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Rezime: Za savrSeno balansirano vino moze se re¢i da stvara simfoniju u ustima. Da bi se
postiglo uzviseno, kako u vinu, tako i u muzici, potrebna je masta i iskusna orkestracija
umjetni¢kog zanata. Inventivnost za vino pocinje u vinogradu. Sli¢éno kompozitoru muzike,
vinogradar proizvodi grozde kroz mnostvo specifikacija kako bi postigao kvalitetan rezultat.
Razli¢ite sorte grozda Vitis vinifera omogucavaju stvaranje vina razlicitih zanrova.

Sli¢no muzi¢kom dirigentu, vinar odlucuje koji ¢e Zanr stvarati i razmatra resurse potrebne za
ostvarenje potencijala grozda. Primarno razmatranje je kvasac: da li treba inokulisati sok od
grozda ili ga prepustiti "divljim kvascima"; da li treba inokulisati specifi¢cnim sojem
Saccharomyces ili kombinacijom sojeva Saccharomyces; ili da li da nastavite sa ne-
Saccharomyces vrstama? Dok razli¢iti kvasci Saccharomyces i ne-Saccharomyces obavljaju
svoju ulogu tokom fermentacije, u¢inak nije zavrSen sve dok ,,debela dama* (S. cerevisiae)
nije otpjevala (grozdani Secer je fermentisan do odredene suvoce i alkoholna fermentacija je
zavrsena). Da li je vino harmonicno ili ne harmoni¢no? Hoce li potrosac traziti jos i ponoviti
kupovinu?

Razumijevanje potreba potrosaca omogucava vinogradarima da organizuju razlicite simfonije
(stilove vina) koriste¢i jednostruke ili viSestruke fermentacije (kvasce). Neki potrosaci ¢e
izabrati zvukove filharmonijskog orkestra koji se sastoji od velikog broja raznovrsnih
instrumentalista (kao $to je slu¢aj sa vinom nastalim spontanom fermentacijom); neki ¢e
radije slusati manji ansambl (u slu¢aju vina proizvedenog upotrebom odabrane grupe ne-
Saccharomyces i Saccharomyces kvasca); a drugi ¢e favorizovati dobro poznati i pouzdani
superzvuéni sopran (Saccharomyces cerevisiae). Ali $ta ako digitalni muzicki sintisajzer - kao
Sto je sinteticki kvasac - postane dostupan da moze proizvesti bilo koji muzicki zanr sa
naj¢istijim zvukom dodirom nekoliko tipki? Hoce li sintisajzer pokvariti karakter muzike i
dovesti do gubitka mnogo hvaljene romanti¢ne mistike? Ili ¢e muzicki sintisajzeri podrzati
kompozitore i dirigente da kreiraju nove kompozicije i jo§ kvalitetnije performanse koje ¢e
oduseviti publiku? Ovaj ¢lanak istrazuje ova 1 druga relevantna pitanja u kontekstu
proizvodnje vina i uloge koju kvasac i njegova genomika igraju u poboljsanju kvaliteta vina.

1. Povezivanje umjetnosti Bacha i zanata Bacchusa

Muzika i vino nalaze se u svakoj poznatoj kulturi - proslosti i sadasnjosti - koje se zna¢ajno
razlikuju izmedu mjesta i vremena, i oblikuju civilizacije na vrlo prepoznatljive nacine Sirom
svijeta. Muzika je mozda bila prisutna u populaciji predaka prije njihovog lutanja sirom
planete prije 50.000 godina, dok se istorija vinogradarstva proteze na gotovo 7.000 godina
prije Hrista (slika 1). Tokom vijekova, istorija i duh muzike i vina spajali su se kako bi spojili
umjetnost i zanat, i uveliko obogatili na¢in na koji zivimo danas.
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Slika 1. Sirenje proizvodnje vina od plemenitih sorti grozda (Vitis vinifera) iz prednje Azije (oko 6.500 godina
prije Hrista) u druge dijelove svijeta. (Prilagodeno prema literaturnom izvoru [1]).

Umjetnost komponovanja i dirigovanja muzikom, kao i proizvodnja grozda i proizvodnja vina
smatraju se izrazima ljudske kreativnosti i maste — te je i povlacenje metaforicnih paralela
izmedu muzike i vina sasvim prirodno (slika 2).

Beethoven je jednom rekao ,,muzika je vino koje nadahnjuje nove generacije koje dolaze®, i
nastavio je opisivati sebe kao ,,Bacchus-a koji proizvodi slavno vino za ¢ovjecanstvo i ¢ini ih
duhovno pijanim*.

Nikada ne¢emo znati da li bi se Beethoven slozio sa stavom da je, na primjer, Bachova
umjetnost bila viSe muzicki izrazaj 1 primjena njegove maste, osjecaja, misli 1 ideja dok se
Bacchus-ov zanat vise oslanjao na nau¢enu vjestinu i iskustvo u stvaranju opipljivog
proizvoda zvanog vino.

Ono $to znamo je, medutim, da nam i1 zvuk muzike 1 okus vina pruzaju zadovoljstvo na
poseban ¢ulni na¢in. Sada se pojavljuju nau¢ni dokazi koji pokazuju da su pravi ljubitelji vina
sposobni da pouzdano povezu odredena vina sa odredenim muzi¢kim djelima [2,3,4].
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Slika 2. Metaforicka paralela izmedu muzike i vina kao izraza ljudske kreativnosti i maste. Vinogradar sastavlja
note o vinu u vinogradu dok ih vinar interpretira i prevodi u originalnu kompoziciju sa svojim izabranim
instrumentima u vinariji sa jedinim ciljem da ispuni ocekivanja svoje publike na specificno ciljanom
potrosackom trzistu.

Sliéno kompozitoru koji isprepli¢e elemente da bi stvorio originalnu muziku - melodiju,
skrivenu harmoniju ili progresiju akorda, a ponekad i tekstove - vinogradar sastavlja vinske
note u vinogradu. Primjenjujuéi svoj zanat na ono $to priroda i zemlja ve¢ daje vinogradu,
vinogradari njeguju svoje ¢okote kako bi proizveli grozde - “note” za razne tipove i stilove
vina.

Uvazavajuci ono §to je kompozitor napisao, dirigent ima slobodu da kreativno orkestrira
originalnu kompoziciju svojim izborom instrumenata i da preuredi tempo kako bi zasitio
muzicki apetit svoje publike.

U vinariji vinar poStuje rezultat koji je ostvario vinogradar, i jedinstveno interpretira
kompozicije grozda provodeci razli¢ite aranzmane odabranih postupaka: pred fermentacija,
sojevi kvasaca, uslovi fermentacije, tehnologije nakon fermentacije, materijal za pakovanje,
kao i strategiju marketinga i maloprodaje za postizanje vlastite vizije.

U manjim operativnim postavkama, medusobno povezani izbori napravljeni na svakom
koraku u lancu vrijednosti od grozda do ¢ase vina mogu biti jednostavniji jer vinar moze biti i
kompozitor u vinogradu i dirigent u vinariji.

Dobra muzika i dobro vino zadovoljavaju razli¢ita ¢ula na slican nac¢in. Otvaranje boce vina u
prijatnom drustvu izaziva sli¢no iskustvo i uvazavanje kao prisustvovanje koncertu i slusanje
poznatog muzickog djela, ¢ak i kada postoji neizvjesnost da dvije predstave nikada nece biti
iste (slika 3).

Nase individualne preferencije za odredene muzicke Zanrove i stilove vina se vremenom
mijenjaju. Muzicari i vinari dobro znaju da, da bi zadrzali svoju publiku i potrosace ukljucene
u proces, njihova umjetnost i zanatstvo takode treba da se razvija i napreduje kroz vrijeme.
Neke od ovih promjena ¢e biti posljedica povlacenja sa trzistu, a druge ¢e biti ugrozene
silama novih tehnologija (slika 4). Rezultat ovih dinamiénih, trendovskih sila ¢esto pretvaraju
danasnju inovaciju u sutrasnju tradiciju. Medutim, sofisticirana publika i potroSaci obi¢no
prihvataju uzbudenje novih trendova, a da pritom ne gube svoju zahvalnost za Sarm
bezvremenskih klasika.
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Slika 3. Razliciti aspekti senzorskog kvaliteta vina. SluSanje muzike i ispijanje vina u prijatnim drustvenim
okruzenjima ocigledno manifestuju senzualna iskustva. Cetiri ¢ula su ukljucena u definisanje organoleptickog
kvaliteta vina: vid, miris, okus i dodir. Vinski Zargon se koristi za opisivanje onoga $to degustator vino osjeca
(kao $to je sazeto opisano u izvoru [5]): izgled (vid - npr. zamagljeno, maglovito, talog na dnu boce, dubina
boje, nijansa, mjehuriéi), nos (miris) - ili aroma i buket) i nepce (okus i dodir - okus i osecaj usta). Termin
aroma se obicno koristi za opisivanje mirisa mladog, svjeZeg vina; primarne arome poticu iz fermentacije -
tipicno mladenacke sa svjezim notama svjezeg voca. Buket je termin za starije vino, manje svjeze, ali sloZenije;
sekundarne arome potic¢u od sazrijevanja u hrastovom buretu, a tercijarne arome nastaju tokom starenja i
C¢uvanja u flasi - razvijeno voce pokazuje vise starosti, sa dinstanim ili suSenim vocem i drugim mirisima koji
takode traze paznju. Pojam okus odnosi se na slatkocu, kiselost, gorcinu, slanost i okus umamija. Osjecaj usta
odnosi se na tijelo i teksturu vina pod uticajem faktora kao sto su alkoholna jacina (osjecaj toplote) i tanini
(osjecaj suvosti). Sastav vina ukljucuje kiseline, Secer, gorcinu (povremeno), tanine (u crnom vinu), alkohol,
vlaznost i trajnost na nepcu, osecaj usta, pjenu (pjenusavo vino), kao i intenzitet aroma i okusa voca i sloZenost
(raznolikost i slojevi okusa).
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Slika 4. Lanac vrijednosti u proizvodnji vina



Tradicionalni proizvodni pogled na lanac snabdevanja je u velikoj mjeri zamijenjen savremenijim trzisno
orijentisanim pristupom u scenariju lanca potraznje. Ova promjena paradigme u vinskoj industriji stavila je vino
kao proizvod u srediste arene izmedu sila trzisnog povlacenja i napretka tehnologije, gdje tradicija i inovacije
moraju koegzistirati [6]. Savremeni potrosaci traZe vina Koja su prijatna po svim senzornim aspektima, zdrava i
proizvedena na ekoloski odrziv nacin i koja se prilagodavaju standardima neodredene misticnosti vina. U
globalnoj ekonomiji u kojoj se kvalitet definise kao zadovoljstvo ,, odrzivog potrosaca i obicnog potrosaca*, to je
borba za isporuku vina koja ispunjavaju ta oéekivanja po konkurentnim odnosima kvalitet / cijena, dok ostaju
profitabilna. Na Zestoko konkurentnom trzistu sa stalno promjenjivim preferencijama potrosaca, proizvodaci
moraju stalno biti u potrazi za nacinima predvidanja novih trzisnih trendova i biti u mogucénosti isporuditi
proizvode koji na vrijeme ispunjavaju ocekivanja potrosaca.

Veliki muzicari i vinari su u mogucnosti da pravovremeno interpretiraju dinamiku ovih
medusobno povezanih faktora i da pravilno procijene kakve ¢e biti buducée preferencije svoje
ciljne publike 1 potrosackih trzista.

Uz vino, precizno trzisno predvidanje i fleksibilnost, zahtijevaju majstorsku orkestraciju
harmoni¢nog spoja umjetnicke intuicije, vjestine majstora i logike nauc¢nika - a to odrzava
publiku na okupu, sa stalnim ovacijama i moguénost prodaje vina na globalnom trzistu.

U ovom kontekstu, ovaj clanak nastoji osvijetliti predstave o fermentaciji klasi¢nih i
trendovskih kvasaca u vinariji, 1 privuéi zvuk budu¢e muzike iz istrazivacke laboratorije.

2. Prevodenje kompozicija groZda u ¢arobne i karakteristicne vinske Zanrove

Slusajuéi nastup filharmonije, publika cijeni kvalitet i harmoniju mnostva prijatnih zvukova,
kao 1 osjecaj inspirisanog ¢itavim iskustvom. To se ne razlikuje od ocekivanja i preferencija
onih koji vole vino, koji ¢esto koriste pojmove kvaliteta i vrijednosti koji se odnose na
odredenu sortu, odredeno vino (slika 5).

Potrosacu koji uporeduje razli¢ita vina za kupovinu, pojam kvaliteta se odnosi na ,,sustinski‘
kvalitet vina, §to znaci kako ga vino zadovoljava po izgledu, mirisu i na nepcima, kao i
sagledavanja vrijednosti vina [7].

Kada potroSaci koriste termin vrijednost, ona se obi¢no odnosi 1 na unutrasnju vrijednost 1 na
sliku vina u odnosu na cijenu. Imidz proizvoda zavisi od toga koje se vino stavlja na trziste,
porijeklo i regionalnost vina, koje su ekoloski prihvatljive prakse vinarije, sa koliko je
medalja vino nagradeno, kako poznati somelijeri i drugi uticajni ljudi ocjenjuju vino i cijenu.

PotroSaci ¢e smatrati vino visokom vrijednoS¢u ako je proizvod senzorno ugodan i
prepoznatljiv, a percipiran je kao visok u slici po konkurentnoj cijeni [7].
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Slika 5. Stablo kvaliteta sorti i sortnih vina
[8]. U vecini potrosackih trzista, sorte ,, Big
Six-Velikih Sest*: Cabernet Sauvignon,
Merlot, Pinot Noir, Chardonnay, Riesling i
Sauvignon Blanc - smatraju se ,, plemenitim *
sortama od kojih se proizvode najtrazenija
Sortna vina. Jedan nivo nize su tzv. Klasicne
sorte grozda koje ukljucuju crne sorte:
Cabernet Franc, Nebbiolo, Sangiovese,
Syrabh (ili Shiraz), Tempranillo i Touriga
Nacional te bijele sorte Chenin Blanc,
Gewdrztraminer, Semillon i Viognier.
Kategorija kultivara ispod uopsteno se
naziva "zanimljivim" sortama i postoji
dugacak popis tih sorti. Imidz i jacina nekih
od tih takozvanih zanimljivih' sorti évrsto su
povezani sa odredenim zemljama i regijama
proizvodnje vina, naprimjer, italijanska
Barbera, dileanski Carmenére, argentinski
Malbec, juznoafricki Pinotage, urugvajski
Tannat i kalifornijski Zinfandel. Na kraju tu
Jje i kraci spisak sorti koje se koriste za
masovu proizvodnju vina (Aire, Chasselas,
Clairette, Malvasia, Trebbiano, Aramon,
Lambrusco, itd.

Sli¢no muzi¢kim entuzijastima - mladim i starim, muskim i zenskim - koji se veoma razlikuju
po svojim zeljama za razli¢itim muzickim zanrovima, cula potrosaca vina nisu jednako
osjetljiva ili prilagodena suptilnom asortimanu promjenjivih senzacija izazvanih razlic¢itim

tipovima i stilovima vina (slika 6).

Neke od raznolikosti u senzornoj percepciji i preferencijama za razli¢ita vina medu
pojedincima i populacijama su kulturne - neke genetske i neke naucene - a neke preferencije

su takode pod uticajem pola, starosti i mode [5].
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Slika 6. Opsti raspon tipova vina [9]. ,, Prirodno “ vino se uglavnom odnosi na tip vina koji sadrzi alkohol koji
nastaje tokom kvasceve fermentacije Secera, dok se ,,jako “ vino odnosi na tip vina koje sadrze alkohol koji
nastaje tokom fermentacije kvasca kao i dodat alkohol. Kategorija ,,prirodnog“ vina ukljucuje crno, rosé i bijelo
vino koje moze biti ,,mirno “ ili ,, pjenusavo ““. "Jaki" tipovi vina ukljucuju Sherry, Port i nekoliko tipova biljnih
vina, kao Sto je Vermouth.

U proteklih 35 godina, globalna vinska industrija proizvodi oko 15% vise vina od godisnje
potrosnje i bori se da zadrzi svoj udio od 11% na globalnom trzistu alkoholnih pica [8].

Po obimu pivo zauzima oko 80% trZisSta alkoholnih pica, a alkoholna pica ¢ine 9%. Vrijednost
proizvodnje od 32 milijarde boca (ili ekvivalenata) vina koje se prodaju svake godine je oko
100 milijardi USD, §to predstavlja oko cetvrtinu ukupne vrijednosti globalnog trZista
alkoholnih pica [8].

Sve veci jaz izmedu proizvodnje vina 1 potros$nje predstavlja stvarnu prijetnju profitabilnosti
mnogih vinskih preduzeca u svim zemljama proizvoda¢ima vina. Nije iznenadujuce da ovaj
pritisak na trZiStu pokrece vinogradare da teze ka dubljem razumijevanju i uvidu u ocekivanja
i preferencije pojedinaca i populacije na svojim ciljanim trzi$tima, tako da mogu dostaviti
zeljena i prepoznatljiva vina u skladu sa potrebama potrosaca.

Nije moguce orkestrirati privlaénu muziku iz lose komponovanog djela - slicno, nemoguce je
napraviti dobro vino od lose uzgojenog grozda. Dakle, proces vinarstva zaista pocinje u
vinogradu sa optimalno zrelim grozdem na ¢okotu. Grozde, kako se bere, sadrzi potencijal
vina, ali vinar ima klju¢nu ulogu u ostvarivanju tog potencijala u potpunosti.

Na svakom koraku procesa proizvodnje, proizvodac vina je duzan donositi dobro informisane,
pronicljive odluke o tome koja ¢e tehnika, tehnologija i praksa najbolje voditi proces kako bi
se ispunio potencijal grozda i postigao unaprijed odredeni ishod.

Postoji pet osnovnih faza u procesu proizvodnje vina: (I) berba grozda, muljanje (drobljenje) i
presanje; (1) fermentacija; (111) bistrenje, pretakanje i stabilizacija; (V) sazrijevanje i
starenje; i (V) flasiranje, etiketiranje i pakovanje (slika 7). Medutim, postoje i varijacije i
odstupanja na putu koji omoguéavaju vinogradarima da sami stave svoj pecat na proizvodni
lanac, ¢ine¢i tako njihovo vino jedinstvenim [10,11,12].
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Slika 7. Glavni koraci u proizvodnji crnog i bijelog vina [13]. Neki koraci i njihov redoslijed razlikuju se izmedu
proizvodnje crnog i bijelog vina.

Berba groZda. Odredivanje vremena za berbu grozda je prvi korak 1 tacka odluc¢ivanja u
procesu proizvodnje vina [12]. Ova odluka je pod jakim uticajem vremenskih uslova i
zahtjeva nauke (tj. hemijske analize) i staromodne degustacije grozda.

Da li se grozde bere ru¢no ili masinski, u velikoj mjeri odreduje kiselost, slatko¢u, alkoholnu
snagu, teksturu tanina, trpkost i okus vina [10]. Kada se grozde dostavi u vinariju, sortiraju se
grozdovi, a uklanja se trulo ili nedovoljno zrelo grozde.



Drobljenje groZda i presanje. Sledeci koraci ukljucuju uklanjanje peteljkovine, drobljenje
(muljanje) i presanje (cijedenje) izmuljanog grozda [12]. Tradicionalno gnjeCenje grozda
radnickim nogama uglavnom je zamijenjeno mehani¢kim drobljenjem i presama grozda ,,radi
dobijanja sire“. Proizvodnja bijelog vina ne zahtijeva pokozicu bobice, sjemenke i peteljéice
koje treba ukloniti odmah nakon drobljenja kako bi se sprijecilo da nezeljene boje i tanini
dospiju u vinotokom fermentacije.

Proizvodnja crnog vina zahtijeva da, nakon drobljenja, pokozica bobice ostane u soku tokom
procesa vinifikacije (fermentacije). Za vrijeme maceracije - vremenski period u kojem
pokozica i sok od grozda mogu medusobno djelovati - polifenolne materije koje ¢ine
antocijanini (pigmenti rastvorljivi u vodi), tanini i aktivna mirisna jedinjenja izlucuju se iz
pokoZice bobice, sjemenki i peteljkovine u $iru, dajuc¢i crnom vinu njegovu boju, strukturu i
aromu [11].

Pocetak spontane fermentacije se moze odlaziti hladenjem kljuka - procesa koji se naziva
"hladno potapanje” ili "hladna maceracija". Kratki periodi (obi¢no ne duze od par dana)
maceracije i hladno poptapanje se takode obavljaju za ograniceni raspon stilova bijelog vina,
ali se ove prakse uglavnom primjenjuju u proizvodnji crnih vina.

U zavisnosti od sorte grozda 1 Zeljenog stila crvenog vina, duZina maceracije moze se
produziti na period od nekoliko sedmica i jedna je od najuticajnijih mjera kontrole dostupnih
vinaru da oblikuje stil krajnjeg proizvoda. Osim toga, nacin na koji se kljuk cijedi moze
znacajno uticati na stil i kvalitet krajnjeg proizvoda.

Praksa presanja grozda evoluirala je od tradicionalnog gnjecenja grozda nogama i presa sa
kosem do savremenih presa sa mjehurom kada se vazdusni jastuk puni vazduhom i njezno
potiskuje grozde prema unutra$njem zidu perforiranog cilindra te serijskih ili kontinuiranih
mehanickih presa.

Grozde ¢e prvo biti "izmuljano”, tako ¢e se izdvojiti "samotok". Pod pritiskom u presi dolazi
do odvajanja ¢vrstih dijelova (pokozice, mesa, sjemenki ). ,,PreSevina‘ je obi¢no inferiorna u
pogledu kvaliteta u odnosu na ,,samotok* i mnogo oporija [11].

U fazi drobljenja (muljanja, gnjecenja) ili presanja, vinar moze dodati viSe dodataka Siri (za
bijelo vino) ili kljuku (za crno vino) da koriguje sastav prije pocetka fermentacije. Ovi dodaci
mogu ukljucivati kiseline ('zakiseljavanje-povecanje koli¢ine kiselina' u vru¢im klimatskim
podruc¢jima-sa manjkom kiselina u grozdu), Secer (‘chaptalisation' u hladnim klimatskim
regijama-sa manjkom Secera u grozdu), sumpor dioksid (kao antimikrobni i antioksidacijski
agens) i askorbinsku kiselinu (kao antioksidant u proizvodnji bijelih vina).

Alkoholna i malolakti¢na (jabucno-mlije¢na) fermentacija. Alkoholna fermentacija se vrsi
ambijentalnim kvascem ("'spontana fermentacija") ili dodatim kvascem ("inokulisana"
fermentacija). Tokom ovog procesa, glavni grozdani Seceri, glukoza i fruktoza se pretvaraju u
etil alkohol (etanol) i ugljen dioksid (CO2) anaerobnim metabolizmom (glikolizom) ¢elija
kvasca. Jedan molekul glukoze stvara dva molekula etanola i dva molekula ugljen dioksida, tj.
CeH1206 — 2C2Hs0H + 2COo.

Alkoholna fermentacija koju pokrece kvasac je slicna za bijelo i crveno vino, osim §to se
fermentacija crvenog vina odvija na nesto viSoj temperaturi (18-30° C). Temperatura koja se



odrzava u fermentacionoj masi je glavni faktor koji odreduje trajanje fermentacije - ¢ak i1 viSe
od pocetne koncentracije Secera, tipa kvasca, aeracije $ire i koli¢ine mikro-hranjivih materija
[10].

Tipi¢no, fermentacija crvenog vina je zavrSena u roku od nedelju dana, dok kod proizvodnje
bijelih vina, koja ¢esto fermentiSu na mnogo nizim temperaturama (12-18° C), fermentacija
moze da traje i nekoliko nedelja dok se vrenje ne zavrsi do suvoce (to jest, kada su svi Seceri
potroSeni u izgradnji alkohola). U zavisnosti od stila vina koje vinar nastoji posti¢i, alkoholna
fermentacija se obi¢no obavlja u hrastovim buradima, velikim hrastovim kacama, otvorenim
betonskim posudama i tankovima od nerdajuceg Celika [8].

Bez obzira na tip posude za fermentaciju, velika koli¢ina pokozice, zeleni dijelova i sjemenke
u kljuku, u interakciji sa izlu¢ivanjem ugljen dioksida tokom fermentacije, formira ¢vrstu
masu (poznatu kao "kapa") koja pluta na povrsine posude za fermentaciju. Da bi se odrzao
kontakt izmedu ¢vrstih dijelova grozda i soka, ,.kapa“ se redovno potapa U te¢nost.
,Upravljanje kapom* se moze obaviti ru¢no (,,guranjem-na dolje*), mehanicki (koriste¢i
rotacione rezervoare) ili metodom prepumpavanja (pumpanje te¢nosti sa dna posude preko
,poklopca®).

Malolakti¢ke bakterije vode sekundarnu fermentaciju poznatu kao malolakti¢na fermentacija.
Tokom ovog post-alkoholnog procesa fermentacije, jabucna kiselina se pretvara u mlije¢nu
kiselinu (koja ima manju kiselost) i ugljen dioksid: COOH-CHOH-CH>-COOH — COOH-
CHOH-CHjs + CO». Malolakticka fermentacija je jednako prihvatljiva za sva crvena vina osim
za najlaksa crvena vina. Nasuprot tome, malolakticka fermentacija je neuobicajena u
proizvodnji bijelog vina, osim za proizvodnju odredenih stilova Sardonea i pjenusavih vina.
Pored svoje uloge u deacidifikaciji vina, malolakti¢ka fermentacija moze doprinijeti i mirisu,
okusu i slozenosti vina, kao i mikrobioloskoj stabilnost vina (smanjenje rizika stvaranja gasa
u flasiranim vinima).

Bistrenje i stabilizacija vina. Po zavrsetku faze fermentacije, bistrenje pocinje uklanjanjem
suspendovanog i nerastvorljivog materijala (koji se naziva "lees-talog™) kod mladih vina [10].
Talog ukljucuje visak tartarata, pektina i materija, kao Sto su proteini i mali broj mikrobnih
¢elija (ukljucujuéi mrtve Celije kvasca). Bistrenje 1 stabilizacija vina moze se posti¢i
jednostavnim drZanjem vina u podrumu sve dok se vece Cestice ne slegnu (proces poznat kao
"talozenje" ili " débourbage’"). Nakon pocetnog ,.talozenja“, fini ,,talozi* koji ostaju u posudi
nedovrSenog vina mogu se lagano mijesati (proces poznat pod nazivom ,,batonnage*) prije
konacnog ,,débourbage®, nakon ¢ega slijedi odvajanje ili ,,pretakanje* bistrog vina, gornjih
slojeva od kompaktnog sloja ¢vrstih dijelova na dnu posude [8]. Ovaj proces se moze ubrzati
fizickim metodima, kao sto je hladna filtracija, centrifugiranje i flotacija, ili mnogo jeftinijim
hemijskim procesom poznatim kao "finiranje-filtriranje". Hladenje i hladna filtracija ¢e
smanjiti koncentraciju tartarata u mladim vinima prezasi¢enim u tartaratima do nivoa ispod
koncentracije koji bi kasnije mogli formirati kristale u boci [11].

Svrha dodavanja preparata-sredstva za bistrenje (bistrenje enzimskih preparatima ili
bentonitom-vulkanska glina) je da vino da omeksa ili smanji oporost i/ ili gor¢inu; da se
uklane proteini sposobni za stvaranje zamucenja; ili smanji boja adsorpcijom i taloZzenjem
polimernih fenola i tanina. Sredstvo za bistrenje reaguje sa komponentama vina ili hemijski ili
fizi¢ki, tako da se formira novi kompleks koji se moze odvojiti od vina. Stepen koliko ¢e se
vino izbistriti i stabilizovati zavisi¢e od cilja stila vinara: ,,svakodnevna“ vina se obi¢no
temeljnije prociS¢avaju i stabilizuju, a s obzirom da postoji trziste za ,,nefiltrirana“ vina - neki
potrosaci to smatraju boljim kvalitetom jer prihvataju da se talog moze polako formirati u
bocama i vjeruju da manje stabilni sastojci pozitivno doprinose procesu starenja [11].
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Sazrijevanje vina i starenje. Vremenski period tokom kojeg se vinom rukuje u podrumu ili
vinariji obi¢no se naziva ,,sazrijevanje vina (ponekad u kontaktu sa drvetom - hrastova burad
- poseban stil vina, a ponekad u tankovima od nerdajuceg ¢elika za pjenuSava bijela vina), dok
je period u kojem se vino ¢uva u boci poznato kao ‘starenje’ vina [8,11].

Prije kupaziranja i flaSiranja, ve¢ina vina se obi¢no skladisti (Cuva) nekoliko mjeseci u
tankovima ili drvenoj buradi. Za vrijeme sazrijevanja u hrastovom buretu (koje se ¢esce
koristi za crvena nego za bijela vina), vino se podvrgava nizu sloZzenih transformacija,
ukljucujuci kontrolisanu oksidaciju koja moze rezultirati glatkijim i zaobljenijim vinima zbog
polimerizacije tanina.

Hrastovina i njome indukovane transformacije mogu znac¢ajno promijeniti aromu, sastav i
kvalitet krajnjeg proizvoda prenoseci niz okusa ukljucujuéi vanilu, aromu hrasta i nagorelu
zadimljenost [7]. Nasuprot tome, ,,starenje* vina u bocama uklju¢uje samo suptilnu evoluciju
vina.

Suprotno uvrijezenom misljenju, starost vina nije nuzno vrlina - samo relativno mali podskup
tipova vina ima koristi od produzenog starenja U bocama [11]. Vecina danasnjih vina
namijenjena je za konzumiranje u nekoliko godina poslije punjenja u flase, bilo da su
zatvorena plutanim ¢epom, metalnim ¢epom ili drugacije.

Uzgoj grozda, proizvodnja vina, pakovanje i oznacavanje krajnjeg proizvoda samo su pola
price - jo§ uvijek postoji moguénost za mnogo gresaka izmedu case i usana. AKo se
marketing, maloprodaja ili prodaja vina ne uradi dobro, to je potencijalno sli¢no tome da
budete na pozornici bez publike koja bi aplaudirala za nastup.

Osim toga, iskusni vinari i trgovci vinima takode znaju da se, ¢ak i uz savrs§eno dobro
promisljene strategije za promociju i prodaju vina, stvari jo§ uvijek mogu okrenuti naglavacke
zbog neocekivanih i naglih promjena na trzistu.

Na primjer, 17. novembra 1991., kada je americki televizijski voditelj, Morley Safer, iz
popularnog informativnog programa Sixty Minutes, podigao ¢asu crvenog vina, pogledao u
kameru i izjavio “odgovor na nisku stopu sréanih bolesti u Francuskoj [uprkos njihovoj
neuobicajeno visokoj potrosnji sira i visokoj masnoc¢i hrane, mesu visokog kolesterola] moze
se nalaziti u ovoj privla¢noj ¢asi “roden je takozvani Francuski paradoks. Unutar jedne
godine, potros$nja crvenog vina porasla je za vise od 40% samo u SAD-u.

Drugi primjer je film iz 2004. godine pod naslovom Sideways. Kada je glavnog glumca,
Miles (kojeg glumi Paul Giamatti) upitala atraktivna konobarica, Maya (koju je glumila
Virginia Madsen) "Zasto ste tako zaljubljeni u Pinot?", njegov odgovor 60-ih je bio, Pinot
Noir je sorta vinove loze koja se specifi¢no gaji u svim predjelima svijeta i koliko su samo
ljubitelji ovog vina zavisni o strpljivom radu odabrane grupe uzgajivaca da u potpunosti
izraze okuse grozda, koji su* najzanimljiviji i najsjajniji i uzbudljiviji 1 suptilniji i drevni na
0voj planeti ” Americ¢ki potrosaci vina zaljubili su se u ovu sortu grozda.

Prije ovog filma, Pinot Noir se smatrao sortom koja se teSko uzgaja i vino koje je tesko
prodati. Sideways Effect je imao trenutni uticaj na prodaju vina Pinot Noir. To je dovelo do

masovnog i brzog podizanja zasada sa sortom Pinot Noir, i odgovaraju¢im padom prodaje i
vrijednosti sorte Merlot.
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Nepredvidivi uticaj ovih dvaju primjera, francuskog paradoksa i efekta Sideways, pruza
dragocene lekcije kako vinogradarima tako i trgovcima - uvijek ocekujte neocekivano na
trziStu i budite spremni da se suocite sa muzikom promjene preferencija potrosaca.

3. Igranje mikrobioloskih muzickih stolica u bacvi za fermentaciju

Regrutovanje optimalnog broja talentovanih muzicara koji sviraju razli¢ite instrumente u
orkestru je slozen zadatak, koji zahtijeva mnogo vjestine. Fermentacija je jednako slozen
ekoloski i biohemijski proces koji ukljucuje dosljedan razvoj mikrobioloskih vrsta, pod
uticajem preovladavajucih uslova u vinogradima i vinarijama [13,14,15].

Grozde i most (Sira) prirodno su mjesavina gljivica, kvasaca, bakterija, mikovirusa i
bakteriofaga (slika 8). Grozdani most je relativno potpun po sadrzaju hranjivih materija;
medutim, moZe podrzati porast samo ograni¢enog broja mikrobnih vrsta. Vrsta i brojcana
prisutnost autohtonih mikroba zavisi o faktorima kao $to su: nac¢in berbe grozda (ru¢no branje
ili masinsko), temperatura grozda, transport od vinograda do vinarije (udaljenost / vrijeme,
pocetna temperatura grozda, temperatura vazduha, dodavanje sumpora), stanja grozda
(vrijeme, temperatura, dodavanje sumpora) i prethodne pripreme (higijena podruma,
provjetravanje, obrada enzimima, dodavanje sumora, metoda bistrenja, temperatura,
inokulacija starter kulturama kvasca) [9].

SEKSUALNA FAZA  ASEKSUALNA FAZA SINONIMI
Citeromyces matritensis Candida globosa
Debaryomyces hansenii Candida famata Pichia hensenii
Dekkera bruxellensis Brettanomyces bruxellensis
Hanseniaspora guilliermondii Kloeckera apis
Hanseniaspora occidentalis Kloeckera javanica
Hanseniaspora osmophila Kloeckera corticis
Hanseniaspora uvarum Kloeckera apiculata
Hanseniaspora vineae Kloeckera africana

Lachancea kluyveri
Lachancea thermotolerans

Saccharomyces kluyveri
Klyuveromyces thermotolerans,
Candida dattlia

Metschnikowia pulcherrima Candida pulcherrima Torulopsis pucherrima
Meyerozyma guilliermondii Candida guilliermondii Pichai guilliermondii
Milleronzyma farinosa Pichia farinosa

Pichia fermentans Candida lambica =

Pichia kluyveri Hansenula kluyveri
Pichia membranifaciens Candida valida -

Pichia occidentalis Candida sorbosa Issatchenkia occidentalis

Pichia terricola

Saccharomycoides ludwigii

Starmerela bombicola Candida bombicola
Torulaspora delbrueckii Candida colliculosa
Wickerhamomyces anomalus Candida pelliculosa

Issatchenkia terricola

Torulopsis bombicola
Saccharomyces rosei
Pichia anomala,

Hansenula anomala)

Zygoascus meyerae Candida hellenica =

Zygosaccharomyces bailii Zygosaccharomyces baillii
Candida zemplinina Candida stellata
Candida stellata Torulopsis stellata

Slika 8. Telemorfna (seksualna faza), anamorfna (aseksualna faza) i sinonimi nekih od ne-Saccharomyces
kvasaca pronadenih na grozdu i vinu tokom fermentacije [13].

U zavisnosti od obilja i robusnosti mikrobnih vrsta u grozdanom mostu, ovi organizmi mogu
ili ne moraju prezivjeti i/ ili igrati aktivnu ulogu u fermentaciji pod odredenim enoloskim
uslovima koje primjenjuje vinar. Sli¢no dirigentu koji bira razli¢ite instrumentaliste potrebne
za izvodenje razli¢itih uloga u orkestru, vinar bira uslove fermentacije i prakse koji odreduju
koji ¢e kvasci i bakterije biti dozvoljeni da pomognu oblikovanju vina za ciljani stil.
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U sustini, cilj vinara je da se reguliSe [pored prirodnog selektivnog stresa koji postoji u
grozdanom mostu (osmotski pritisak koji vr$i koncentracija visokog sadrzaja Secera)] uslove
fermentacije (nizak pH) i prakti¢ne radnje (dodavanje sumpordioksida) kako bi eliminisao
bakterije kvarenja (bakterije sircetne kiseline i odredene vrste bakterija mlijecne kiseline) i
kvasaca (naprimjer Brettanomyces).

Selektivna fermentacija mora se dalje pojacavati kada se utvrde anaerobni uslovi u posudi ili
tanku; odredena hraniva se trose i povecana koncentracija etanola pocinje da eliminiSe
mikrobioloske vrste osjetljive na alkohol. Ovakvi uslovi uvijek favorizuju vrste kvasca sa
najefikasnijim fermentacionim metabolizmom koji su u stanju da izdrze nizak pH, visoko-
sulfitne i visoko-etanolne sredine. Sa svojim Crabtree-pozitivnim metabolizmom ugljenika,
Saccharomyces cerevisiae je kvasac koji je najbolje opremljen da iskoristi ove restriktivne
vinarske uslove - sposoban je da generise energiju u fermentativnim uslovima i ograniéi rast
konkurentnih mikroorganizama tako $to proizvodi inhibiraju¢e metabolite kao §to su etanol 1

ugljen dioksid.

Nadmocnost S. cerevisiae (autohtonih ili inokulisanih) tokom vrenja je stoga o¢ekivana i
pozeljna [13]. Nazalost, nepozeljni kvasac, Brettanomyces bruxellensis, takode moze
prezivjeti teske uslove koji preovladavaju tokom fermentacije, kao i tokom sazrijevanja vina,
posebno u hrastovim buradima duze vrijeme [16]. Ako je prisutan, ovaj kvasac kvarenja
pretvara hidroksicinami¢ne kiseline u neugodno mirisne etilfenole, proizvodeé¢i mirise u vinu,
kao $to su “metalan”, "medicinski" i miris "seoskog dvorista".

Najprakti¢niji nac¢in da vinari dobiju prednost i da elimini$u nepozeljni Brettanomyces je da:
primijene poznate higijenske prakse u podrumu; inokulisu most brzorazmnozavajué¢im
sojevima S. cerevisiae; i odrzavaju optimalnu koncentraciju slobodnog sumpora u vinu koja
bi, sa jedne strane, eliminisala Brettanomyces dok bi sa druge strane omogucila S. cerevisiae
da brzo zavrsi alkoholno vrenje [16].

A ako je pozZeljna malolakti¢na fermentacija, to bi takode omogucilo Oenococcus oeni da
pretvori jabu¢nu kiselinu u mlije¢nu kiselinu. Inokulacija $ire sa robusnim S. cerevisiae sojem
I primjena optimalne kombinacije niskog pH i visoke koncentracije slobodnog
sumporadioksida (SOz2) ne bi samo ograniéila Brettanomyces ve¢ bi i eliminisala nepozeljne
bakterije sir¢etne i mlijecne kiseline. Ovakve prakse proizvodnje vina osigurale bi brze,
pouzdane i bezbrizne fermentacije, kao 1 dosljedne, predvidive i pozeljne okuse vina i kvalitet
krajnjeg proizvoda (bez isparljivih kiselina ili prisutnosti drugih neo¢ekivanih metabolita).

Jedina slaba strana Siroko koriStene prakse inokulacije $ire sa snaznim fermentacijskim sojem
S. cerevisiae je da poZeljni ne-Saccharomyces kvasci koji potjecu iz grozda imaju ogranic¢enu
mogucnost pozitivnog doprinosa slozenosti vina [9]. Neki vinari preferiraju spontanu
fermentaciju (koja se sastoji od mjesovite i sekvencijske dominacije ne-Saccharomyces i
Saccharomyces kvasaca).

Oni su spremni preuzeti rizik kontaminacije svog grozdanog mosta kvarenjima kvasca jer
smatraju da su autohtoni ne-Saccharomyces kvasci bitni za autenti¢nost njihovih vina time $to
daju zeljene i jasne superiorne regionalne karakteristike [13]. U tom kontekstu, izraz "ne-
Saccharomyces kvasci" pojavio se kao labav kolokvijalni izraz koji se danas Siroko koristi u
industriji vina za sve vrste kvasca nadenih u grozdu osim S. cerevisiae, uz uslov da to
ukljucuje samo kvasce sa pozitivnom ulogom u proizvodnji vina.
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Tokom pocetnih faza fermentacije, ne-Saccharomyces kvasci su prisutni i aktivni u svim
fermentiraju¢im medijima, bilo inokulisani ili ne (slika 9). Ovi ne-Saccharomyces kvasci se
mogu svrstati u tri grupe: (I) kvasci koji su uglavnom aerobni, kao $to su vrste Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia i Rhodoturula; (11) apikularni kvasci sa niskom
fermentativnom aktivnosc¢u, kao $to su Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata),
Hanseniaspora guilliermondii (Kloeckera apis) i Hanseniaspora occidentalis (Kloeckera
javanica); i (I11) kvasci sa fermentativnim metabolizmom, na primjer Kluyveromyces
marxianus (Candida kefyr), Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima), Torulaspora
delbrueckii (Candida colliculosa) i Zygosaccharomyces bailii [13].

10% alcohol

Brettanomyces

~3-4% alcohol : 3;%
Torulaspora Llachancea

| Schizosaccharomyces)
Richia,

_Brettanomyces® 4

0-3% alcohol 0-3%:
g f 'achancea
Hanseniaspora Schizosaccharomyces

Candi Zygosaccharomyces

//
~ Kioeckera,
1dida;

Brettanomyceshs Brettanomycesiy
Saccharomycesg

Povecanje koncentracije alkohola tokom fermentacije Sire

Razlicite faze tokom spontane fermentacije

Slika 9. Sekvencijalno ucescée razlicitih vrsta kvasca tokom fermentacije. Selektivni pritisci koji preovladavaju u
Siri grozda (osmotski pritisak izazvan Seéerima), uslovi fermentacije (temperatura i pH) i postupci proizvodnje
vina (dodavanje sumpora) inhibiraju i / ili uklanjaju ne-Saccharomyces vrste kvasca tokom fermentacije.
Selektivna priroda grozdane Sire postaje sve izrazenija kada se ostvare anaerobni uslovi, nutrijenti se
osiromase, a porast nivoa alkohola pocne da ogranicava preZivljavanje kvasaca osjetljivih na etanol.

Tokom fermentacije, neki od ovih kvasaca su metaboli¢ki aktivni dok se ne postigne
koncentracija etanola od 3% do 4%, dok drugi ostaju duze, dok S. cerevisiae kona¢no ne
postigne apsolutnu dominaciju kako bi uspje$no zavrsio alkoholno vrenje.

Pored njihovog uticaja na rast bakterija i kvasaca Saccharomyces, neke od aktivnih aroma ne-
Saccharomyces kvasaca mogu imati zna¢ajan uticaj na apsolutnu i relativnu koncentraciju
aromatskih jedinjenja i kvalitet krajnjeg proizvoda [13].



4. Audicija Saccharomyces i Ne-Saccharomyces kvasaca za razli¢ite uloge u vinu
Voditelji orkestara uvijek nastoje pronaci nadarene izvodace i nove nacine izvodenja
autenti¢nih 1 zabavnih predstava. Sli¢no tome, mnogi vinari koji se bave trendovima su uvijek
u potrazi za novim sojevima u riznici ambijentalnih kvasaca u svojim vinogradima. Sre¢om,
ovi pioniri viSe nisu suoc¢eni sSamo sa izborom izmedu spontane fermentacije i fermentacije uz
inoklulaciju sojem S. cerevisae za brzo vrenje. Tokom protekle decenije, pojavila se treca
opcija sa inokulisanim mijeSanim vrstama i Sojevima kvasaca ¢ime vinari mogu zadrzati
mikrobe kvarenja i jos uvijek iskoristiti pozitivne doprinose kvasaca aktivnih ne-
Saccharomyces i ne-cerevisiae kvasaca [17,18].

Uz dostupnost vise od 250 razli¢itih komercijalnih vinskih sojeva S. cerevisiae, neke
kompanije za proizvodnju kvasca sada nude ne-cerevisiae i ne-Saccharomyces kvasce za
inokulaciju vinskog kvasca. Pozitivni rezultati su prijavljeni sa Torulaspora delbrueckii,
Pichia kluyveri, Lachancea thermotolerans i Candida / Metschnikowia pulcherrima [13]. Kao
Sto je opisano prije [13], vinari sada mogu voditi svoje prepoznatljive ,,vinske simfonije* tako
Sto ¢e odabrati 1 inokulisati svoje kvasce razli¢itim kombinacijama ovih od nedavno dostupnih
ne-cerevisiae i ne-Saccharomyces kvasaca. Na taj na¢in dobro informisani vinari takode
shvataju da nista u posudi za fermentaciju nije gotovo sve dok debela gospoda - S. cerevisiae
— ne otpjeva svoje i ne pretvori Secer iz grozda do “suvoce” i uspjesno zavrsi alkoholno
vrenje. Prihvatajuc¢i muziku orkestriranu u vinariji, potrosac¢i imaju Sirok spektar zanrova koje
mogu odabrati. Neka publika mozda vise voli prijatne zvuke velikog filharmonijskog orkestra
koji se sastoji od velikog broja raznovrsnih instrumentalista, kao $to je slu¢aj sa vinom
stvorenim spontanom fermentacijom. Druge publike bi mogle traziti nesto drugo $to je stvorio
manji ansambl kvasaca inokulisanih u visestruke ili viSestruke sojeve kvasaca, dok ¢e drugi
nastaviti kupovati svoje karte kako bi ih zabavljali poznati tekstovi pouzdane superzvijezde,
S. cerevisiae (slika 10).

Cijeli
filharmonijski

Ansamm
Kuéni hor

SPONTANA FERMENTACIJA FERMENTACIJA SA

FERMENTACIJA MJESOVITIM JEDNIM SOJEM
e FERMENTACIJA MJESOVITIH SOJEVIMA Tnokulacija sa jednim
J::::;lel::t;::;:lf’::;l(:\lx‘:::.mne VRSTA FERMENTACLJA MJESOVITIH Inokulacija sa razli¢itim komercijalnim komercijalnim sojem
) o ij i e sojevima Saccha yces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
Tnokulacija ne-Saccharomyces i VRSTA Saccharomyecs sojevima Saccharomyces cerevisiae y

Saccharomyces sojeva odabranih od
udruZenja vinara Inokulacija sa Saccharomyces vrstama
odabranih od udruZenja vinara

Slika 10. Sirok raspon pristupa izboru kvasca za fermentaciju u proizvodnji vina.

U spontanim fermentacijama, vinari u potpunosti zavise od prisustva kvasca koji potice iz vinograda i vinarije
koji fermentisu grozdani Seéer do "suvoce". Sa 'inokulisanim' kvascima, vinari mogu birati vodenje fermentacije
sa mjeSovitim vrstama kvasca (koje vrste mogu ukljucivati od Saccharomyces vrsta ili ne-Saccharomyces vrsta,
ili oboje), mjesoviti sojevi (razliciti sojevi S. cerevisiae), ili sa jednim sojem (odabrani soj S. cerevisiae) za
proizvodnju specificnog stila vina.
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5. Fino podeSavanje Saccharomyces cerevisiae sojeva za razliCite vinske performanse

U orkestru, svaki muzi¢ar mora znati svoju ulogu u izvodenju odredene muzi¢ke kompozicije
1 oni su odgovorni za fino podeSavanje svojih instrumenata prije nego Sto dirigent krene do
pulta da zapoc¢ne performans.

Sa inokulisanim kvascima vinari znaju da je primarna uloga S. cerevisiae da katalizuje brzo,
potpuno i efikasno pretvaranje grozdanih Secera (uglavnom glukoze i fruktoze) u etanol,
ugljen dioksid i druge pozeljne metabolite koji stvaraju aromu vina (Kiseline, alkoholi,
karbonili, esteri, terpeni, tioli) bez razvoja neugodnih mirisa kao §to je sumporvodonik (slika
tako i sa inokulisanim kvascem. Pristupi razvoju soja obi¢no pocinju izolacijom i odabirom
varijanti prema njihovoj robusnosti, performansama fermentacije i senzornim atributima (slika
13). Kada su identifikovani najbolji sojevi, istrazivaci kvasca koriste hibridizaciju,
mutagenezu, genetski inzenjering ili tehnike genetskog inZenjeringa za geneticko poboljsanje
enoloskih svojstava odabranih sojeva (slika 14).

Poboljsani mutanti i hibridi se rutinski koriste u komercijalnom vinarstvu, dok su genetski
modifikovani (GM) sojevi generisani genetskim 1 genomskim inZenjeringom u ovoj fazi
uglavnom rezervisani za istrazivacke svrhe [6,9,19,20,21,22,23,24]. Nauka istrazuju ne-GM
strategije, ukljucujuci hibridizaciju, mutagenezu i adaptivnu laboratorijsku evoluciju, da
zaobidu sadasnja anti-GM ogranicenja od potrosaca koji se suocavaju sa prehrambenim
proizvodima koji se proizvode putem bioinzinjerskih strategija [25].

HRANLJIVE

MATERIJE GLUKbLIZA oo
/ ETANOL

* Secer

Glukoz:

Teabiom METABOLITI
* Azot « Kiseline
* Fosfi ; N o Alkoholi

Fosfor « Karbonati

¢ Sumpor
* Kiseonik ® Estri

+ Mincrali « Sumporna jedinjenja
NE ISPARLJIVE
MATERIJE

AROMATICNA JEDINJENJA e

o Glikozidi OTPUSTANJE/PRETVARANJE | Terpen

+ Cys-tioli ! | e Tioli

« Glutatin {

KISELINE | KISELINE

« Vinska kiselina * Vinska kiselina
* Jabuéna kiselina * Jabuéna kiselina
FENOLI FENOLI

Slika 11. Pretvaranje soka od grozda u vino djelovanjem kvasca, Saccharomyces cerevisiae [22]). Vinski
kvasac pretvara hranjive sastojke grozda u etanol, ugljen dioksid i sekundarne metabolite kroz svoj glikoliticki
metabolizam. Neke supstance dobijene od grozda, kao Sto su kiseline i polifenoli, ostaju u velikoj mjeri netaknute
od strane ¢elija kvasca, dok su druga jedinjenja u potpunosti generisana kao dio metabolizma ¢celija kvasca.
Brojna jedinjenja koja su sintetizovana ili modifikovana kvascem daju arome koje mogu smanjiti ili poboljsati
kvalitet vina.
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Slika 12. Sva sloZenost fermentativne mase. EKstrakcija i sinteza aktivnih sastojaka okusa iz Secera,
aminokiselina i sumpora metabolizmom vinskog kvasca [7]. Razliciti sojevi vinskog kvasca imaju razlicite
sposobnosti da formiraju i moduliraju hemijska jedinjenja koja uticu na senzorska svojstva vina.
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Slika 13. Razliciti sojevi Saccharomyces cerevisiae proizvode sekundarne metabolite aktivne arome i vinu daju
razlicite okuse. Nisu svi sojevi kvasca jednaki. Sok od istog grozda e dati sasvim razlicita vina, zavisno o izboru
soja S. cerevisiae. Buduéi da postoje velike razlike u preferencijama potrosaca, koje oblikuju takve varijable kao
Sto su etnicka pripadnost, spol i starost, vazno je da vinari znaju koji kvasac da izaberu ako Zele da prilagode
svoja vina za odredena trzista. Tek tada pocinjemo da razumijemo genetiku koja podpomaze zasto razliciti vinski

kvasci oblikuju vino.
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Slika 14. Razlicite tehnike razvoja soja koje se koriste za optimiranje odredenih vinarskih svojstava odabranih
vinskih kvasaca. Te tehnike ukljucuju genetsku modifikaciju (GM) i ne-GM tehnike. Primjenjuju se za
proucavanje i poboljSanje atributa kvasca koji se odnose na performanse fermentacije, robusnost, kontrolu
kvarenja, efikasnost prerade, korisnost proizvoda i senzorni kvalitet. GM tehnika i dalje zagaduje umove mnogih
istrazivaca zasto je GM medicina Siroko prihvacena, dok GM prehrambeni proizvodi (ukljucujuci i vino) nisu,
unato¢ brojnim istrazZivanjima koja pokazuju da takvi proizvodi nisu vise nesigurni za jelo ili pic¢e nego bilo koji
drugi prehrambeni proizvod. Ova znanstvena i kulturna mocvara postaje jos intrigantnija kada se uzme u obzir,
na primjer, da vise od 1000 transposona (segmenata hromozoma) 'skace i odskoce' po cijelom genomu vinove
loze - genetski modifikujuci genom Vitis vinifera u svakom vinogradu u komercijalnom svijetu proizvodnje vina
bez ikakve intervencije vinogradara.

5.1. Uskladivanje disharmoni¢nosti okusa u vinu

Nedovoljno pripremljeni muzi¢ari, neispravni instrumenti i neskladne note mogu pokvariti
¢itavu izvedbu orkestra 1 izazvati dugoro¢nu reputacijsku Stetu kod publike. Isto tako,
neuravnotezena vina ili vina koja sadrze nezeljene arome mogu oStetiti brend 1 odvratiti
potrosace od ponovne kupovine.

Bas kao S§to nisu svi violinisti Yehudi Menuhin, nisu ni svi sojevi S. cerevisiae superzvijezde.
Vecina komercijalno dostupnih sojeva vrste S. cerevisiae mogu realizovati brzu, potpunu i
efikasnu konverziju Secera u etanol i ugljeni dioksid, ali nisu svi ovi sojevi proizveli
optimalne koncentracije poZeljnih sekundarnih metabolita, a u nekim slucajevima ¢ak i
proizvode - arome pod odredenim uslovima fermentacije. Genetska varijacija medu vinskim
sojevima S. cerevisiae je ipak dobro dokumentovana [26,27,28,29,30,31,32].

Uzgoj novih sojeva bio je prilicno efikasan u pruzanju boljih moguénosti proizvodacima vina
za poboljsanje performansi fermentacije i profila spojeva aroma vina [33,34,35]. Postoji
nekoliko primjera komercijalnih hibridnih sojeva (NT116, VIN13, VL3, itd.) koji poti¢u i iz
ukrstanja [36]. Slicno tome, meduvrsna hibridizacija izmedu komercijalnih sojeva S.
cerevisiae i srodnih vrsta kompleksa Saccharomyces sensu stricto (S. arboricolus, S.
cariocanus, S. eubayanus, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. paradoxus, S. uvarum i
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Naumovozyma castellii) takode se koristi za uvodenje raznolikosti aroma i okusa vina kao
sredstva za poboljsanje stila i poveéanje diferenciranosti proizvoda [32,33,34,35].

Postoje 1 primjeri gdje je mutageneza efektivno primjenjena za poboljSanje postojecih
komercijalnih vinskih sojeva, tako da vise ne mogu da formiraju neprijatne arome (slika 15).
Razvoj mutanata sa niskom H»S i nisko isparljivom kiselinom (VA), mutanat soja Maurivin
PDM je takav slucaj [37,38,39]. Varijacije PDM sa niskim H.S generisane su mutiranjem
gena MET10 i METS, koji kodiraju kataliti¢ki a- i -nizi enzim sulfit-reduktaze. Ove
mutacije su znacajno smanjile ili eliminisale sposobnost da proizvedu nezeljene "reduktivne”
karakteristike (koje su karakterisale arome sli¢ne kupusu) tokom fermentacije grozdanih Sira
sa niskim sadrzajem azota [37,38].

Daljnje poboljsanje ovih sojeva postignuto je generisanjem mutanata koji su proizveli znatno
manje sir¢etne kiseline (glavna komponenta isparljivih kiselina i kolokvijalno se spominju
kao VA od strane vinara) [39,40]. Kada je prisutna u koncentracijama iznad senzornog praga,
sir¢etna kiselina daje nepozeljni siréetni karakter. Ovi sojevi niskog VA imali su ili mutacije u
YAP1 (uklju€eni u oksidativni stres) ili AAF1 (ukljuceni u odgovor na fermentacijski stres)
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Slika 15. Izgradnjom vinskog soja Saccharomyces cerevisiae proizvode se male ili nulte kolicine
sumporvodonika koji moZe pokvariti aromu i kvalitet vina. Mali-(H.S) mutanti su sada komercijalno dostupni
vinarima.

5.2. Postizanje pravog akorda izmedu jacine alkohola i voénosti u vinu

Kao dirigent koji nastoji da uskladi sve zvuke svih instrumenata koji sviraju u orkestru, cilj
vinara je da proizvede dobro izbalansirana vina u kojima se ja¢ina alkohola, kiselost, slast,
vocnost i struktura tanina nadopunjuju, tako da nijedna komponenta ne dominira na nepcima.
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Nije mali podvig posti¢i pravi hemijski balans u vinu. Na primjer, mnogi potrosaci preferiraju
bogate i vocnije stilove vina od zrelog, obranog grozda. Takva vina su oslobodena od
nezeljenih nezrelih, biljnih aroma, ali sadrze i mnogo viSe alkohola od vina proizvedenih od
grozda ranije berbe. U zavisnosti od odredenog stila, previsoka koncentracija etanola moze se
shvatiti kao "vruc¢ina" na nepcu, ¢ineci tako da se previse alkoholna vina pojave nebalansirana
[41,42,43]. U pokusaju da se generisu ne-GM sojevi niskog etanola za proizvodnju voénog
karaktera vina sa smanjenom alkoholnom potro$njom, koriSten je pristup adaptivne
laboratorijske evolucije [44,45,46]. Ova strategija je bila prilicno uspjesna u tome $to su
rezultiraju¢i mutanti proizveli znacajno vece koncentracije glicerola na racun biosinteze
etanola.

Tokom protekle dvije decenije, istrazivano je nekoliko strategija genetskog inZzenjeringa kako
bi se proizveli vinski sojevi koji mogu djelomic¢no preusmjeriti protok ugljenika iz etanola
(slika 16). Rezultati koji su najviSe obecavali postignuti su prekomjernom ekspresijom jednog
od dva paralogue gena, GPD1 i GPD2, koji kodiraju izoenzim glicerol-3-fosfat dehidrogenazu
[47,48,49,50,51,52,53]. Na primer, visestruke kopije GPD1 genetskih konstrukcija uspjesno
su integrisane u genom dva vinska soja i ovi bioinzinjerski sojevi su mogli da smanje sadrzaj
etanola sa 15,6% (v /v) na 13,2% (v /v) isa 15,6% (v /v) do 12% (v / v) u vinima
Chardonnay i Cabernet Sauvignon, [53]. Nazalost, oba soja su proizvela neprihvatljive
koncentracije acetaldehida i acetoina, Sto je rezultiralo negativnim mirisima jabuke.

Za preusmjeravanje metabolickog protoka od acetaldehida, acetoina i sir¢etne kiseline prema
senzorno neutralnom metabolitu 2,3-butandiolu, gen BDH1 - koji kodira butandiol
dehidrogenazu - je prekomjerno izrazen u ovim visokim glicerol / niskoetanolnim GM
sojevima. To je rezultiralo znacajnim smanjenjem formiranja acetaldehida, siréetne kiseline i
acetoina; medutim, neocekivano, prekomjerna ekspresija BDH1 takoder je ometala formiranje
glicerola i etanola, najvjerojatnije podstaknuta promjenama redoks ravnoteze metabolizma
kvasca [53].

GM Kkvasac sa
niskim udjelom
alkohola koji ne
DuZe visi na &okotu u sunéanim sadr7i stranu DNA
uslovima 7,

Vise fotosinteze i povecana
zrelost

"2 acetat

I 5
Aald6! acetaldehid
4 dG: dehidrogeneza

Slade groZde i vise intezivni
miris grozda

1 .
Vi sadr2aj SeSern i vide e e glicerol
]

vocénosti : glicerol-3-fosfat
+§ i dchidrogeneza

Visi sadrzaj alkohola glukoza
+

Rizik za peckanje na nepcima > [ piruvat

fruktoza




Zelja da se smanji koli¢ina etanola u vinima od dobro sazrelog grozda ostaje visoko na listi
prioriteta vinara; medutim, razvoj ,,idealnog® vinskog kvasca sa niskim sadrzajem alkohola
koji moze posti¢i optimalnu ravnotezu izmedu jacine alkohola i voénosti moze se najbolje
opisati kao ,,rad u toku®.

5.3. Izvodenje jabucno-mlijecne | jabuéno-etanolne fermentacije

Nema sumnje mnogo viSe napora bi zahtijevalo da se pripremi veliki filharmonijski orkestar
nego, recimo, gudacki kvartet - $to je manje ucesnika, potrebno je manje truda. Ova intuitivna
pretpostavka moze se pro§iriti i na vinarstvo - §to je manje mikroba ukljuceno, to je proces
manje slozen. To je bio cilj kada su istrazivaci razvili sojeve kvasca koji su bili sposobni
provesti i alkoholnu i malolakticku fermentaciju [54,55].

Normalno, malolakticku fermentaciju izvode probirljive bakterije mlije¢ne kiseline, kao $to je
Oenococcus oeni, nakon alkoholne fermentacije koju provodi kvasac S. cerevisiae. Prilikom
malolakti¢ne fermentacije, jabuéna kiselina iz grozda se deacidira (dekarboksilizira) u
mlije¢nu kiselinu. Cesto se desava da je malolakti¢ka fermentacija 'troma’ ili da se 'zaglavi'
zbog inhibitornih stanja u rasponu od niskog pH, visokog sadrzaja alkohola i slabe
dostupnosti hranjivih materija. Takode postoji potencijal da neke bakterije proizvode biogene
amine koji mogu da ugroze zdravstveno stanje potrosaca fermentisanih proizvoda. Vinski soj
kvasca moze pretvoriti Secer grozda u etanol, ugljen dioksid i metabolite aktivne arome, kao i
da ostru jabu¢nu kiselinu pretvori u meksu mlije¢nu kiselinu, jednostavno poboljsavajuéi i
pouzdanost procesa proizvodnje vina.

Siroko rasprostranjen vinski soj S. cerevisiae, opremljen sa Schizosaccharomyces pombe
malate transporter genom (mael) i O. oeni malolaktickim genom za enzim (mleA), osmisljen
je, temeljito testiran, odobren od strane americkih i kanadskih regulatornih organa i
komercijalizovan pod nazivom MLO1 [54,55]. Ova dva gena su stavljena pod kontrolu jakih
konstitutivnih regulatornih sekvenci promotora i terminatora S. cerevisiae PGK1 i integrisane
u genom soja domacina.

MLO1 mozZe vrsiti malolakticku fermentaciju paralelno sa alkoholnom fermentacijom (slika
17). Pracenjem fermentacije, vidjelo se da je 5 g/l jabucne kiseline dekarboksilirano do
mlije¢ne kiseline u roku od pet dana, bez negativnih uticaja na senzorna svojstva vina. Daljnje
analize fenotipa, genotipa, transkriptoma i proteoma otkrile su da je MLO1 bio "u sustini
ekvivalentan" njegovom roditeljskom industrijskom vinskom kvascu.

Druga varijanta je takode postala dostupna sa integracijom gena S. pombe malata transportera
gena (mael) i gena za jabu¢ni enzim (mae2) u genom projektovanog soja. Sa ovim sojem
malat se dekarboksilizira u piruvat, koji se zatim pretvara u etanol. 2005. godine malolakticki
soj MLO1 postao je prvi komercijalizoani GM vinski kvasac koji je pusSten na trziste.
Medutim, preovladavajucéa anti-GM osjecanja potroSaca sprecila su Siroku upotrebu ovog soja
u komercijalnoj proizvodnji vina.
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Slika 17. Izgradnja malolaktickih i maloetanolnih sojeva Saccharomyces cerevisiae eliminisu potrebu za
Malolaktickim bakterijama koje pokrecu pretvaranje jabucne kiseline u mlijecnu kiselinu. Genetski modifikovani
malolaktic¢ki vinski kvasac, MLO1, komercijaliziran je i stavijen na raspolaganje za komercijalnu proizvodnju
vina u nekoliko zemalja.

5.4. Zastita od nezdravih nota etil karbamata u proizvodnji vina

Drugi GM kvasac vina, ECMo01, dobio je odobrenje od americkih i kanadskih regulatornih
tijela 2006. godine [56]. ECM001 je konstruisan da smanji rizik proizvodnje etil karbamata
tokom fermentacije. Ovo potencijalno kancerogeno jedinjenje je proizvod uree koja reaguje sa
etanolom. Sre¢om, etil karbamat se obi¢no proizvodi na tako niskom nivou (ako se uopste i
pojavljuje) da u proizvodnji vina to obi¢no nije problem. Ipak, prisutan je u nekim jakim
(fortified) vinima iz odredenih vinogradarskih regija. ECM001 ima dodatnu kopiju gena S.
cerevisiae DUR1,2 pod kontrolom regulatornih sekvenci kvasca PGK1 (slika 18). Ovaj gen
vezan je za urea amidoliazu, koja pretvara ureu u amonijak i ugljen dioksid, ¢ime se uklanja
supstrat za proizvodnju etil karbamata. Amonijak nastao ovom reakcijom konzumira se kao
poZeljni izvor azota pomocu ¢elija kvasca.

ECMOo0L1 je prijavljen da smanji etil karbamat u vinu Chardonnay za skoro 90%, a analize
fenotipa i transkriptoma ECMo001 takode su otkrile da je ECMo01 kvasac "u sustini
ekvivalentan" svom roditeljskom soju [56]. Medutim, iako je ECMo01 cis (ili 'self") klonirani
kvasac (ne nosi stranu DNK i stoga nije transgenski), trpio je istu sudbinu kao MLO1 na
trziStu u smislu opiranja da se koristi kao vinski kvasci za komercijalna proizvodnja vina koji
se smatra genetski modifikovanim organizmima (GMO).

5.5. ReZiranje simfonije aroma i okusa probanjem vina

Kombinacija i harmonija slozenih nota simfonijskog orkestra odreduju kvalitet njihovog
nastupa. Ovo se moze reci i za kompleksnu mjeSavinu hemijskih spojeva koji definisu izgled,
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aromu, okus i osje¢aj usta na vino (slika 19). Senzorno aktivni hemijski spojevi poti¢u od
grozda, mikroba i hrastovog bureta (kada se koristi).
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Slika 18. Gradnja vinskog soja Saccharomyces cerevisiae koji smanjuje nivo nastajanja etil karbamata tokom
fermentacije Sire [22,23]. Genetski modifikovani soj vinskog kvasca, ECo01, komercijalizovan je i dostupan za
komercijalnu proizvodnju vina u nekoliko zemalja.
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Slika 19. Hemijski sastav vina. Vino se sastoji od ca. 86% vode, ca. 13% alkohola (uglavnom etanol) i ca. 1%
sekundarnih metabolita. Kasnije sadrze jedinjenja koja oblikuju aromu i okus vina.



Jedinjenja grozda daju vinima njihovu osnovnu strukturu i njihove sortne razlike (slika 20A i
20B). Primjeri spojeva koji poticu iz tog okusa su: aliphatics, benzene-derivatives, esters (cis-
rose oxide, ethyl acetate, ethyl butyrate, ethyl formate, ethyl hexanoate, ethyl propionate,
furaneol, isoamyl acetate, isobutyl acetate, methyl cinnamate), lactones (sotolon),
norisprenoids (e.g., B-demascenone, B-ionone, 1,1,6-trimetyl-1,2-dihydronaphtalene),
phenols, pyrazines (e.g., 3-isobutyl-2metoxypyrazine), sesquiterpenes (e.g., rotundone),
monoterpenes (e.g., linalool, geraniol, hotrienol, nerol, citronellol, cis-rose oxide and a-
terpineol) and thiols (e.g., 4-mercapto-4-metyl-pentan-2-one, 3-mercaptohexan-ol, 3-
mercaptohexyl acetate, etc.) [7].

Svako od ovih jedinjenja daje, pojedina¢no ili u kombinaciji sa drugima, specifi¢na svojstva
vinima [8]. Na primer, karakter ‘cabernet sauvignona' od zelene paprike poti¢e od 3-isobutyl-
2-metoxipirazina, dok karakteristike sli¢ne jagodi Pinot Noir dobija iz kombinacija nekoliko
estera, ukljucujuci etil acetat, etil butirat, etil format, etil hexanoat, furaneol i metil cinnamat

8.

Medutim, neki estri mogu djelovati u paru ili pojedinacno kao spojevi koji definiSu aromu. Na
primjer, smokvi slican karakter sorte Semillon je rezultat dva estera, etil propanat i isobutil
acetat [8]. Primjer estera koji djeluje pojedinacno je cis-ruzin oksid koji odreduje poznati lici
slican okus Gewiirztraminera. Kada se grozde Gamay podvrgne karbonskoj maceraciji,
izoamil acetat daje izrazene arome sli¢ne banani u dobijenom vinu [8].

Terpeni su jos jedna klasa jedinjenja koja odreduju karakteristicne okuse i arome grozda; na
primjer, rotkondone sesquiterpene je odgovoran za zacinjene i paprene note u vinu sorte
Shiraz [57,58], a monoterpen geraniol definise ,,ukus grozda‘“ sorte Muscat.

Lakton, sotolon, je odgovoran za medne karakteristike u botritiziranim vinima i 1,6 trimetil-
1,2-dihidronaftalen pokrece kerozinske znakove kod sorte Riesling. Tioli igraju glavnu ulogu
u mirisu sorte Sauvignon Blanc: 4-merkapto-4-metilpentan-2-one (4MMP) daje okuse
travnatih i drvenih kutija dok su 3-merkaptohexan-ol (3MH) i 3-merkaptohexil acetat
(3MHA) odgovorni za ukuse tropskog voca sli¢ne onima koji tipiziraju miris ogrozda i
marakuje [59,60,61,62,63,64,65,66,67,68,69].
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Pinot Noir Malbec Cabernet Sauvignon

Sangiovese Gamay Tannat Merlot Grenache
Nebbiolo Dolcetto Carmenére Syrah Zinfandel
Tempranillo Cabernet Franc

Slika 20A. Glavne klase aroma dobijenih od grozda koje odreduju prepoznatljive i svojstvene karakteristike
crnih vinskih sorti grozda [8].
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Slika 20B. Glavne klase aroma dobijenih od grozZda koje odreduju prepoznatlijive i svojstvene Karakteristike
bijelih vinskih sorti grozda [8].



Interakcija kvasaca sa jedinjenjima dobijenim od grozda i nova sinteza sopstvenih
sekundarnih metabolita (estri, fuzel alkoholi, karbonili, isparljive masne kiseline, jedinjenja
sumpora, itd.) daju vinu njegov 'vinski' karakter [65,70 71,72]. Za vrijeme alkoholne
fermentacije, nekoliko spojeva derivata grozda se biotransformise i oslobada iz prekursora
derivata grozda.

Na primjer, neisparljivi cisteinizirani tioli grozda (Cys-4MMP i Cys-3MH) mogu se
[58,59,60,61,62,63,64,65,66,67,68]. Sojevi vinskog kvasca mogu biti planirani tako da
povecaju njihov kapacitet i sposobnost modulisanja tih preteca tiol-a dobijenih iz grozda [65]
(slika 21).

Tokom malolakticke fermentacije, malolakticke bakterije deacidiraju vino pretvaranjem
jabuéne kiseline u mlije¢nu kiselinu i proizvode dodatne metabolite, kao $to je diacetil koji
daje vinu okus butera [7]. Osim toga, kada vino dode u kontakt sa hrastovim buretom tokom
fermentacije i/ ili sazrijevanja, niz sloZenih hemijskih transformacija moze rezultirati
znaajnim promjenama u aromi i profilu okusa krajnjeg proizvoda [73].

Hrastova burad sa nagorelim dugama se Cesto koriste u proizvodnji vina, a srodna moéna
aromati¢na jedinjenja drveta (vanilin i vanilin-derivati, isparljivi fenoli i laktoni) mogu snazno
uticati na aromu i stil vina. Kada se fermentacija kvasca provodi u hrastovim ba¢vama, neki
od ovih hrastovih spojeva migriraju iz drveta u fermentisuci grozdani sok, koji se zatim moze
pretvoriti u visoko aromatsko jedinjenje [73].

Na primer, vanilin moze biti redukovan kvascem na vanilinski alkohol, koji ima mnogo nizi
senzorni prag od vanilina. Sli¢no tome, furfuril alkohol i furfuril merkaptan (2-
furanmetantiol) mogu se formirati iz furfurala dobijenog od hrasta. Akumulacija hrastovih
spojeva u vinu tokom ¢uvanja vina u hrastovim buradima povecava intenzitet senzornih
deskriptora kao §to su kokos, zacin 1 vanilija.
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Slika 21. Akumulacija izmijenjenih mirisa. Gradnja vinskog soja Saccharomyces cerevisiae koji pojacava
tipicne arome tiolskog voca kod sorte Sauvignon Blanc i drugim tipovima vina [22,23].
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Vinari koriste veliki broj varijacija vinogradarskih i enoloskih postupaka kako bi dobili
optimalnu apsolutnu i relativnu koncentraciju hemijskih jedinjenja dobijenih iz grozda, bureta
hrasta i mikrobioloski derivata kako bi oblikovali aromu i okus svojih vina prema
preferencijama njihovih ciljanih vina za potroSacka trzista - skladna simfonija u ¢asi vina.

6. Orkestriranje buduce muzike u istrazivackoj laboratoriji

Niko ne zna odakle je dosla muzika, ali znamo da su najraniji humani “muzicari” koristili sve
Sto je bilo moguce da bi stvorili muzi¢ke instrumente pomocu kojih bi mogli da kreiraju
ritmove za priCanje svojih pri¢a. Njihova tradicionalna poezija sa ritmom je kona¢no
evoluirala u pjesme jer su izmislili i poboljsali svoje muzi¢ke instrumente. Izum ovih prvih
muzickih instrumenata dosao je slucajno, slicno ranim izumima u proizvodnji vina. Kako su
civilizacije postajale sve sofisticiranije, pronalasci su postajali sve namjerniji sve dok
inovacije nisu postale kontinuirane.

Evolucija najranijih oblika, recimo, cimbala, klavikorda, klavira i orgulja na danasnje
elektronske klavijature, digitalne klavire i sintisajzere, ne razlikuje se od progresije razvoja
soja kvasca - od pasivne upotrebe ambijentalnih kvasaca u spontanim fermentacijama do
primjena hibrida, mutanata i bioinzinjerskih sojeva sa specijalizovanim svojstvima za potrebe
vinarstva. Primamljivo je nagadati da li su izum prvog sintisajzera elektronske muzike,
muzicari 1 muzicki entuzijasti mogli doZivjeti kao veliku prijetnju buduénosti, primjer,
klasi¢na muzika koju svira filharmonijski orkestar, da li vinarski trgovci i potrosaci vina
mogu zamisliti da kvasac sa 'sintetickom DNK nadzire buduénost proizvodnje vina?

Tokom godina, oni u muzickoj industriji su shvatili da kompozitori, dirigenti i muzicari imaju
koristi od dostupnosti sintisajzera u pisanju svoje muzike, pripreme za svoje nastupe i
praktikovanja svoje omiljene umjetnosti. Oni znaju da tehnologija, uopsteno gledano, i
digitalni sintisajzeri muzike, konkretnije, nisu prijetnja, ve¢ velika pomo¢ u njihovim
naporima da poboljsaju svoju umjetni¢ku formu. Tokom proteklih decenija, vinarska
industrija je imala ogromne koristi od Sirokog spektra tehnoloskih izuma; medutim, dok bi
izgledi za "sinteticki prilagodene" sojeve kvasca mogli biti muzika za usi nekih avangardnih
naucnika, takve vijesti b1 mogle izazvati drhtavicu niz kicmu mnogih proizvodaca vina 1
ljubitelja vina.

Upravo iz tog razloga prve note buduce muzike koje poticu iz najsavremenijih laboratorija za
sinteticku biologiju o "sintetickim" kvascima su kristalno jasne i obraduju se osjetljivo. Oni
koji istraZzuju na polju sinteticke genomike u nastajanju moraju neprestano raditi kako bi
ukljucili sve zainteresirane strane, ukljucujuci kolege nauc¢nike, prakticare u industriji,
kreatore politike, regulatore, komentatore i potroSace [24]. VaZno je za istrazivace da objasne
da bi razvoj 'sintetickih' modela kvasca u laboratoriji pomogao istrazivac¢ima kvasca da
dodatno prosire svoje razumijevanje bioloskih osnova, ograni¢enja i potencijala postoje¢ih
vinskih kvasaca - bas kao $to je fizicar Richard Feynman mislio kada je rekao: "Ono §to ne
mogu da napravim, ne razumijem".

Ova 'filozofija' je inspirisala konzorcijum od desetak laboratorija iz pet zemalja - SAD, Velike
Britanije, Australije, Kine i Singapura - da zapo¢nu zajednicki projekat ¢iji je cilj sinteza
cijelog genoma laboratorijskog soja S. cerevisiae (S288c) do pocetka 2018. godine. Ciljevi
ovog velikog medunarodnog projekta - Projekat genoma sintetskog kvasca (koji se naziva
projektom kvasca 2.0 ili Sc2.0) - ukljucuje odgovor na Sirok spektar “dubokih pitanja o

fundamentalnim svojstvima hromosoma, organizaciji genoma, sadrZzaju gena, funkciji
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spajanje RNK, stepen u kojem male RNK igraju ulogu u biologiji kvasca, razlika izmedu
prokariota i eukariota, te pitanja koja se odnose na strukturu i evoluciju genoma ”, uz
prepoznavanje da bi,, eventualni “sinteticki kvasac” koji je dizajniran i rafiniran mogao na
kraju igrati vaznu prakti¢nu ulogu ”(www.syntheticyeast.org). Rana saznanja iz projekta
kvasca 2.0 ve¢ po€inju da stvaraju nove granice za razvoj vinskog kvasca [24]. Tehnologija
koja se koristi u projektu kvasca 2.0 na laboratorijskom soju kvasca doista se prelila u
istrazivanje vinskih kvasaca sa razvojem sintetiCkog modela kvasca vina od maline - prvog
vinskog kvasca koji sadrzi "sinteticki krug DNA".

Ovaj soj kvasca S. cerevisiae razvijen je kao instrument za otkrivanje puteva metabolickog
okusa koji su relevantni za vinarstvo [74]. Primarni cilj ovog projekta nije bio primjena
,sintetickog* kvasca maline u komercijalnoj proizvodnji vina; naprotiv, cilj je bio da se
koristi 'sintetic¢ki' kvasac kao model za istraZivanje kako bi se otkrili biohemijski putevi koji
vode do formiranja ketona maline, 4- [4-hydroxyphenyl] butane-2-one. "DNK krug" koji se
sastoji od Cetiri hemijski sintetizovana, kodon-optimizovana gena izrazen je u vinskom soju S.
cerevisiae, AWRI1631.

Sinteticke kopije su izvedene iz sljedecih gena: RtPAL iz uljastog kvasca, Rhodosporidium
toruloides; AtC4H iz dobro proucene biljke modela, Arabidopsis thaliana; Pc4CL2 iz persuna,
Petroselinum crispum; i RpBAS od rabarbare, Rheum palmatum. Vinski kvasac koji sadrzi
sinteticku verziju ovih gena koriSten je za proizvodnju eksperimentalnog chardonnaya, koji je
mirisao i imao okus maline (slika 22). Ovaj ,,sinteti¢ki* vinski kvasac nudi perspektivu razvoja
ne-GM vinskih kvasaca starter sojeva sa sposobnos¢u da intenzivira note maline u crnom i
bijelom vinu. Ako to bude uspjesno, to bi moglo pomoc¢i vinarima u njihovom nastojanju da
dosljedno proizvode vino sa unaprijed definisanim trzisnim specifikacijama i stilovima.
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Slika 22. Gradnja sintetickog vinskog soja Saccharomyces cerevisiae sposobnog za proizvodnju arome maline
kod sorte Chardonnay [24]. Ovo je prvi vinski kvasac koji sadrzi "sinteticki krug DNA" za stvaranje ketona
maline.
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Perspektiva 'sinteticki prilagodenih' sojeva kvasca 2.0 mnogo je stvarnija nego Sto vecina
sudionika u vinarskoj industriji shvata - projekt kvasca 2.0 je ve¢ 75% zavrSen i na putu za
opremanje prve Celije kvasca sa 16 hemijski sintetizovanih hromosoma (12 Mb sa 6000 gena).
Ovaj kvasac e postati prva eukariotska ¢elija koja ¢e preéi horizont in silico dizajna
kompleksnih ¢elija kroz novu sintezu, rekonstrukciju i uredivanje genoma kvasca. Kao i kod
veéine ometajucih inovacija, ,,techno* zvuk buduée muzike ,,kvasac 2.0* sigurno ¢e
uznemiriti i uzrokovati neskladne note unutar globalne vinarske industrije.

Nema sumnje da ¢e budu¢a muzika nauc¢nih istrazivanja i prodor otkri¢a u vode¢im
laboratorijama kvasca i dalje igrati ulogu; medutim, pitanje je da li ¢e postojati prihvatljiva i
uvazavajuca publika koja ¢e aplaudirati i pozivati na jos jedan nastup.
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