2 Vpliv koncentracije sladkorja in kvasa na potek fermentacije

Z eksperimentalnim delom smo zaceli 12. decembra 2008. Reakcija, ki potece med sladkorjem
in kvasom je eksotermna, kar pomeni, da se energija spros¢a. Poskuse smo zaradi tega izvajali
v toplotno izoliranih steklenicah - termovkah, da bi se izognili toplotnim izgubam in tako
dosegli ¢im bolj natan¢ne rezultate. Termovko smo zaprli s plutovinastim zamaskom, da smo
onemogocili uhajanje toplote. V vsak zamasek smo naredili dve luknjici. Prva je bila
namenjena vstavitvi termometra, druga pa je omogocala izhajanje spros¢enega CO,. UpoStevati
smo morali minimalne izgube toplote, povezane z izhajanjem COs.

Odlocili smo se, da pripravimo sladkorne raztopine z masno koncentracijo 180 g/ 1, zaradi vsaj
toliko predvidene sladkorne stopnje v grozdju. Zeleli smo namre¢ spoznati osnovne principe
alkoholnega vrenja in se pripraviti za nadaljnje raziskovalno delo z grozdnim sokom.

Na osnovi znane masne koncentracije sladkorja in znanega volumna toplotno izolirane posode
smo lahko izracunali, koliko glukoze ali pa kristalnega sladkorja, moramo odtehtati.

=g

Y= (1)
v- masna koncentracija (g/1)
m — masa topljenca (g)
V — prostornina (1)

Nikjer v literaturi nismo zasledili podatka, o potrebni koncentraciji kvasa, za uspesSen potek
fermentacije. Odlocili smo se, da poskus naredimo z razli¢nimi masami dodanega pekovskega
kvasa. Vsak poskus smo nastavili v dveh paralelkah, v dveh termovkah. V eno smo sladkorni
raztopini dodali pekovski kvas, v drugo pa ne. Zanimalo nas je ali je kakSna razlika v hitrosti
fermentacije, ¢e kot sladkor uporabim glukozo ali beli kristalni sladkor — saharozo.
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V eno termovko smo odtehtali izraCcunano maso (45 g) glukoze, dodali 250 ml vode in na
koncu 2 grama pekovskega kvasa. Vzporedno smo naredili Se kontrolo v drugi termovki, torej
glukozno raztopino enake koncentracije, vendar brez kvasa. V obeh termovkah smo merili
temperaturo. Enak poskus smo ponovili Se z belim kristalnim sladkorjem — saharozo, enkrat s
kvasom in enkrat brez.

Slika 7: Glukozna raztopina in refraktometer

3.5.3 Merjenje sproscenega CO,

Iz 45 gramov sladkorja teoreticno nastane 23 g alkohola in 22 g ogljikovega dioksida. Dejansko
je obojega nekaj manj, saj pri vrenju nastanejo tudi druge snovi. Nastali CO; lahko dolo¢imo
gravimetri¢no z uvajanjem v Ba(OH),. V tej reakciji nastane tezZkotopna snov BaCOs_ Oborino
prefiltriramo in iz razlik v masi izraCunamo maso ogljikovega dioksida. Metoda je precej
nenatancna, saj se lahko veze del CO; tudi iz zraka. Razmisljali smo, kako bi meritev speljali s
senzorjem za merjenje CO, preko Vernierjevega vmesnika, vendar smo vedeli, da bo
koncentracija CO, prevelika, da bi jo senzor zaznal. Obcutljivost merilnega instrumenta je
namre¢ do 5000 p.p.m. Vseeno smo poskusili in potrdili domnevo, da je koncentracija
nastalega CO, v procesu fermentacije previsoka za uporabo tega merilnega instrumenta.

Vse skupaj smo poenostavili. Odlocili smo se , da na cevko, ki vodi iz termovke, namestimo
balon. Balon smo skupaj z vrvico stehtali pred namestitvijo na cevko in takoj po dosezenem
temperaturnem maksimumu v termovki. Temperaturni maksimum smo dolo€ili s predhodnim
poskusom. Ponovno smo belezili temperaturo in spremembe v volumnu balona.

Sliki 8, 9 : Merjenje volumna CO; in temperature med fermentacijo

17



3.5.4 Vpliv temperature okolice na potek fermentacije

V nadaljevanju smo Zeleli ugotoviti kako temperatura prostora in sladkorne raztopine vplivata
na hitrost fermentacije. Vse sladkorne raztopine, ki smo jih uporabili za poskus, smo
temperaturno uravnali na temperaturo prostora. Za izvedbo smo tokrat uporabili tri termovke.
Spreminjali smo razmerja uporabljenega sladkorja in kvasa. Pri tem eksperimentu smo
uporabili suhi pekovski kvas, literatura namre¢ navaja, da se kvasovke enakomerno porazdelijo
in je njihova masa realna, medtem ko pri svezem kvasu koli¢ina kvasovk na prostorninsko
enoto kvasa variira.

Temperature fermentacij smo merili s senzorjem, ki smo ga prikljucili na Vernierjev vmesnik,
tega pa povezali preko USB povezave na racunalnik. S pomocjo programa LoggerPro smo
belezili temperature, eno meritev na minuto. Meritve smo izvajali oseminStirideset ur. S
pomocjo programa se je vzporedno z meritvami izrisoval graf, ki prikazuje odvisnost
temperature fermentacije od €asa. Vse tri temperature smo merili istocasno, da smo lahko na
koncu enostavneje izvajali primerjave.

Preglednica 2: Vpliv temperature in sestave sladkornih raztopin na potek fermentacije

termovka | masa volumen dodane | temperatura | masa suhega | temperatura

(Stevilka) | rjavega vode (ml) raztopine kvasa (g) prostora (°C)
sladkorja (g) O

vzorec 1 14,0 100 9 3,5 8-10

vzorec 2 14,0 100 9 7,0 8-10

vzorec 3 18,0 100 9 7,0 8-10

vzorec 1 14,0 100 9 3,5 20-22

vzorec 2 14,0 100 9 7,0 20-22

vzorec 3 18,0 100 9 7,0 20-22

3.5.5 Priprava in umerjanje vodnih kopeli

S pregledom literature ter z razgovori z vinarji smo ugotovili, da fermentacija uspesno poteka
v temperaturnem obmocju med 8-35 °C. Na osnovi teh podatkov smo se odlocili, da bomo
spremljali potek fermentacije pri naslednjih temperaturah:

% 10°C,

¥ 17 °C,

% 25°Cin

¥ 33 °C.

Vse vodne kopeli smo napolnili z destilirano vodo in nastavili temperaturne termostate na
zelene temperature. Umerjanje vseh kopeli smo preverili z alkoholnimi termometri tako, da
smo jih namestili na stojala ob vodnih kopelih in jih potopili vanje. S tem smo preverili
natan¢nost posamezno nastavljenih temperatur. S preverjanjem smo potrdili pravilnost
delovanja termostatov, razen pri kopeli, ki bi morala delovati hladilno. Odlo¢ili smo se, da
bomo ves cCas eksperimentalnega dela z vodnimi kopelmi, zaradi natan¢nosti, preverjali
temperaturo Se z dodatnimi alkoholnimi termometri, ki smo jih namestili za kontrolo v kopeli.

Prva vodna kopel, ki bi naj zagotavljala konstantnih 10 °C, bi morala celoten sistem hladiti.
Po polnitvi kopeli z destilirano vodo in nastavitvi termostata na 10 °C se vzdrzevana
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temperatura ni spustila pod 18 °C, zato smo poskus s to vodno kopeljo zaradi tehni¢nih tezav
opustili.

Druga vodna kopel je bila nastavljena na temperaturo 17 °C, vendar termostat ni bil pravilno
umerjen, saj je naS termometer za preverjanje natancnosti pokazal tri stopinje vec.
Tretja vodna kopel je bila Se Cisto nova. V program za nastavitev smo vnesli zahtevano
temperaturo 25 °C. Temperatura nastavitev se je ujemala s preverjano in je bila ves cas
poskusov izredno natancna.

Zadnjo, Cetrto vodno kopel, smo termostatirali na 33 °C. Na zacetku je bila umeritev zelo
tezavna, saj je temperatura nihala od 33-37 °C, vendar smo jo uspeli umeriti na 33 °C. Ob
ugotovitvi, da je mozno v tej kopeli tudi nihanje temperature, smo se odlocili, da bomo opravili
eno meritev pri nihajo¢i temperaturi. S tem Zzelimo preveriti, kako spreminjanje fizikalnih
parametrov dejansko vpliva na potek fermentacije.

Slika 10: Vodna kopel

3.5.6 Stiskanje grozdja

Za naSe eksperimentalno delo smo si priskrbeli grozdje ledene trgatve, ki je bilo natrgano 15.
decembra. Grozdje je bilo pridelano v vinogradu na podrocju Slovenskih Konjic. Za naSo
raziskovalno nalogo smo uporabili belo zvrst, sorto laski rizling. 1z grozdja smo morali stisniti
grozdni sok, ki smo ga uporabili za preucevanje fermentacije.

Grozdje je ze bilo prekrito s plemenito plesnijo, saj je bilo hranjeno zaradi potreb ledene
trgatve. Predvidevali smo, da bo sladkorna stopnja soka zaradi precej visja, kot pri navadni
jesenski trgatvi.

S pomocjo refraktometra smo izmerili sladkorno stopnjo grozdnih jagod. Meritev smo veckrat
ponovili in vselej dobili enak rezultat, 21.6.

16. decembra smo v Solskem laboratoriju stisnili grozdni sok iz 5,8 kilogramov grozdja.

Slika 11: Laski rizling Slika 12: Stiskalnica Slikal3: Stisnjen grozdni sok
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Stiskalnica, s katero smo pridelali most, je bila narejena doma. Podstavek stiskalnice je bil z
nerjavece kovine in je imel ob strani izdelan tulec za iztekanje mosta. Vpeli smo ga na stabilno,
nedrseco podlago z vijacnimi sponami. V sredini podstavka je imela stiskalnica osrednji vijak
na katerega je bila navita lesena ploS¢a. Premer le-te se je ujemal s cevastim plastiénim
ohis§jem, z navrtanimi luknjicami. V notranjost ohisja smo namestili mrezasto vreco. Vanjo smo
nalozili grozdje, ki smo ga stisnili. Na kon¢no koli¢ino grozdja smo namestili Se eno leseno
plos¢o preko osrednjega vijaka. Na vse smo dodali §e matico z dvema roCicama in priceli s
stiskanjem. Za povec€anje ucinkovitosti stiskanja smo uporabili lesene kocke, ki smo jih dodali
na zgornjo leseno plos¢o pod matico. Mrezasto vreCo smo uporabili zato, da smo lahko lazje
odstranili preostanek stisnjenega grozdja, isto¢asno pa smo preprecili uhajanje peck in delov
grozdnega olupa v stisnjeni most. Pridobljeni most smo lovili v trilitrsko ¢aSo. Po kon¢anem
stiskanju je bil volumen stisnjenega soka 3,2 litra.

Most smo zaradi bozi¢no novoletnih pocitnic za Stiriindvajset dni zamrznili. V zamrzovalniku
je bila temperatura -12 °C. S tem smo deaktivirali kvasovke in preprecili zacetek fermentacije
pred nastavljanjem nadaljnjih eksperimentov. Pred zamrzovanjem smo z refraktometrom
dolocili koli¢ino sladkorja.

3.5.7 Nastavitev poskusov fermentacij pri nastavljeni temperaturi na vodnih kopelih

Zamrznjeni moSt smo 6. januarja odtalili. Vonj in okus sta ostala nespremenjena, prav tako ni
bilo zaznati kiselkastega ali alkoholnega vonja, zato smo predvidevali, da sta procesa
zamrzovanja in odlozitev fermentacije mosta uspela.

Ponovno smo izmerili sladkorno stopnjo mosta z refraktometrom in ugotovili, da se je
sladkorna stopnja po zamrzovanju znizala na 13,7. Glede na to, da fermentacija Se ni potekla,
smo predvidevali, da so se sladkorji zaradi vpliva zamrzovanja razgradili, Ceprav se nam je vse
skupaj zdelo nemogoce. Sprejeli smo sklep, da odlijemo vrhnji grozdni sok (1800 ml), za
potrebe poskusa in ponovno izmerimo sladkorno stopnjo. Meritev je potrdila prvo, vrednost je
bila zopet 13,7. Taksna sladkorna stopnja je za uspesno fermentacijo zelo nizka in odlocili smo
se, da jo popravimo. Lotili smo se preracunavanja in upostevali navodilo, da moramo dodati
1,25 kg sladkorja na 100 1 mosta, ¢e Zelimo sladkorno stopnjo dvigniti za 1.

Nacrtovali smo izvedbo sedmih poskusov z mostom, ki smo mu morali dvigniti sladkorno
stopnjo z dodajanjem sladkorja na prvotno vrednost in dva poskusa z mostom brez dodanega
sladkorja, torej pri sladkorni stopnji po odtajanju.

Za sedem poskusov smo potrebovali 7 x 200 ml mosta, kar je 1400 ml mosta. Da bi dvignili
sladkorno stopnjo za pet stopenj, smo morali dodati na osnovi izracuna 87,5 g sladkorja, ki smo
ga raztopili v 0,75 ml vode in primesali k mostu. Tako smo dosegli prvotno sladkorno stopnjo
21,6, kar smo preverili in potrdili s ponovno meritvijo na refraktometru. Polovici buck smo
dodali selekcionirane kvasovke, in sicer 0,2 grama na 200 ml mosta.

Konc¢no je bilo pripravljeno vse za nastavitev poskusov fermentacij, na vodnih kopelih Zelenih
temperatur (17, 25 in 33 °C).

Vzporedno smo s preostanka mosta, kateremu nismo dvigovali sladkorne stopnje, nastavili Se
dva poskusa. Ta dva nismo postavili v vodne kopeli, ampak smo ju pustili fermentirati kar v
laboratoriju pri sobni temperaturi. En poskus smo nastavili z dodatkom selekcioniranih
kvasovk, drugega pa brez dodatka le-teh.

3.5.7.1 Priprava zamaskov

Za izvajanje eksperimentalnega dela fermentacije z grozdnim sokom, smo potrebovali bucke z
okroglim dnom (V=250 ml), ki smo jih morali zapreti, da med procesom onemogoc¢imo dostop
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zraka in prehitre izgube toplote. Za delo smo uporabili gumijaste zamaske ustreznega premera.
V vsak zamaSek smo naredili dve luknjici. Eno za vstavitev termometra ali senzorja za
merjenje temperature preko Vernierjevega vmesnika, drugo luknjico za cevko, ki je omogocala
izhajanje CO,, ki nastaja kot produkt fermentacije.

Za vrtanje plasticnih in plutovinastih zamaskov smo uporabili set votlih kovinskih valjev. Te
valje smo razzarili in jih krepko, vrtece potiskali v zamasek, da je nastala potrebna luknja.
Postopek zarjenja in vrtanja smo ponavljali toliko ¢asa, da smo preluknjali vse potrebne
zamaske.

Slika 14: Priprava zamaskov za bucke
3.5.7.2 Priprava nasiCene raztopine baritovice

Pri gravimetri¢ni analizi sestavino vzorca, ki jo Zelimo dolociti, izlo¢imo v obliki kemic¢no Ciste
spojine in tehtamo, potem ko jo lo¢imo od ostalih primesi. Glede na nacin dela spada ta metoda
med tiste, ki so osnovane na obarjalnih reakcijah (pri teh metodah element ali njegovo spojino,
ki jo dolocamo, izlo¢imo v obliki tezkotopne oborine).

Baritovica je po kemijski sestavi barijev hidroksid Ba(OH),. Uporabljamo ga kot dokazni
reagent za CO,, saj v reakciji z njo nastaja produkt, barijev karbonat BaCOs, bela oborina.
Pripravili smo nasiceno raztopino barijevega hidroksida in jo prefiltrirali. Tako pripravljeno
baritovico smo prelili v erlenmajerice s prostornino 250 ml in vanje napeljali cevke iz
fermentacijskih buck. Zelo hitro smo ugotovili, da je vezava CO, veliko prehitra (zelo hitro se
je vezal tudi CO; iz zraka).

3.5.7.3 Popravljanje gladine buck

Med nacrtovanjem poskusov nismo predvideli viSino gladine mosta v buckah, zato smo naleteli
na tezavo. Termometer namrec ni segal do vzorca in meritve v tem primeru ne bi bile natancne,
zato smo morali vi§ino gladine povisati. To smo storili tako, da smo dodali navadno kamenje,
ki smo ga pred dodajanjem dobro o€istili in pocasi vnesli v bucko, da le-ta ni pocila. Tako smo
pridobili ustrezno gladino. Upostevali smo mozne vplive kamnov na potek fermentacije, vendar
tega nismo posebej preverjali.

3.5.7.4 Dodajanje selekcioniranih kvasovk

Fermentacijo grozdnega soka v vodnih kopelih smo izvajali v dveh paralelkah. V eni je bil
grozdni sok brez prisotnosti kvasovk, v drugi pa grozdni sok, kateremu smo dodali
selekcionirane kvasovke. Selekcionirane kvasovke so katalizatorji, saj pospeSujejo
fermentacijo. Zaradi tega nas je zanimalo ali se bo, v bu¢kah z dodanimi kvasovkami,
fermentacija dejansko prej zacela in seveda prej zakljucila.
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Izbrali smo kvasovko vrste Saccharomyces cerevisiae, ki je visoko aktivna in dehidrirana.
Namenjena je proizvodnji belih vin iz sort renski rizling, rizvanec, muskatne sorte, traminec ter
souvignon. Primerna je tudi za proizvodnjo vin iz mosta z visoko vsebnostjo sladkorja, kot so
pozne trgatve in izbori. Po navodilih proizvajalca potrebujemo za 200 1 mosta 20 g kvasovk. Za
naSo koli¢ino vzorca smo prerac¢unali potrebno maso kvasovk. Za 100 ml potrebujemo 0,1 g
kvasovk.

Slika 15: Saccharomyces cerevisiae
3.5.7.5 Priprava buck s sladkornimi raztopinami

Zopet smo pripravili sladkorne raztopine ustreznih koncentracij, jih zaprli po enakem postopku
kot tiste z grozdnim sokom. Umerili smo jih na Zeleno temperaturo fermentacije. Medtem smo
odtehtali suhi kvas in raztopili v vodi, ki je imela temperaturo posamezne vodne kopeli. Ko so
bili vsi vzorci »temperaturno« ustrezni, smo dodali Se raztopine kvasa. Zgodilo bi se lahko, da
bi zaradi pregrevanja oz. ohlajanja vzorcev v buckah, dobili zacetno krivuljo fermentacije
prestrmo ali prenizko.

Pri pripravi buck s sladkornimi raztopinami smo bili posebej previdni. Ker smo imeli teznjo po
doseganju ¢im bolj natan¢nega rezultata, smo morali prepreciti prevelike izgube. Predvidevali
smo, da bi najvecje izgube nastale zaradi uhajanja toplote skozi dolg buckin vrat, zato smo
vsako bucko posebej na debelo ovili z aluminijasto folijo in zaceli z merjenjem temperature.
Tako pripravljene bucke sladkornih raztopin in grozdnega soka smo vstavili v temperaturno
nastavljene vodne kopeli.

Grozdje, ki smo ga dobili, je nekaj posebnega, saj ima izredno visoko sladkorno stopnjo. Ravno
zaradi tega smo zeleli preveriti potek fermentacije pri enostavnejSih, Cistih glukoznih
raztopinah, ki smo jim dodali suh pekovski kvas. Te poskuse bi lahko uporabili, zaradi to¢no
dolocenih dejavnikov, za posploSevanje nasih rezultatov.

® Kopel pri 25 °C:

bucka 1: napolnjena z 45 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode in dodanimi 7 g suhega kvasa,
bucka 2: napolnjena z 45 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode in dodanimi 14 g suhega kvasa.

® Kopel pri 33 °C

bucka 1: napolnjena z 45 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode in dodanimi 7 g suhega kvasa,
bucka 2: napolnjena z 45 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode in dodanimi 14 g suhega kvasa.

® Kopel pri 17 °C

bucka 1: napolnjena z 45 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode in dodanimi 7 g suhega kvasa,
bucka 2: napolnjena z 45 g glukoze, raztopljene v 250 ml vode in dodanimi 14 g suhega kvasa.
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Vse glukozne raztopine smo termostatirali na Zelene temperature vodnih kopelih, Se pred
dodajanjem kvasa. Vodne kopeli smo prenesli v drugo ucilnico, kjer smo lahko izvajali
merjenje temperature vseh vzorcev hkrati, zaradi vec¢jega Stevila racunalnikov.
Pri nacrtovanju teh Sestih poskusov smo imeli tezave s prehitrim kipenjem in burnim penjenjem
testnih raztopin, zaradi ¢esar smo morali iz vsake bucke odliti 100 ml raztopine. To pa bi lahko
vplivalo na morebitno neto¢nost rezultatov.
Naslednji dan so bila vrenja teh raztopin Ze zakljucena. Po pregledu rezultatov smo se odloc¢ili
za ponovitev teh treh poskusov, le da smo tokrat zmanjSali mase glede na prostornino buck.
Vratove vseh buck smo ovili z aluminijevo folijo, da bi preprecili izgube.

¥ Kopel pri 25 °C:

bucka 3: napolnjena z 21,6 g glukoze, raztopljene v 100 ml vode in dodanimi 3,5g suhega
kvasa;
¥ kopel pri 33 °C

bucka 3: napolnjena z 21,6 g glukoze, raztopljene v 100 ml vode in dodanimi 3,5g suhega
kvasa;
% kopel pri 17 °C

bucka 3: napolnjena z 21,6 g glukoze, raztopljene v 100 ml vode in dodanimi 3,5g suhega
kvasa.

3.5.8 Merjenje sladkorne stopnje z refraktometrom

Refraktometer je standardna in sorazmerna naprava za doloCanje sladkorne stopnje v
profesionalnem vinarstvu'. Refraktometer je optiéna naprava, ki s pomo&jo loma svetlobe skozi
na le€o dodan grozdni sok, prikaze kolic¢ino sladkorja v njem. V uporabi je ve¢ tipov
refraktometrov. Pri nasem delu smo uporabili ro¢ni refraktometer, pri katerem se rezultat
merjenja dobi tako, da se poiSce graduacijska ¢rtica, ki sovpada s ¢rto, ki loCuje svetlo

obmogje od temnega.”

V tekocini raztopljene snovi vplivajo na lom svetlobe, ki potuje skozi tanko plast tekocine.
Refraktometer sestoji iz merilne plazme, pokrova plazme, vhoda za svetlobo, skale,
povecevalne leCe in okularja. Visja je koncentracija sladkorja v mostu, bolje se svetloba lomi in
lepSe je izostrena meja med svetlim in temnim poljem na skali. Refraktometer je umerjen na
doloc¢eno temperaturo (20 °C).

Vsem sladkornim raztopinam in pridobljenemu grozdnemu soku, smo izmerili vsebnost
sladkorja. Najprej smo odprli pokrovcek in kanili 2-3 kapljice vzorca na prizmo. Pokrovcek
smo zaprli in pazili, da se niso pojavili zraéni mehurcki. Pogledali smo skozi okular proti
svetlobi in opazili dve poji, zgoraj modro in spodaj belo. Meja med njima je graduacijska Crta.
Pri meritvi vidimo skozi okular tri skale za merjenje sladkorja (Brix-ovo, “OE in °’KMW). Pred
meritvami smo preverili natan¢nost graduacijske Crtice v refraktometru, z destilirano vodo, ki
ima temperaturo 20 °C. Crtica poteka skozi ni¢ kar pomeni, da je umerjanje naprave uspes$no.

! Standard refraktometrov predvideva tudi Uradni list Republike Slovenije: http://www.uradni-
list.si/1/objava.jsp?urlid=200240&stevilka=1910
? Citirano iz Uradnega lista Republike Slovenije, 4. ¢len
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Slika 16: Graduacijska crta

3.5.9 Dolocevanje specificne teZe vina s piknometrom

Specifi¢na teza je Stevilo, ki daje informacijo o skupnem ekstraktu. Ekstrakt predstavljajo
snovi, ki so raztopljene v vinu. Ce so te snovi tezje od vode v glavnem vsebujejo sladkorje,
glicerol, kisline, dusikove spojine, mineralne snovi in fenole (Bajt, 2001, str.140).

Specifi¢no teZzo lahko dolo¢imo s pomoc¢jo piknometra. Na analizni tehtnici stehtamo prazen,
suh piknometer, ga napolnimo z destilirano vodo temperature 20 °C. Piknometer z vodo
stehtamo. Destilirano vodo odlijemo in nato v piknometer nalijemo vzorec vina temperature 20
°C in stehtamo. Na osnovi vseh treh meritev izraunamo specifi¢no tezo vzorca.

20/20__ (ippag = g
= ag =l
e Q)

m; — masa praznega piknometra
m, — masa piknometra, napolnjenega z destilirano vodo temperature 20 “C
mj3 — masa piknometra, napolnjenega z vzorcem vina temperature 20 °C

3.5.10 Dolocevanje Kislin v vinu s titracijo

Vsebnost titracijskih kislin v vinu doloCamo z nevtralizacijsko titracijo. Titracija je
volumetri¢na metoda, pri kateri na osnovi porabljene prostornine standardne raztopine,
dolo¢imo koncentracijo neznanemu vzorcu. Ime nevtralizacijska je dobila po reakciji, ki potece
med analitom in titrantom. Titracija se vselej zaklju¢i v ekvivalentni tocki, ko dodani indikator
spremeni barvo.

Volumetricne metode, ki temeljijo na reakcijah nevtralizacije, so v analizni kemiji zelo
pogoste. Pri teh titracijah dolo¢amo mnozino kisle ali bazi¢ne spojine tako, da vzorcne
raztopine titriramo s standardno raztopino kisline ali baze. Kon¢no tocko titracije dolo¢imo z
uporabo indikatorjev, lahko pa tudi s pomocjo elektrokemijskih ali drugih postopkov. Za
pravilno dolocitev je nujna pravilna izbira indikatorja. Ekvivalentna tocka titracije je odvisna
od:

¥ vrste vzorca,
® lastnosti vzorca in
® koncentracije vzorca.
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PoloZaj ekvivalentne tocke

nevtralno

~e

alkalno

= =

mocna baza
+

Sibka kislina

moc¢na baza +
moc¢na kislina
ali obratno

kislo

e

mocna kislina
+

Sibka baza

Indikatorji so obicajno Sibke organske kisline ali baze, ki spremenijo svojo barvo v dolo¢enem
obmoc¢ju pH-vrednosti.

Kislost v vinskem mostu izhaja iz naravno vsebovanih, prostih ali vezanih organskih kislin, kot
so citronska, vinska, jabol¢na, mlec¢na, ocetna... Izrazena je s koli¢ino baze natrijevega ali
kalijevega hidroksida, ki je potrebna za nevtralizacijo vseh kislin v moStu. Skupne ali titracijske
kisline izrazamo v g/l, izrazene kot vinska kislina. Vina, ki se dajejo v promet, morajo
izpolnjevati ustrezno vsebnost titracijskih kislin, ki znasa 4,5 — 14 g/l (Bajt, 2001, str.142).

Pri analizi v erlenmajerico odpipetiramo 10 ml vzorca vina, dodamo 3 kapljice fenolftaleina in
titriramo s standardno raztopino NaOH, koncentracije 0,1 mol/l do prve obstojne roznate
barve.

. .. . 1. _ & Eikloliue)

titracijske kisline (g/1) ~Vraora ...(3)
A —poraba 0,1 M NaOH (ml),

V — volumen vzorca (ml),

E — ekvivalent vinske kisline = 75

3.5.11 Kromatografija

Kromatografijo uvrs€amo med separacijske tehnike in zdruzuje vrsto analiznih metod za
lo¢evanje in dolo¢evanje sestavin kompleksnih zmesi.

Pojem kromatografije je uvedel ruski botanik M. Tswett (1903), ko je na kolono s kalcijevim
karbonatom nanesel rastlinske pigmente iz listov in jih z izpiranjem s petrolejem separiral v
karotene in ksantofile.

Kromatografija je postopek za loCevanje raztopine, ki vsebuje ve¢ topljencev, ki so navzoci v
izredno majhnih koli¢inah. Raztopino nanesemo na primeren absorpcijski medij, preko
katerega nato pustimo prehajati drugo topilo. Vsak topljenec iz prvotne raztopine se na zanj
znacilen nacin porazdeli med raztopino na absorpcijskem mediju (stacionarna faza) in drugim
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topilom (mobilna faza). Kot ze reCeno, se sestavine zmesi v kromatografskem procesu
porazdelijo med dve fazi:
e stacionarno (je v koloni ali pa je nanesena v tanki plasti na stekleni oz. aluminijasti
plosci) in
e mobilno fazo (se usmerjeno giblje skozi kromatografski sistem in potuje ob stacionarni
fazi).
Razli¢ne sestavine zmesi, ki jih uvedemo v kromatografski sistem, potujejo skozenj z razli¢no
hitrostjo. Razlike v hitrosti potovanja so osnova locevanja. Mobilna faza je glede na agregatno
stanje tekocina ali plin. Na tej osnovi razlikujemo med:
e tekocinsko kromatografijo (LC — liquid chromatography) in
e plinsko kromatografijo (GC — gas chromatography).

3.5.11.1 Plinska kromatografija (GC)
Plinska kromatografija je analitska metoda za locitev zmesi hlapnih substanc, ki so hlapne brez

reakcije ali pa so v plinastem agregatnem stanju. Ta analitska metoda je zahtevnej$a kot druge
kromatografije.

Plinski kromatograf (GC)

Mobilna faza (nosilni plin): inerten plin
Stacionarna faza (efluent): trdna snov ali teko¢ina V plinski kromatografiji
(silikagel, zeoliti, aktiviran aluminijev oksid) uporabljamo dve vrsti kolon:
v Polnjene, katerih
Plinski kromatograf sestavljajo: notranji premer znasa
e jeklenka z nosilnim plinom, od 2-8 mm in
° regulator pretoka, 4 kapilarne Z notranj im
e injektor za vnos vzorca, premerom manj kot
e kolona, Imm (volumen vzorca
S e D zmgnj éamo z upor.abo
o integrator. spliterja, da zmany Samo
Uporablja se za locitev in dolocitev plinov oz. Pl
sestavin tekocCih vzorcev, ki imajo dovolj nizko kolone).

vrelisce (pod 250 °C).

Plinski kromatogram

Slika 17: Kromatogram vzorca s komponentami A, B, C, D
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Plinska kromatografija

Slika 18: Zgradba plinskega kromatografa Slika 19: Injektor in kolona pri
plinskem kromatografu

Zmes substanc iz vzorca vstopa v kolono napolnjeno z adsorbentom - nosilcem stacionarne
faze. Skozi kolono vodimo nosilni plin (mobilna faza), ki prenese zmes substanc skozi kolono
in se ne veze na kolono - stacionarno fazo. V koloni pride do locitve v Ciste komponente, ki jih
na izhodu iz naprave zazna detektor.
Vzorec se injecira v injecirno odprtino, kjer vzorec izpari in se s pomocjo plina prenese v
kolono. Vzorec izpari v obliko meSanice nosilnega plina, izhlapljene raztopine in izhlapljenega
topila. Za optimalno ucinkovitost kolone, vzorec ne sme biti prevelik. Najbolj obicajna
injecirna metoda je tista, pri kateri uporabimo mikro injekcijo za injeciranje vzorca preko
gumijastega septuma v hitro izparilno mesto na zacetnem delu kolone. Temperatura
vzorcéevalnega mesta je okoli 50 °C vi§ja od vrelis¢a zadnje izparjene komponente vzorca.
Velikost vzorca je od 1/10 ml do 20 pL.
Nosilni inertni plin kot mobilna faza ima to nalogo, da nosi vzorec skozi kolono v detektor.
Pravilna izbira nosilnega plina je zelo pomembna, predvsem zaradi naslednjih razlogov:

e necistoce lahko povzrocijo napake v zaznavanju snovi, ki jo analiziramo

e izbira nosilnega plina je odvisna od tipa detektorja, ki ga uporabljamo.
Kot nosilne pline lahko uporabljamo pline, ki se ne vezejo na adsorbent oziroma kolono t.j.
stacionarno fazo. Zelo pogosto uporabljamo helij in vodik, lahko tudi argon in dus$ik. Nosilni
plini so shranjeni v jeklenkah in ne vsebujejo skoraj ni¢ necistoc.
Sistem nosilnega plina lahko vsebuje tudi molekularna sita (reSetke), s pomocjo katerih iz
vzorca odstranimo vodo in druge necistoce.
Kolona je jedro instrumenta za plinsko kromatografijo, v katerem se loCi plinska zmes. Je
priblizno 30 m dolga cev, z notranje strani prevleCena s posebnim polimernim premazom.
Kemijske meSanice se tukaj locijo glede na njihovo hlapljivost (izparljivost) in se s pomocjo
plina prenesejo skozi kolono. Kemijske snovi z visoko hlapljivostjo potujejo skozi kolono z
vecjo hitrostjo.
Stacionarno fazo izberemo glede na naravo snovi, ki jo Zelimo analizirati — za polarne snovi
vzamemo polarno stacionarno fazo, za nepolarne pa nepolarno.
Temperatura kolone med kromatografijo znasa od 40 do 300 ° C. Kolona se segreva v pecici z
namenom, da se molekule premaknejo skozi kolono.
Pri kromatografiji dobimo kot rezultat kromatogram. To je grafi¢ni zapis, ki kaze odvisnost
odziva detektorja od ¢asa. Na kromatogramu se lahko pojavi ve¢ kromatografskih vrhov, ki
ustrezajo posameznim komponentam zmesi. ZaZeleno je, da so posamezni kromatografski
vrhovi med seboj povsem loceni in da se vse sestavine lo¢ijo v ¢im krajSem Casu. Za dosego
tega cilja je treba pogoje kromatografske loCitve za vsak tip vzorca oz. zmesi posebej
optimizirati. Sestavine zmesi prepoznamo po primerjavi retencijskih ¢asov posameznih vrhov
na kromatogramu z retencijskimi Casi standardov. Za kvantitativno doloCitev posameznih
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komponent moramo opraviti kalibracijo ali umerjanje kromatografa s standardi z razlicno
koncentracijo doloCene sestavine (Eaton, 1989, str.152-154).
Retencijski ¢as je Cas, ki se porabi za loevanje sestavin (Boh, 2000, str. 56).

dolzina poti snovi
Rf= ...(4)
dolzina poti topila

Rf — retencijski faktor
Slika 20: Potovanje mobilne faze

Predvidevali smo, da se fermentacija zakljuci takrat, ko ne vidimo vec izhajati mehurckov.
Produkte fermentacij, »pridobljeno mlado vino«, smo prefiltrirali, opravili analize dolo¢evanja
specifi¢ne teze in titracijskih kislin. Vzorce smo zaprli v steklenicke, jih oznacili in shranili v
hladilnik.

6. februarja smo odnesli tri vzorce v podjetje ETOL d.o.0., kjer so nam s pomo¢jo GC-MS
metode opravili analizo sestavin kon¢nih produktov fermentacij. V analizo smo dali naslednje
vzorce:

% sladkorna raztopina s kvasom (surogat),

% vzorec vina, pridobljenega s fermentacijo pri temperaturi 33°C z dodanimi kvasovkami
in
% vzorec vina, pridobljenega s fermentacijo v domaci kleti pri temperaturi 8-10 °C.

Zaradi etanola kot moc¢no prevladujoce komponente, bi bilo dolocanje ostalih sestavin tezko.
Zaradi tega so se v Etolu odlocili za kombinirano uporabo plinske kromatografije z masno
spektroskopijo, ki na osnovi molskih mas identificira neznane snovi.

3.5.12 Polnjenje vina pridelanega vina
Odlocili smo se, da bomo v primeru uspesne fermentacije, pridelano vino simboli¢no polnili v
0,2 I steklenice.

3.5.13 Oblikovanje in izdelava etikete
Za pridelano in ustekleni¢eno vino smo racunalnisko oblikovali in izdelali etiketo.

3.5.14 Analiza rezultatov

Na osnovi opravljenih poskusov, meritev in kemijskih analiz smo prisli do zanimivih in
uporabnih ugotovitev. Na osnovi tega lahko vecino zastavljenih hipotez potrdimo, eno pa
ovrzemo.
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3.6 Meritve
3.6.1 Vpliv koncenracij sladkorja in kvasa na potek fermentacije

Za zacetek proucevanja fermentacije smo si pripravili raztopino glukoze z masno koncentracijo
180 g/l. Odlocili smo se, da tej raztopini dodamo 2 g pekovskega kvasa in opazujemo kaj se bo
zacelo dogajati s temperaturo. Temperatura kontrolne glukozne raztopine se ni v 24 urah ni¢
spremenila, enako je bilo z raztopino, ki smo ji dodali kvas.

Preglednica 3: Vpliv razli¢nih sladkorjev enakih koncentracij z dodanim kvasom na hitrost

fermentacije
¢as temperatura (°C) temperatura (°C) temperatura (°C)
(h) kontrola poskus 1 poskus 2
glukoza+voda glukoza+kvas+voda saharoza+kvas+voda
(45 g + 250 ml) (45 g+ 15 g+ 250 ml) (45 g+ 15 g+ 250 ml)
14.15 25 25 25
14.45 25 26 26
15.15 25 27,5 27
15.45 25 28 27,5
16.15 25 28,5 28
16.40 25 29 29
17.20 25 30,5 30
18.15 25 31,5 31
18.45 25 32 32
19.15 25 33 32,5
19.40 25 33,5 33
20.15 25 34,5 34
21.05 25 35,5 35
22.00 25 36,5 36
23.08 25 37,5 37
23.25 25 38 37
24.04 25 38 37,5
01.15 25 37,5 37
02.15 25 37,5 37
7.15 25 35 35

Iz preglednice 3 je lepo razvidno, da smo nastavili 3 poskuse. Kontrola je sluzila za primerjavo
s poskusoma 1 in 2, ki pri katerith smo uporabili dva razli¢na sladkorja za ugotavljanje hitrosti
fermentacije. Glukoza je monosaharid, saharoza pa ologosaharid.
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Preglednica 4: Merjenje temperature fermentacije glukozne raztopine s senzorjem preko
Vernierjevega vmesnika

cas temperatura (°C)
merjenja (masna koncentracija glukoze 140 g/1)
[h] (14 g glukoze + 7 g kvasa + 100 ml vode)
0 21,8
1 23,8
2 25,9
3 28,6
4 31,7
5 33,8
6 33,3
7 31,9
8 30,3
9 29,0
10 27,8
11 26,1
12 25,8
13 25,5
14 25,1
15 24,8
16 24,5
17 24,2
18 24,1
19 23,9

Temperaturni maksimum je doseZen po 5 urah, alkoholna fermentacija se zakljuci po 19 urah,
ko se temperatura ne spreminja vec.

3.6.2 Merjenje sproscenega CO;

Merjenje volumna spros¢enega CO;
(m;) masa balona z vrvico pred poskusom:  3,3014 g
(my) masa balona z vrvico po fermentaciji: 52,1678 g

(m3) masa sproscenega CO;: 48,8664 g

Pri merjenju CO; z Vernierjevim vmesnikom nismo prisli do rezultatov, saj je senzor obcutljiv
na zelo nizke koncentracije CO,, pri fermentaciji pa se sproscajo zelo velike koli¢ine tega plina.
V navodilih smo zasledili, da je senzor namenjen merjenju koli¢in CO,, ki nastajajo pri
dihanju mokarjev. Kljub pripravi zelo razred¢enih raztopin, nam ta del poskusa ni uspel.
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3.6.3 Vpliv temperature okolice na potek fermentacije

Preglednica 5: Vpliv razli¢nih koncentracij sladkorja in kvasa na hitrost fermentacije (20-22 °C)

éas (h) temperatura ("C) temperatura (°C) temperatura ("C)
vzorec 1 vzorec 2 vzorec 3
(sladkor + voda + Kkvas) | (sladkor + voda + Kkvas) | (sladkor + voda + Kkvas)
14g+100ml+ 7¢g 14g+100ml+ 35¢g 18g+100ml+ 7¢g
0 22,4 22,0 21,1
1 24,7 24,0 23,8
2 2T 25,3 26,0
3 29,6 26,4 28,3
4 31,6 27,9 30,4
5 324 28,8 31,9
6 31,0 29,6 32,3
7 29,2 30,0 31,8
8 27,5 30,1 29,8
9 26,1 29,6 27,8
10 24,9 28,5 25,9
11 23,8 27,4 24,4
12 23,1 26,6 234
13 e 26,1 22,8
14 22,5 25,6 22,5
15 22,4 25,3 2
16 223 24,9 22,0
17 22,1 24,6 21,8
18 22,0 24,3 21,6
19 21,8 24,0 214
20 21,7 23,8 21,2
21 21,6 23,6 21,1
227 21,6 23,5 21,1
23 21,7 234 21,1
24 21,5 23,2 21,0

V tem poskusu smo spreminjali uporabljene koncentracije saharoze in kvasa in merili trajanje
fermentacije. Iskali smo tudi temperaturni maksimum, najvisjo temperaturo fermentacije.
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Preglednica 6: Vpliv razli¢nih koncentracij sladkorja in kvasa na hitrost fermentacije (8-10 “C)

¢as (h) temperatura ("C) temperatura ("C) temperatura ("C)
vzorec 1 vzorec 2 vzorec 3
(sladkor + voda + kvas) | (sladkor + voda + kvas) | (sladkor + voda + kvas)
14g+100ml+ 35¢ 14g+100ml+7¢g 18g+100ml+ 7 g
0 10,5 11,6 10,4
1 11,8 12,4 12,3
2 12,1 12,9 12,7
3 12,3 13,3 13,2
4 12,5 13,8 13,5
5 12,6 14,4 13,8
6 12,8 14,9 14,2
7 12,9 15,5 14,6
8 13,0 16,1 15,0
9 13,1 17,0 15,4
10 13,2 17,8 15,8
11 13,3 18,6 16,3
12 13,5 19,6 16,8
13 13,6 20,7 17,2
14 13,7 21,7 17,7
15 13,8 22,4 18,1
16 14,0 22,7 18,6
17 14,0 22,5 19,0
18 14,2 22,1 19,3
19 14,3 21,6 19,5
20 14,4 20,9 19,6
21 14,5 20,3 19,7
22 14,6 19,8 19,6
23 14,8 19,3 19,5
24 14,8 18,8 19,4

V tem poskusu nas je zanimalo kako na potek fermentacije vpliva temperatura okolice, torej
prostora v katerem poskus izvajamo. Merili smo Cas zacetka reakcije in Cas v katerem doseze
fermentacija temperaturni maksimum. Pri poskusu smo spreminjali koncentracije sladkorja in

kvasa.
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Preglednica 7: Vpliv uporabe enakih koncentracij suhega kvasa in razli¢nih sladkorjev na potek
fermentacije pri 18 °C

¢as (h) temperatura (°C) temperatura ("C)
vzorec 1 vzorec 2
(glukoza + voda + kvas) (saharoza + voda + kvas)
20,6 g+100ml+ 3,5¢g 20,6 g+100ml+35¢g
1 18,5 18,9
2 19,3 19,3
3 19,5 19,5
4 19,9 19,9
5 20,3 20,2
6 20,6 20,6
7 20,9 20,8
8 21,2 21,2
9 21,4 21,4
10 21,7 21,6
11 21,9 21,8
12 22,1 21,9
13 22,0 21,9
14 21,9 21,8
15 21,7 21,5
16 21,5 21,4
17 21,4 21,2
18 21,2 21,0
19 21,0 20,9
20 21,0 20,9
21 21,1 21,0
22 21,2 21,1
23 21,2 21,3
24 21,3 21,4
25 21,4 21,5
26 21,6 21,6
27 21,6 21,7
28 21,8 21,8
29 21,9 21,9
30 22,0 22,0
31 22,0 22,0
32 22,1 22,1
33 22,1 22,2
34 22,2 22,2
35 22,2 22,2
36 22,1 22,1
37 21,9 21,9
38 21,7 21,6
39 21,4 21,3
40 21,2 21,1
41 21,0 20,9
42 20,7 20,7
43 20,7 20,7
44 20,7 20,7
45 20,7 20,7
46 20,8 20,7

Pri poskusu smo uporabili enake masne koncentracije sladkorjev in kvasa. Primerjali smo
hitrost fermentacije med glukozo in saharozo.
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3.6.4 Poskusi nastavljenih fermentacij mosta in sladkornih raztopin na vodnih kopelih

Preglednica 8: Merjenje temperature med fermentacijo mosta v vodnih kopelih (7. januar)
MOST K, 33 °C BK, 33 °C K, 25°C BK, 25 °C K, 17 °C BK, 17 °C

¢as

8.00 28 30 23 25 16,5 16.5
8.45 26 28 23.5 23.5 16 18
9.35 32 33 23 24 16 18
10.25 30 32 23 23.5 17 18.5
11.15 33 35 25 24 18 18
12.15 35 37 25 25 17 18.5
13.05 33 35 25 25 17 18

Preglednica 9: Merjenje temperature med fermentacijo mosta v vodnih kopelih (8. januar)

MOST K, 33 °C BK, 33 °C K, 25°C BK, 25 °C K, 17 °C BK, 17 °C
cas 33.5 36 18 18 17 17.5
8.00 34 36 18 18 17 17.5
8.45 32 34 19 19 17 18
9.35 32 32.5 25 25 18.5 17
10.25 34 36 25 25 18 17
11.15 30 31 25 25 18 17
12.15 32.5 34 25 25 18 17
13.05 33 33 24 25 18 17

LEGENDA PREGLEDNIC 7,8:

K, T (°C) — dodane selekcionirane kvasovke; temperatura vodne kopeli
BK, T (°C) — brez dodanih selekcioniranih kvasovk; temperatura vodne kopeli
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Preglednica 10: Merjenje temperature med fermentacijo mosta v vodnih kopelih (9. januar)

MOST K, 33 °C BK, 33 °C K, 25 °C BK, 25 °C K, 17 °C BK, 17 °C
¢as

8.00 33.5 36 23 24 17 17,5
8.45 34 36 22 24 17 17,5
9.35 32 34 24 24,5 17 18
10.25 32 32,5 25 25 18,5 17
11.15 34 36 25 25 18 17
12.15 30 31 25 25 18 17
13.05 32,5 34 25 25 18 17
13.55 33 33 24 25 18 17

Preglednica 11: Merjenje temperature med fermentacijo mosta v vodnih kopelih (12. januar)

MOST K, 33 °C BK, 33 °C K, 25°C BK, 25 °C K, 17 °C BK, 17 °C
cas
8.00 32,5 35,5 25 24 17 17
8.45 34,5 36,5 25 24 17 17
9.35 33,5 33,5 24,5 24 17 17
10.25 32,5 32,5 24,5 24,5 17,5 17
11.15 33 33,5 24,5 24,5 18 17
12.15 31 30 24,5 25 18 17,5
13.05 33,5 36 25 25 18 17,5
13.55 33 33,5 25 25 18 17,5
A

LEGENDA PREGLEDNIC 9,10:

K, T (°C) — dodane selekcionirane kvasovke; temperatura vodne kopeli
BK, T (°C) — brez dodanih selekcioniranih kvasovk; temperatura vodne kopeli
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Preglednica 12: Merjenje temperature med fermentacijo mosta v vodnih kopelih (13. januar)

MOST

8.00
8.45
9.35
10.25
11.15
12.15
13.05

K, 33 °C BK, 33 °C
28 30
26 28
32 33
30 32
33 35
35 37
33 35

K, 25°C BK, 25 °C
23 23.5
23.5 23.5
23 23
22.5 22.5
22 22
22 22
21 21

LEGENDA PREGLEDNICE 11:

K, 17 °C

16,5

K, T (°C) — dodane selekcionirane kvasovke; temperatura vodne kopeli

BK, T (°C) — brez dodanih selekcioniranih kvasovk; temperatura vodne kopeli

BK, 17 °C

16.5
18
20

18.5
18

18.5
18

7

Pri nastavljenih poskusih fermentacije, na vodnih kopelih Zelenih temperatur, smo prisli do
zanimive ugotovitve, da termostat prencha delovati takoj, ko se vzorec v bucki zaradi reakcije
segreje. V bistvu merimo ves ¢as temperature kopeli. Nastavljene temperature so razli¢ne, zato

je razlicen tudi Cas,

v katerem se fermentacija zakljuci. To je bilo zelo lepo vidno skozi

steklene bucke. V casu alkoholnega vrenja so bili izredno lepo vidni mehurcki. Bolj kot se je
fermentacija blizala h koncu, vecji je bil delez temnejSe rjave usedline. To lahko pojasnimo z
narascajoco koncentracijo etanola, ki povzro¢i odmiranje kvasovk. Pri opazovanju poskusov
smo videli, da se fermentacija mosta zaklju¢i hitreje v primeru dodajanja selekcioniranih

kvasovk. Bistrost dobljenih produktov z dodajanjem selekcioniranih kvasovk je vecja.

Preglednica 13: Trajanje fermentacije grozdnega soka v odvisnosti od temperature vodnih kopeli in pH

temperatura Cas trajanja (dan) cas trajanja (dan)
vodene dodane kvasovke brez dodanih pH
fermentacije sladkorna stopnja 20,6 kvasovk
() sladkorna stopnja 20,6
17 46 54 3
25 24 28 3
33 17 20 3
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Preglednica 14: Trajanje fermentacije vzorcev grozdnega soka v odvisnosti od temperature okolice

St. vzorca Cas trajanja dodajanje sladkorna temperatura
grozdnega fermentacije kvasovk stopnja v Sol.
soka (dan) laboratoriju
CO
1 35 v 15,7 20
2 38 - 15,7 20
3 43 v 21,6 20
4 44 - 21,6 20
5 53 - 29,6 23

NaSega poskusa pri temperaturi 10 °C nismo mogli speljati zaradi tehni¢ne napake vodne
kopeli. Odlo¢ili smo se, da prosimo vinogradnika, ki nam je prispeval grozdje za

eksperimentalni del,

Se za vzorec mladega vina po koncani fermentaciji. Lastnik je moStu

dodal enake selekcionirane kvasovke kot mi pri nasem poskusu. V njegovi kleti je bila
temperatura 8-10 °C. Po raziskavah je ta temperatura optimalna za proizvodnjo vrhunskih
kakovostnih vin. Vzorec smo res dobili, saj smo zeleli s kemijsko analizo ugotoviti sestavo
posameznih komponent. Rezultate analiz smo uporabili za primerjavo med vzorci, ki smo jih
kot produkt fermentacije pridelali v Solskem laboratoriju.

3.6.5 Merjenje sladkorne stopnje z refraktometrom

¥
¥
¥
¥
¥

.s

Grozdje: 21,6 % Sacch.
Grozdni sok : 21,6 % Sacch.
Sladkorna stopnja grozdnega soka po zamrzovanju in odtajanju (zgornji del steklenice):

15,7.

Sladkorna stopnja grozdnega soka po zamrzovanju in odtajanju (na dnu steklenice):

29,6.

Sladkorna stopnja odtaljenega groznega soka po dodajanju sladkorja: 21,6.
Glukozne raztopine z masno koncentracijo 180 g/l: 15,2.
Na osnovi izmerjenih sladkornih stopenj, s pomocjo korelacijske tabele (Priloga I), lahko
ocenimo vsebnost etanola po kon¢ani fermentaciji.
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Preglednica 15: Merjenje temperature med fermentacijo v vzorcih glukoznih raztopin v vodnih kopelih

¢as merjenja [h] vzorec 1 vzorec 2 vzorec 3 vzorec 4
Tiopeti = 25 °C Tiopeti = 25 °C Tiopei = 33 °C Tiopeai = 33 °C
0 24,5 24,1 31,1 31,1
1 24,8 25,1 36,6 36,7
2 24,8 25,1 33,3 33,0
3 24,8 25,1 35,2 354
4 24,8 25,1 37,7 37,9
5 24,8 25,1 34,1 34,2
6 24,8 25,1 36,6 36,8
7 24,8 25,1 33,1 33,2
8 24,8 25,1 35,6 35,8
9 24,9 25,1 37,9 36,3
10 24,9 25,1 34,6 34,8
11 24,9 25,2 36,5 36,7
12 24,9 25,1 32,9 33,0
13 24,8 25,1 34,3 34,6
14 24,8 25,1 36,4 36,8
15 24,8 25,0 36,0 34,4
16 24,8 25,0 34,1 34,5
17 24,7 24,9 354 35,9
18 24,7 24,9 36,7 37,1
19 24,6 24,9 33,2 334
20 24,6 24,9 34,8 35,1
21 24,6 24,9 364 36,8
22 24,6 24,9 32,6 32,8
23 24,6 24,9 34,2 34,6
24 24,6 24,9 36,0 36,5
25 24,6 24,9 32,6 32,9
26 24,6 24,9 34,4 43,7
27 24,6 24,8 36,3 36,8
28 24,6 24,9 32,9 33,2
29 24,6 24,9 34,8 35,1
30 24,6 24,9 36,7 37,2
31 24,6 24,9 33,3 334
32 24,6 24,9 35,3 35,6
33 24,6 24,9 36,9 37,3
34 24,6 24,9 33,8 33,9
35 24,6 24,9 35,6 35,9
36 24,6 24,9 36,6 37,0
37 24,6 24,9 33,0 33,1
38 24,6 24,9 34,4 34,6
39 24,6 24,9 35,6 36,0
40 24,6 24,9 36,7 374
41 24,6 24,9 32,7 32,9
42 24,6 24,9 33,9 34,1
43 24,6 24,9 35,1 35,3
44 24,6 24,9 36,1 36,5
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3.6.6 Dolocevanje specificne teze vina s piknometrom

Preglednica 16: Specificne teZe pridobljenih vin v Solskem laboratoriju 06. 03. 2009

vZorec m;(g) my(g) m3(g)
25 °C BK 20,6588 45,8344 45,7756
(v sobi)

25 °Cvk-K | 20,1425 45,5923 45,4512
17 °C vk - K | 20,4825 45,7021 45,5038
33°Cvk—K | 20,4288 45,6087 45,5875

Legenda: K — kvasovke, BK- brez kvasovk, vk— vodna kopel

m; = masa praznega piknometra (g)

m, = masa piknometra z destilirano vodo 20 *C(g)
m3 = masa piknometra z vzorcem 20 °C (g)

Preglednica 17: Specifi¢ne teZe pridobljenih vin v Solskem laboratoriju 20. 03. 2008

vzorec mg m; ms3
25°CBK 20,4640 45,4587 45,6469
(v sobi)

17°Cvk-K 20,1284 45,1534 46,7322
17 °Cvk-BK | 20,6939 45,5930 45,6485
33°Cvk—-BK | 31,6594 82,8773 82,9715
25°Cvk-BK | 31,2390 82,8857 82,6500
25°Cvk-K 20,3326 45,3120 45,4365

Legenda: K — kvasovke, BK- brez kvasovk, vk— vodna kopel

3.6.7 Dolocevanje Kislin v vinu s titracijo

Preglednica 18: Porabe NaOH pri dolo¢evanju titracijskih kislin v vinu 06. 03. 2009

vzZorec ViNaOH (ml) | V, NaOH (ml) | V3 NaOH (ml) | V.. NaOH (ml)
25 °C BK 14,1 14,1 14,0 14,1

(v sobi)

25°Cvk-K 9,1 9,1 9,1 9,1

17 °Cvk-K 0,8 0,8 0,8 0,8

33°Cvk-K 1,1 1,2 1,1 1,1

Preglednica 19: Porabe NaOH pri doloc¢evanju titracijskih kis

lin v vinu 20. 03. 2009

VZOrec ViNaOH (ml) | V, NaOH (ml) | V3; NaOH (ml) | V,,,. NaOH (ml)
25 °C BK 10,6 10,6 10,5 10,6

(v sobi)

17 °Cvk-K 3,0 3,0 2,9 3,0

17 °C vk — BK 1,2 1,2 1,2 1,2

33 °Cvk-BK 1,6 1,6 1,5 1,6

25 °C vk - BK 1,1 1,0 1,0 1,0

25°Cvk-K 12,5 12,4 12,5 12,5

Legenda: K — kvasovke, BK- brez kvasovk, vk— vodna kopel
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3.6.8 Plinska kromatografija GC-MS

® injiciranje: posredno z SPME vlaknom

® kolona: VF-5MS 30 m; 0,25 mm ID;

® T kolone: 40 °C (2 min) 4 °C/min do 150 °C (10 min) 10C/min do 220 °C
® pretok skozi kolono: 1.5 ml He/min

® T injektorja: 230 °C

® detektor MS: scan mode m/z 40-300; 70 eV.

Preglednica 20: Sestava pridobljenega vina v laboratoriju (dodajanje kvasovk; 33 °C)

KOMPONENTA SCAN RT (min) AREA % AREA
ETIL ACETATE 127 2.057 372124 10,56
IZOBUTANOL 135 2.199 179151 5,08
ACETAL 221 3.559 16137 0,46
3-METIL BUTIL ALKOHOL 237 3.816 1114537 31,61
2-METIL BUTIL ALKOHOL 242 3.898 440680 12,50
ETIL BUTIRAT 360 5.774 12663 0,36
1-HEKSANOL 531 8.511 13131 0,37
IZOAMIL ACETAT 540 8.651 218026 6,18
BENZALDEHID 744 11.901 48672 1,38
ETIL HEXANOAT 824 13.178 66260 1,88
LIMONEN 887 14.184 23031 0,65
FENETIL ALKOHOL 1078 17.238 247938 7,03
IZOOKTANOL 1100 17.590 27283 0,77
1-OKTANOL 1110 17.756 18990 0,54
DIETIL BUTANEDIOAT 1200 19.190 13101 0,37
ETIL OKTANOAT 1227 19.615 208020 5,90
BLEEDING SPME VLAKNA 1408 22.513 119523 3,39
1534 24.533 26735 0,76
ETIL DECENOAT 1567 25.051 14963 0,42
ETIL DEKANOAT 1580 25.262 150743 4,28
BLEEDING SPME VLAKNA 1627 26.017 49744 1,41
NOPYL ACETATE 1692 27.045 119362 3,39
ETIL DODEKANOAT 1965 31.385 24563 0,70
SKUPAJ 3525377 100,00




Preglednica 21: Sestava vina iz vinske kleti (dodajanje kvasovk; 8-10 “C)

KOMPONENTA scan RT area % area
ETIL ACETATE 127 2.055 1844317 25,13
IZOBUTANOL 136 2.199 60513 0,82
ACETAL 221 3.558 42162 0,57
3-METIL BUTIL ALKOHOL 237 3.815 806277 10,99
2-METIL BUTIL ALKOHOL 242 3.899 403399 5,50
ETIL IZOVALERAT 270 4.339 12683 0,17
BUTANDIOL 339 5.443 106870 1,46
ETIL BUTIRAT 360 5.777 49519 0,67
IZOAMIL ACETAT 540 8.652 110277 1,50
ETIL HEXANOAT 824 13.178 276632 3,77
LIMONEN 887 14.184 19060 0,26
2-NONANON 1021 16.326 10683 0,15
FENETIL ALKOHOL 1078 17.236 239261 3,26
DIETIL BUTANEDIOAT 1198 19.146 547089 7,46
ETIL OKTANOAT 1227 19.613 1475770 20,11
BLEEDING SPME VLAKNA 1409 22.506 87852 1,20
ETIL DECENOAT 1568 25.051 137141 1,87
ETIL DEKANOAT 1581 25.261 860354 11,72
DIMETIL NAFTALEN 1669 26.651 40519 0,55
BLEEDING SPME VLAKNA 1693 27.043 93840 1,28
1730 27.624 52753 0,72
ETIL DODEKANOAT 1965 31.385 24715 0,34
BLEEDING SPME VLAKNA 2054 32.803 15362 0,21
2056 32.830 21153 0,29
SKUPAJ 7338201 100,00

Preglednica 22: Sestava surogata (sladkor, kvas, voda; 22 °C)

KOMPONENTA SCAN RT(min) AREA % AREA
ETIL ACETATE 127 2.062 146437 2,66
IZOBUTANOL 136 2.202 162547 2,95
ACETAL 237 3.816 2049742 37,24
3-METIL BUTIL ALKOHOL 242 3.898 879986 15,99
2-METIL BUTIL ALKOHOL 540 8.654 74101 1,35
ETIL HEXANOAT 824 13.180 48383 0,88
LIMONEN 887 14.184 17032 0,31
FENETIL ALKOHOL 1078 17.229 442268 8,03
ETIL OKTANOAT 1227 19.615 634723 11,53
BLEEDING SPME VLAKNA 1408 22.513 87260 1,59
ETIL DEKANOAT 1580 25.262 717012 13,03
IZOAMIL OKTANOAT 1666 26.629 39971 0,73
BLEEDING SPME VLAKNA 1692 27.045 117875 2,14
ETIL DODEKANOAT 1964 31.387 87470 1,59
SKUPAJ 5504807 100,00

Vsebnost etanola v “vinu”, ki je nastalo s fermentacijo sladkorne raztopine ob prisotnosti
pekovskega kvasa smo poimenovali surogat. Analiza, ki je bila opravljena s plinsko
kromatografijo je pokazala vsenost etanola 7,1 % .

41



4 REZULTATI

4.1 Vpliv koncentracij sladkorja in kvasa na potek fermentacije

Graf 5: Odvisnost temperature fermentacije glukozne raztopine od ¢asa

Graf 5 prikazuje, da se fermentacija intenzivno odvija prvih pet ur, ko doseze temperatura
najvisjo vrednost. Fermentacija se zaklju¢i v 23 urah. Ko odpremo termovko zaznamo vonj po
alkoholu in kvasu.

Pri enaki masni koncentraciji glukoze potece fermentacija prej, v primeru vecje mase
dodanega kvasa. 7 g kvasa povzro¢i fermentacijo v glukozni raztopini koncentracije 140 g/l tri
ure prej kot, ¢e dodamo poloviéno maso kvasa (3,5). Ce uporabimo enake mase kvasa,
spreminjamo pa masne koncentracije glukoze, dosezemo temperaturni maksimum prej v
primeru nizje masne koncentracije sladkorja, ob upostevanju konstantne temperature okolice.

4.2 Prostornina sproscenega CO; pri fermentaciji

Masa sproscenega CO, pri fermentaciji sladkorne raztopine z masno koncentracijo 180 g/l
znasa 48,8664 g. Prostornino smo dolocili na osnovi merjenja mase balona pred fermentacijo in
takoj po doseganju temperaturnega maksimuma. Veljajo namre¢ zakonitosti plinov. Z
narasanjem temperature v termovki naraSca tudi tlak, vse do temperaturnega maksimuma.
Takoj, ko za¢ne temperatura v termovki padati, pada tudi tlak v njej. Zaradi tega se ustvari
podtlak in balon se za¢ne krciti. Meritev smo veckrat ponovili, da smo se balon naucili
pravocasno, ¢im tesneje zavezati. Menimo, da ta nacin ni zanesljiv, dobljeni rezultati pa so
vprasljivi.
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4.2 Vpliv temperature okolice na potek fermentacije

a0~
Legenda:

7 g suh. kvasa + 14 saharoza + 100 ml vode
M > g suh. kvasa + 14 saharoza +100 ml vode
- 7 g suh. kvasa + 18 saharoza + 100 ml vode

.
T

30+

20—

Ternperature 3 (°C) Terperature 2 (°C) Temperature 1 (°C)

Graf 6: Odvisnost temperatur fermentacij razlicnih koncentracij sladkorja in kvasa od casa pri
temperaturi okolice (20-22 °C)

a0

Legenda:

7 g suh. kvasa + 18 saharoza +100 ml vode
B - g suh. kvasa + 14 saharoza + 100 ml vode
- 3,5 g suh. kvasa + 14 saharoza + 100 ml vode

40
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Temperature 2 (°C)  Temperature 3 (°C)

20—

Terperature 1 (°C)

L e T

—— ]
0 10 20 30 40 50
(3,80, 41,40 Tirrie (k)

Graf 7: Odvisnost temperatur fermentacij razli¢nih koncentracij sladkorja in kvasa od ¢asa pri
temperaturi okolice (8-10 °C)

Ce je temperatura prostora v katerem nastavimo fermentacijo niZja, npr. 8-10 °C, bo
fermentacija potekala dlje ¢asa, da dosezemo temperaturni vrh (16-23 ur). Pri temperaturi 20-
22 °C pa je temperaturni vrh doseZen v Casu 5-8 ur.
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Legenda:
10 i 100 ml vode + 3,5 g kvasa + 20,6 g glukoze
- 100 ml vode + 3,5 g kvasa + 20,6 g saharoze
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e ——

Temperature 1 (°C) Ternperature 2 (°C)
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0 10 il El a0
(11,83, 2477) Time (h)

Graf 8: Odvisnost temperatur fermentacij od ¢asa za raztopine razli¢nih sladkorjev enakih
koncentracij

Iz grafa 8 je lepo razvidno, da vrsta izbranega sladkorja ne vpliva na hitrost fermentacije.
Pri enakih koncentracijah sladkornih raztopin glukoze in saharoze sta Casa za porabljeni
temperaturni ekstrem enaka.

4.3 Poskusi nadzorovanih fermentacij mosta in sladkornih raztopin na vodnih kopelih

S0

-
T

NNV

Legenda:

14 g kvasa + 45 glukoza + 250 ml vode
- 7 g kvasa + 45 glukoza + 250 ml vode
B 100 ml mosta + kvasovke
- 100 ml mosta brez kvasovk

w
T

o
T

=]
]

Temperature 1 (°C) Temperature 2 (°C) Temperature 3 (*C)  Temperature 4 (°C)

0 —V T
i 10 20 30 a0
7,00, 16,36) Time (h)

Graf 9: Odvisnost temperature fermentacije od ¢asa za razli¢ne vzorce na vodnih kopelih
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Legenda:
i 100 ml mosta + kvasovke
- 100 ml mosta brez kvasovk
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Graf 10: Odvisnost temperature fermentacije od ¢asa za vzorca mosta na vodni kopeli (25°C)

Vrednosti temperatur nihajo z nihanjem temperatur kopeli. Rezultati nam ne kazejo dejanskih
temperaturnih nihanj v procesu fermentacije. Uporaba vodnih kopeli je za merjenje odvisnosti
temperature od ¢asa za posamezne vzorce popolnoma nesmiselna.

4.5 Specifi¢ne teZe vin in vsebnost titracijskih kislin

Preglednica 23: Specificne teze in titracijske kisline vin 6. februar

vzorec specificna titracijske

06. 03. 2009 | teza vzorcev kisline
@/

25 °C BK 0,9977 10,6

(v sobi)

25 °"C vk - K | 0,9945 6,8

17 °Cvk-K | 0,9921 0,8

33 °'Cvk-—K | 0,9992 0,6

Legenda: K — kvasovke, BK- brez kvasovk, vk— vodna

kopel

Preglednica 24: Specificne teze in titracijske kisline vin 20. marec

vzorec specifi¢na teza | titracijske Kisline
20. 03. 2009 VZorcev (g/)

25°CBK 1,0148 7,6

(v sobi)

17°Cvk-K 1,0631 2,3

17 °Cvk-BK | 1,0022 0,9
33°Cvk-BK |1,0018 1,2
25°Cvk-BK | 0,9954 0,6

25°Cvk-K 1,0050 17,6

Legenda: K — kvasovke, BK- brez kvasovk, vk— vodna kopel
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Rezultati izraCunanih specifi¢nih tez v preglednici 23 potrjujejo, da je fermentacija zakljucena,
saj so vse vrednosti pod 1,0000.

Analize specifi¢nih tez vzorcev, ki smo jih po zaklju€eni fermentaciji pustili odprte pri sobni
temperaturi, so zbrane v preglednici 24. Vrednosti kazejo na to, da je prislo do ocetno-kislinske
fermentacije, nastajajo glicerol, kisline in druge snovi, ki so tezje od vode.

4.6 Rezultati GC-MS

Vsebnosti etanola:

% v sladkorni raztopini s kvasom (surogat) 7,1% etanola,

% v vzorcu vina, pridobljenega s fermentacijo pri temperaturi 33 °C ob dodatku kvasovk
11,2 % in

% v vzorcu vina, pridobljenega s fermentacijo v domadi kleti, pri temperaturi 8-10 °C
11,5 %.

Surogat mo¢no odstopa v vsebnosti etanola, zato povrsine vrhov niso primerljive z drugima
dvema. Vsebnost etanola se med vzorcema vin ne razlikuje bistveno glede na razli¢ne pogoje
fermentacije (temperature). Razen etanola, so vse komponente prisotne v nizkih koncentracijah,
zato je bilo uporabljeno SPME (solide phase micro extraction) vlakno. Etanol je v
kromatgramih oznacen le s pus¢ico, saj je bil detektor v tem ¢asu ugasnjen zaradi previsoke
koncentracije etanola.
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5 ZAKLJUCEK

Alkoholno vrenje je ena izmed vrst fermentacije. V tem biokemijskem procesu
kvasovke pretvorijo sladkor v etanol, ogljikov dioksid in Stevilne stranske snovi.
Temperatura fermentacije je prav gotovo eden najpomembnejsih dejavnikov, ki
odlo¢a o trajanju procesa, o njegovem zacetku in zakljuCku, o sestavi in
kakovosti kon¢nega produkta. V nasi raziskovalni nalogi smo Zeleli vse navedene
kriterije podrobneje preuciti, zato smo si pri raziskovanju zastavili pet hipotez.

V prvi hipotezi smo predvidevali, da bo hitrost fermentacije vec€ja pri visji
temperaturi in se bo zato tudi prej zakljucila. Domneva se je izkazala za pravilno,
saj smo z dvema vzporednima poskusoma, pri dveh razli¢nih temperaturah nase
predvidevanje potrdili. Prvo hipotezo lahko torej v celoti potrdimo. Fermentacija
doseze pri 20-22 °C temperaturni maksimum v petih urah, pri temperaturi 8-10 °C
pa v 23 urah. Ugotovili smo Se, da na potek fermentacije ne vpliva samo
temperatura, ampak tudi koncentracija sladkorja in masa dodanega kvasa. Pri
ve€ji masni koncentraciji sladkorja, fermentacija potece po€asneje. Fermentacija
potece pocasneje tudi v primeru, da dodamo manj kvasa.

Do enakega zakljuc¢ka smo prisli tudi s poskusi z grozdnim sokom — moStom. Pri
vi§ji temperaturi se fermentacija zaklju¢i hitreje. Pri 17 °C se fermentacija
zakljuci po 46 dneh, pri 25 °C po 24 dneh in pri 33 °C po 17 dneh.

V drugi hipotezi smo predvidevali, da fermentacijo lahko kontrolirano vodimo na
temperaturno nastavljenih vodnih kopelih. Nase predvidevanje se je izkazalo za
nepravilno. Z nastavitvijo vodnih kopeli na doloCeno temperaturo in uravnavanje
le-te s termostati, ne moremo dolociti temperaturnega maksimuma. Termometri
dejansko merijo le temperature vodnih kopeli. Fermentacija je eksotermen proces,
kar pomeni, da se spros$ca toplota. Krivuljo, ki nastane kot rezultat fermentacije,
bi lahko razdelili v tri dele. V zaletnem delu zaradi sproScanja toplote
temperatura narasca, sledi temperaturni maksimum in nato njen padec, zaradi
poveCane koncentracije alkohola. Vsega tega v tem poskusu nismo mogli
dokazati. To hipotezo moramo torej ovreci. Zadovoljiti smo se morali z dobrim
opazovanjem pripravljenih buck z mosStom v vodnih kopelih. Zacetek
fermentacije smo prepoznali z nastajanjem mehurckov, konec pa s prenehanjem
izhajanja mehurckov.

V tretji hipotezi smo pri¢akovali, da bodo dodane selekcionirane kvasovke mostu,
pri razli¢nih temperaturah pospesile fermentacijo. Tretjo hipotezo lahko v celoti
potrdimo. Z grozdjem namre¢ lahko v vino prenesemo Siroko paleto kvasovk,
Zlahtnih in neZelenih. Z dodajanjem selekcioniranih kvasovk se izognemo razvoju
neZelenih in tako pospeSimo hitrost fermentacije. Tako je fermentacija moSta pri
17 °C z dodanimi selekcioniranimi kvasovkami potekla osem dni prej, pri 25 °C
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Stiri dni in pri 33 °C tri dni prej, kot pri fermentacijah mosta brez dodanih
selekcioniranih kvasovk.

V Cetrti hipotezi smo predvidevali, da se med fermentacijo sproscajo velike
koli¢ine ogljikovega dioksida. Da v procesu fermentacije ta plin res nastaja,
opazimo z izhajanjem mehurckov. Maso CO, smo poskusili dolo¢iti, s pomoc¢jo
balona (tehtanje mase pred fermentacijo in po doseZenem temperaturnem
maksimumu) in s senzorjem za CO, preko Vernierjevega vmesnika. S senzorjem
ni §lo, ker je bila koncentracija nastalega CO, prevelika. Hipotezo lahko v celoti
potrdimo, saj se je prostornina balona z napolnjenim CO, med fermentacijo res
zelo povecala. Rezultat, ki smo ga pridobili z merjenjem mas balona, pa je z
vidika natan¢nosti metode zelo vprasljiva. Zaradi plinskih zakonitosti smo morali
balon takoj po temperaturnem maksimumu, zelo dobro zavezati in hitro stehtati.
Med meritvijo so se lahko veckrat ponovile sistemati¢ne napake, osebne napake
in napake postopka.

V peti hipotezi smo pricakovali, da temperatura fermentacije vpliva na kon¢no
sestavo produkta. Tudi to hipotezo lahko v celoti potrdimo. Vsebnosti titracijskih
kislin v vinu, pridelanem v procesu fermentacije, so pri razlicnih temperaturah
povsem razlicne. Vsebnosti alkohola se med vzorcema vin, pridelanima s
temperaturo fermentacije 8-10 °C (11,5 %) in 33 °C (11,2 %), bistveno ne
razlikujeta. Mo¢no pa se razlikujeta v vsebnosti nekaterih drugih alkoholov in
aromati¢nih snovi, ki vplivajo na senzori¢ne lastnosti in razporeditev vin v
ustrezni kakovostni razred.

Raziskovalno delo je potekalo po skrbno zastavljenih ciljih in je bilo izredno
zanimivo. Naredili smo zelo obseZzno raziskavo, ki bi pravzaprav lahko bila
razdeljena v veC raziskovalnih del. Raziskovanje pa nas je tako navdusilo in
motiviralo, da smo Zeleli dobiti ¢im ve¢ odgovorov, saj smo za potrditev ene
same hipoteze morali predhodno preveriti in preizkusiti nekatere pomembne
kriterije in dejavnike.

Refraktometer smo npr. morali uporabiti zato, da smo doloc¢ili masno
koncentracijo sladkorja v grozdju in mostu. V prvi hipotezi smo ugotovili, da je
le-ta izrednega pomena za hitrost fermentacije, vpliva pa tudi na kon¢no vsebnost
alkohola.

Z meritvami specifi¢nih tez vin, smo Zzeleli ugotoviti ali je fermentacija res
zakljucena. Specificna teza vina, s povsem povretim sladkorjem, mora imeti
vrednost pod 1,0000.

Z analizo titracijskih kislin smo Zeleli ugotoviti kaksna je stabilnost vina. Ta del
je lahko izziv za nadaljnja raziskovanja, podobno kot iskanje uspeSne metode za
dolo¢evanje sproscenih koli¢in CO,. CO, uvrs¢amo med toplogredne pline in je
zato tudi z vidika okoljevarstva problemati¢en, saj smo zasledili podatek, da se
pri fermentaciji 1000 litrov mosta sprosti 44 000 litrov CO..
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PRILOGE

Priloga I: korelacijska tabela med gostoto mosta, relativno gostoto in sladkorno stopnjo
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Priloga II: Kromatogram sestavin v vzorcih vin - identifikacija
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Priloga III: Kromatogrami vzorcev
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