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BIOLOGICZNE METODY ODKWASZANIA
WIN GRONOWYCH

Streszczenie: Rownowaga migedzy zawartoscig cukrow i kwasow stanowi najbardziej istotny
czynnik w produkcji wysokiej jakosci wina. L-jablczany i L-winiany odgrywaja kluczowa
role w procesie winifikacji, wptywajac na cechy organoleptyczne napoju oraz jego stabilno$c
fizyczna, biochemiczna i mikrobiologiczng. Odkwaszanie moszczu gronowego i wina jest
czgsto niezbedne w jego produkeji, szczegdlnie w rejonach o niesprzyjajacych warunkach kli-
matycznych, do ktérych mozna zaliczy¢ rowniez Polske. Fermentacja jablkowo-mlekowa in-
dukowana przez bakterie kwasu mlekowego (LAB) skutecznie redukuje kwasowos$¢, jednak
przyczynia si¢ do zmiany charakteru wina oraz tworzenia niepozadanych zwiazkow, takich
jak aminy biogenne czy karbaminian etylu. Alternatywa dla niej jest odkwaszanie z udziatem
dobranych szczepoéw drozdzy. Ze wzglgdu na ich ré6znorodno$¢ i zmienno$¢ genetyczng oraz
skutecznos$¢ redukeji kwasu jablkowego w moszczach gronowych i winach, na szczegdlna
uwage zashuguja te szczepy, ktore zapewniaja rownoczesnie prawidtowy proces fermentacji
i dojrzewania. Odkwaszanie win gronowych z udziatem drozdzy daje mozliwo$¢ nie tylko
obnizenia kwasowosci, ale rowniez uzyskania pozadanych komponentow smaku i aromatu,
ksztaltujac jako$¢ sensoryczng finalnego produktu.

Stowa kluczowe: odkwaszanie win, LAB, drozdze, kwas L-jabtkowy.
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1. Wstep

Kwasowo$¢ wina pochodzi zasadniczo z dwoch zrodet. Gtéwnym z nich sg kwasy
organiczne zawarte w owocach winorosli, przechodzace do moszczu podczas pro-
cesu rozdrabniania i ttoczenia. Sktad chemiczny winogron wptywa na kompozycje
komponentéw soku i ostatecznie na koncowg jakos$¢ produktu. Jedng z kluczowych
przyczyn nadmiernej kwasowosci wina jest kwas L-jabtkowy, ktdrego zawartos¢
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w owocach waha si¢ od 1 do 16 g/l, w zaleznosci od klimatu, regionu, pory roku
i odmiany [Redzepovic i in. 2003; Soyer i in. 2003]. Niektore szczepy winorosli sa
bogate w L-jabtczany (Zinfandel, Cabernet Franc, Chenin Blanc, Syrah czy Pinot
Noir), z kolei u innych dominuje L-winian (Riesling, Semillon, Merlot, Grenache
i Palomino). Kwas L-jabtkowy gromadzi si¢ glownie w skorce owocow, zdecydo-
wanie jest go mniej w migzszu i soku winogron. Tendencja ta moze ulec zmianie
podczas dojrzewania jagdd i obrébek technologicznych [Coloretti i in. 2002; Jack-
son 2008].

Kwas jabtkowy oraz L-winiany stanowig zwykle ponad 90% catkowitej kwaso-
wosci winogron [Kunicka-Styczynska 2012]. Zawartosci L-jabtczanéw w jagodach
Vitis vinifera sa zazwyczaj wyzsze w chtodnych regionach winiarskich (15-16 g/1),
niska temperatura bowiem spowalnia proces respiracji kwasow, inaczej niz w obsza-
rach charakteryzujacych si¢ cieptym klimatem. Kwas jabtkowy nie tylko przyczynia
si¢ do podwyzszenia kwasowosci wina, ale rowniez stuzy jako substrat dla szcze-
pow bakterii odkwaszajacych oraz drozdzy, ktorych obecno$¢ prowadzi zwykle do
niepozadanych zmian produktu po jego rozlaniu do butelek [Delcourt i in. 1995;
Pretorius 2000]. Istotne jest zatem usuni¢cie nadmiaru L-jablczanu w celu zapew-
nienia stabilnosci fizycznej, biochemicznej oraz mikrobiologicznej, co przyczynia
si¢ w konsekwencji do poprawy jakosci wyprodukowanego wina.

Naturalng metoda uzyskania mniej kwasnego wina jest biologiczne odkwasza-
nie, ktére mozna osiggnac¢ zardwno poprzez fermentacje mlekowo-jabtkowa (MLF),
jak 1 fermentacje jabtkowo-etanolowa (MEF). Podczas MLF bakterie kwasu mle-
kowego, m.in. Oenococcus oeni, konwertuja kwas jabtkowy do mleczanu i CO,,
podczas gdy MEF odbywa si¢ gtownie przy udziale drozdzy, takich jak Schizo-
saccharomyces pombe 1 niektorych szczepow Saccharomyces, przeksztalcajacych
L-jabtczan do pirogronianu za pomoca wewnatrzkomorkowego enzymu jabtkowego
[Fleet 1994; Redzepovic i in. 2003].

Celem pracy byto przedstawienie najwazniejszych informacji dotyczacych me-
tod regulacji kwasowosci wina, ze szczegdlnym uwzglednieniem odkwaszania przy
udziale drozdzy i bakterii kwasu mlekowego.

2. Kwasy organiczne w winogronach oraz podczas procesu
fermentacji

Gléwnymi kwasami organicznymi wystepujacymi w winogronach sg L-winian
i L-jabtczan. Mimo ze zwigzki te maja podobna strukture¢ chemicznag, syntetyzowa-
ne s3 w owocach z glukozy przy uzyciu réznych szlakow metabolicznych. Kwas
L-jabtkowy powstaje w reakc;ji glikolizy i cyklu kwasow trojkarboksylowych (TCA).
Produktem posrednim biosyntezy L-winianu jest natomiast askorbinian. Mniejsze
lub wigksze réznice w kwasowosci poszczegolnych odmian winorosli wptywaja
szczegolnie na stosunek obydwu kwasow. L-winiany sg obecne w owocach zazwy-
czaj w stezeniach od 5 do 10 g/l, natomiast zawartos¢ kwasu L-jabtkowego w doj-
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rzatych winogronach waha si¢ najczesciej pomiedzy 2 a 6,5 g/l. Jego szczegolnie
duzy nadmiar (15-16 g/l) moze wystapi¢ w owocach zebranych w strefach zimnego
klimatu [Volschenk i in. 2006].

Kwas cytrynowy, pomimo $ladowej obecnosci w jagodach (0,5-1 g/1), rowniez
odgrywa istotng role w procesach biochemicznych i metabolicznych (cykl Kreb-
sa). Opdznia rozwoj komorek drozdzowych, nie powodujac jednak ich calkowitej
inaktywacji. Oprécz trzech powyzszych zwigzkéw, odpowiadajacych w gldwnej
mierze za kwasowos$¢ winogron, na uwage zashuguja rowniez kwasy fenolowe, po-
chodne kwasu cynamonowego (kwas kumarowy) oraz kwas glukonowy, wystepuja-
cy w zwigkszonym stezeniu w owocach porazonych plesnia [Ribéreau-Gayon i in.
2006].

L-winiany wykazuja odporno$¢ na degradacje¢ pod wptywem dziatania mikroor-
ganizmow podczas procesu fermentacji, z kolei kwas jabtkowy i cytrynowy moga
by¢ czeSciowo metabolizowane przez drozdze i bakterie na drodze konwersji do
mleczanu, co skutkuje obnizeniem kwasowosci wina [Moreno-Arribas, Polo 2009;
Swiegers 1 in. 2005]. Nawet czeSciowe przeksztatcenie kwasu jabtkowego w kwas
mlekowy istotnie poprawia smak wina.

Pirogronian nalezy do jednych z najwazniejszych zwigzkow organicznych po-
wstalych w wyniku fermentacji moszczu. Sladowa zawarto$é tego komponentu
w winach spowodowana jest jego przeksztatceniem przy udziale dehydrogenazy
mleczanowej (EC 1.1.1.27) w dwa rodzaje stereoizomerow — kwas L-mlekowy pro-
dukowany przez bakterie oraz kwas D-mlekowy wytwarzany przez drozdze. Fos-
foenolopirogronian, bedacy aktywowang formg enolowa kwasu pirogronowego,
jest prekursorem kwasu szczawiowego. Ponadto moze on ulega¢ enzymatycznej re-
dukcji do etanolu podczas fermentacji. Innym komponentem produkowanym przez
drozdze w trakcie procesu fermentacji jest kwas bursztynowy (1,4-butanodiowy).
W potaczeniu z kwasem fumarowym bierze udzial w metabolizmie lipidow i cyklu
Krebsa. Jego obecnos¢ rowniez korzystnie wptywa na cechy sensoryczne wina.

Wystepujace w moszczach i winach kwasy organiczne naleza do hydroksykwa-
sow, rozpuszczalnych w wodzie i alkoholu, odznaczajacych si¢ stosunkowo wyso-
ka reaktywnos$cig chemiczna, przez co moga powodowac zmiany wiasciwosci wina
[Ribéreau-Gayon i in. 2006].

3. Kwas L-jablkowy w stadium rozwojowym winorosli

Rozwo6j winogron determinuja zasadniczo trzy fazy dojrzewania owocow [Terrier
iin. 2001]. Pierwsza z nich obejmuje okres zaraz po kwitnieniu winorosli. Charak-
terystyczne sg dla niej twarde, zielone owoce oraz krotki czas podziatu komorek
i zwigkszanie ich rozmiaru, co prowadzi do gwattownego wzrostu jagdd. Ponad-
to nastgpuje rozrost wakuoli, zwigzany bezposrednio z magazynowaniem kwasow
L-jabtkowego i winowego. Faza II (7-10 tygodni po kwitnieniu) obejmuje krotka
lag-faze, podczas ktorej ustaje wzrost winogron, a ich kwasowos¢ osigga maksimum
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w wyniku zgromadzenia si¢ L-jabtczanu i L-winianu. Etap III to proces dojrzewania
jagdd, ktory rozpoczyna si¢ zwykle 6-8 tygodni po fazie kwitnienia i trwa zazwyczaj
od 35 do 55 dni, w zaleznosci od odmiany winoros$li. Charakteryzuje si¢ szybkim
micknigciem jagdd, gwattowng akumulacjg cukréw i aminokwasow wewnatrz owo-
cow oraz spadkiem kwasowosci. W literaturze enologicznej czas przebarwiania si¢
niedojrzatych gron w poczatkowym okresie dojrzewania okre$la si¢ mianem vera-
ison, ktore nastepuje zwykle szybko, nawet do 24 godzin od rozpoczecia fazy II1
[Fillion i in. 1999; Pratelli 1 in. 2002].

Poczatek procesu dojrzewania charakteryzuja wiec zmiany fizyczne i biochemicz-
ne w winogronach, wérod ktorych najwazniejsze jest gwaltowne obnizenie kwaso-
wosci jagdd, co bezposrednio wigze si¢ z zawartoscig w nich wiekszej ilosci cukrow.
Ponadto, wraz z rozwojem owocdw, spowalnia si¢ intensywnos¢ oddychania. Dostep-
no$¢ substratu oddechowego, jakim jest sacharoza (w procesie fotosyntezy), zostaje
ograniczona ze wzgledu na rozktad chlorofilu. Przesunigty zostaje metabolizm oddy-
chania z cukru do kwasu L-jablkowego, ktory przed okresem dojrzewania wystepuje
najobficiej w wakuoli jagdd, przyczyniajac si¢ do ich niskiego pH (2,5). Wraz z nadej-
sciem veraison stezenie L-jablczanow spada (4-6,5 g/1) z jednoczesnym wzrostem pH
owocow (ok. 3,5) [Riberéau-Gayon i in. 2006; Volschenk i in. 2006].

Kwas L-jabtkowy akumuluje si¢ w wakuoli jagod przed okresem dojrzewania za
posrednictwem karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (PEPC) i dehydrogenazy
jablczanowej (MDH, EC 1.1.1.40). Cytozolowy enzym PEPC katalizuje -karbok-
sylacje kwasu fosfoenolopirogronowego, w efekcie czego powstaje kwas szczawio-
wy 1 nieorganiczny fosforan [Or i in. 2000]. Otrzymany szczawian w dalszym eta-
pie jest redukowany za posrednictwem NAD-zaleznej dehydrogenazy jablczanowe;j
w celu biosyntezy kwasu L-jabtkowego. Gwattowny jego spadek wewnatrz jagod
jest wynikiem spowolnienia biosyntezy L-jablczanu w efekcie jego degradacji po-
przez oddychanie. Poczatkowo zawartos¢ kwasu L-jabtkowego w wakuoli zostaje
rozcienczona w wyniku naptywu wody do jagdd podczas fazy wzrostu. Ponadto jego
degradacja zwigzana jest z synteza pirogronianu w cyklu kwasow trojkarboksylo-
wych (TCA). Biosynteza kwasu L-jablkowego przez enzym PEPC jest ograniczona
ze wzgledu na brak transkrypcji genu PEPC, ktéry warunkuje rozpoczecie fazy po-
czatku dojrzewania. W procesie syntezy etanolu z pirogronianu konwersje kwasu
pirogronowego do aldehydu octowego przy udziale dekarboksylazy pirogroniano-
wej (PDC) poprzedza redukcja etanalu do etanolu przez dehydrogenazg alkoholowa
(ADH) [Bucher i in. 1995].

Kwas L-jabtkowy rozktadany jest w moszczu gronowym dwiema drogami — po-
przez cytozolowy enzym NADP-jabtkowy oraz w mniejszym stopniu przez karbok-
sykinaze PEP [Or i in. 2000]. Prawdopodobnie degradowany jest on réwniez przez
dehydrogenaze jabtczanowa (MDH). Szczegolnie mitochondrialny izoenzym odgry-
wa istotng rolg w zredukowaniu zawartosci L-jabtczanu w jagodach. Profil ekspre-
sji genu i aktywno$¢ enzymu jabtkowego (ME) oraz MDH powoduja wzrost ilo$ci
kwasu L-jabtkowego w poczatkowej fazie dojrzewania. Profile ekspresji genow
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1 aktywno$¢ enzymdéw ME oraz MDH zmniejszajg zawarto$¢ kwasu L-jablkowego
we wstepnym okresie veraison. Rozktad L-jabtczanu przez enzym NADP-jabtko-
wy dostarcza energi¢ wymagang do biosyntezy i procesow tlenowych, podczas gdy
niewielki jego procent (<5%) przeksztatcany jest z powrotem do fosfoenolopirogro-
nianu za pomocag MDH i PEPCK dla syntezy glukozy na drodze glukoneogenezy
[Or i in. 2000; Volschenk i in. 2006].

4. Rola kwasu L-jablkowego w winie

Kwasy organiczne i czgsciowo aminokwasy w gtownej mierze warunkujg cechy or-
ganoleptyczne wina, a szczegodlnie ich smakowito§¢. Nadmierna ich koncentracja
moze przyczyni¢ si¢ do kwasnego smaku napoju, za co odpowiedzialne sg gtdéwnie
L-jabtczany. Kompozycja kwasow organicznych determinuje pH wina, ktore oparte
jest na rownowadze migdzy protonowymi i aprotonowymi izoformami czastek orga-
nicznych, okreslajac zawarto§¢ kwasu organicznego i stopien jonizacji aminokwa-
sOw w winie. Poziom jonizacji wptywa na ich rozpuszczalno$¢ oraz stan aktywnosci
jonowej i biologicznej wielu molekul, takich jak m.in. biatka, kwasy tluszczowe,
zwigzki fenolowe [ Volschenk i in. 2006]. Nawet niewielka zmiana pH (0,05 jednost-
ki) skutkuje modyfikacjg kwasowosci (0,2-0,5 g/1), oddzialujac na cechy organolep-
tyczne napoju [Margalit 1997].

Kwasy organiczne oraz pH nie tylko determinujg rozwdj poszczegdlnych kom-
ponentow smakowych, ale rowniez odgrywaja istotng role w utlenianiu sktadnikow
wina. Kwasy L-jablkowy i winowy sa odpowiedzialne gtownie za hydroliz¢ nie-
lotnych komponentéw fenolowych oraz C ,-izoprenoidow pochodzacych z jagéd
[Volschenk i in. 2006]. Niskie pH (<3,5) zwicksza stabilno$¢ wina, hamuje rozwdj
szkodliwych szczepdéw bakterii 1 drozdzy, zapobiega procesom oksydacji lub je
opoOznia, utrzymujac zwiazki fenolowe w stanie niezjonizowanym, w efekcie cze-
g0 s3 one mniej podatne na utlenianie i rozw6j drobnoustrojow [Winterhalter i in.
1990]. Wartosci pH ponizej 2,9 negatywnie oddziatujg na mikroorganizmy, w tym
Saccharomyces cerevisiae, hamujac ich rozwoj, ale rbwniez opdzniajg fermentacje
alkoholowa. W przypadku gdy kwasowo$¢ moszczu maleje (pH powyzej 3,5), ry-
zyko wystapienia pateczek mlekowych, pediokokow oraz bakterii Oenococcus oeni
gwaltownie ros$nie [Alexandre i in. 2004; Bartowshy 2005]. Przedwczesny rozwoj
bakterii mlekowych stwarza powazne zagrozenie dla jakosci wina, co zwigzane jest
z przeksztalcaniem glukozy do kwasow mlekowego i octowego, skutkujac podwyz-
szong kwasowoscig lotng, redukcja etanolu oraz powolna fermentacja alkoholowa
[Charoenchai i in. 1998].

5. Metody regulacji kwasowosci wina

Regulacja kwasowosci jest jednym z najwazniejszych warunkdw otrzymania wyso-
kiej jakosci wina. Kwasowos$¢ ogoélna zwykle zwigksza si¢ w procesie fermentacji od
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1 do 2 g/l na skutek tworzenia przez szczepy bakterii i drozdzy kwasu L-jabtkowego,
bursztynowego, octowego i mlekowego [Volschenk i in. 2006]. Ewentualne zakwa-
szanie moszczu o niskiej kwasowosci (wysokie pH) jest zabiegiem charakterystycz-
nym dla cieptych regionéw winiarskich i przeprowadza si¢ go przed rozpoczgciem
fermentacji alkoholowej. Natomiast w chtodnych regionach winiarskich czgsto po-
trzebne jest usuwanie nadmiaru kwasu L-jablkowego lub L-winowego z wina przed
lub po fermentacji alkoholowej. Celem takiego zabiegu jest gléwnie zapewnienie
zrownowazonego smaku napoju i wilasciwej stabilnosci. Redukcja kwasowosci
moze zosta¢ osiagnigta z wykorzystaniem metod chemicznych lub biologicznych
poprzez degradacje L-jabtczanu [Zoecklein i in. 1995].

5.1. Odkwaszanie win przy udziale bakterii mlekowych

Proces odkwaszania win gronowych przy udziale bakterii mlekowych, opierajacy si¢
na konwersji kwasu jabtkowego do L-mleczanu na drodze biologicznej, okreslany
jest mianem fermentacji jablkowo-mlekowej (rys. 1). Reakcja ta zachodzi w obec-
nosci kofaktorow NAD™" i Mg?*. Rozpoczyna sie ona zwykle podczas koncowej fazy
fermentacji alkoholowej, ostatecznie przyczyniajac si¢ do obnizenia kwasowosci
przy niewielkim wzroscie pH, poprawy aromatu i smaku wina oraz stabilnosci mi-
krobiologicznej [Jitjaroen i in. 2013]. Niekontrolowany proces odkwaszania biolo-
gicznego stwarza powazne ryzyko opanowania srodowiska przez bakterie heterofer-
mentatywne, wytwarzajgce uboczne produkty przemiany, takie jak kwas i aldehyd
octowy, diacetyl czy mannit, pogarszajace jakos¢ produktu [Riberéau-Gayon i in.
2006; Volschenk i in. 2006]. Odkwaszanie win gronowych przebiega przy udziale
czystych kultur bakterii mlekowych, glownie szczepu Oenococcus oeni, charakte-
ryzujacego si¢ odpornoscig na niskie pH (<3,5) oraz wysokie zawartosci etanolu
(>10% obj.) i SO, (50 mg/1). Do mikroorganizmoéw odpowiedzialnych za proces tzw.
fermentacji jabtkowo-mlekowej zaliczy¢ mozna rowniez rodzaje Weisella, Lactoba-
cillus, Leuconostoc i Pediococcus [1zquierdo i in. 2008; Moreno-Arribas, Polo 2009;
Bartowsky, Borneman 2011; Kucerova, giroky 2011].

H-(E::- HO or NAD{ \NADH C-O0H
HO-(:ZH Mg HO'%;'H *
C-OOH 2
kwas L-jabtkowy kwas mlekowy

Rys. 1. Rozktad kwasu L-jabtkowego przez bakterie
Zrédlo: [Volschenk i in. 2006].
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Bakterie mlekowe stanowig rodzimg mikroflor¢ owocdéw winorosli, a reprezen-
towane sg glownie przez gatunki Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Leu-
conostoc mesenteroides 1 Oenococcus oeni [Lopez 1 in. 2008]. Podczas pierwszych
dni fermentacji alkoholowej ich liczba ulega zwigkszeniu (10* jtk/ml), po czym
w miar¢ wzrostu zawartosci etanolu i obnizania pH obserwuje si¢ spadek popula-
cji tych drobnoustrojow (10? jtk/ml) [Moreno-Arribas, Polo 2009]. Zwigzany jest
on z niska temperaturg i pH we wczesnej fazie procesu, zwickszonym stezeniem
etanolu, interakcjami z drozdzami oraz podwyzszong zawartoscig SO,. Pod koniec
fermentacji gtownej dominujaca mikroflore stanowia bakterie Oenococcus oeni
(107jtk/ml), ktore sa odpowiedzialne za redukcj¢ kwasowosci wina na drodze biolo-
gicznego odkwaszania [Volschenk i in. 2006; Capozzi i in. 2010]. Oenococcus oeni,
wczesniej klasyfikowany jako Leuconostoc oenos, nalezy do acydofilnych beztle-
nowcdw, optymalnie rozwijajacych si¢ w temperaturze 18-30°C i pH 4,8. Bakterie
te charakteryzuja si¢ zwigkszona odpornoscia na wysoka zawarto$¢ alkoholu oraz
kwasowos$¢, ponadto sprzyjaja tworzeniu pozadanego bukietu zapachowego wina,
redukujac ,,roslinne” i ,.trawiaste” aromaty [Guzzo i in. 1998]. Oenococcus oeni
nalezy do grupy drobnoustrojow heterofermentatywnych, metabolizujacych glukoze
do kwasow mlekowego i octowego, dwutlenku wegla oraz etanolu. W przeciwien-
stwie do Pediococcus 1 Lactobacillus, szczep Oenococcus oeni zdolny jest do pro-
wadzenia biokonwersji przy wartosciach pH 3-4 [Osborne, Edwards 2005; Hornsey
2007].

Badania dowodza, ze bakterie fermentacji jabtkowo-mlekowej z rodzaju Oeno-
coccus, Lactobacillus 1 Pediococcus, wykazujace aktywno$¢ glikozydazy, maja
istotny wptyw na modyfikacje aromatu moszczow i win. Zrodlem zwiazkow za-
pachowych w winogronach sg naturalne prekursory aromatu zbudowane z reszty
cukrowej i aglikonowej, polaczone wigzaniem [-glikozydowym. Moga one row-
niez wystepowac jako disacharydy, w ktorych D-glukopiranoza zwigzana jest z o-L-
-arabinofuranoza lub o-L-ramnopiranozg. Dotychczasowe badania wykazaty, ze
szczepy Oenococcus oeni 1 Lactobacillus brevis charakteryzowaly si¢ wysoka zdol-
nos$cig uwalniania zwigzkdéw zapachowych w poréwnaniu z pozostatymi rodzajami
bakterii kwasu mlekowego [Grimaldi i in. 2000; Izquierdo Canas i in. 2008]. Inne
prace potwierdzily znaczace réznice genetyczne LAB, ktorych genotypy charaktery-
zowaly si¢ odmienng zdolno$cig do metabolizowania kwasu L-jabtkowego [Capello
iin. 2008]. Szczepy Oenococcus oeni cechowaly sie zwykle wysokim wskaznikiem
degradacji L-jablczanu.

Jednak badania Du Toit i in. [2011] wskazuja, ze gatunek Lactobacillus planta-
rum moze by¢ alternatywa dla Oenococcus oeni w procesie odkwaszania win. Po-
zostate mikroorganizmy z rodzaju Lactobacillus, takie jak Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, przyczyniajg si¢ do pogorszenia jako-
$ci produktu, a ich obecno$¢ objawia si¢ wzrostem kwasowosci, metnosci oraz two-
rzeniem niepozadanych aromatow. Szczep Lactobacillus lindneri, zidentyfikowany
na owocach winoros$li, powoduje wyrazne zahamowanie wzrostu Oenococcus oeni
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Tabela 1. Wplyw metabolizmu bakterii kwasu mlekowego na profil sensoryczny wina

Szczepy bakteryjne

Zalety

Wady

Wybrane szczepy
Oenococcus oeni

obnizenie kwasowosci
czastkowa redukcja ketonow

i aldehydow

poprawa stabilnosci
mikrobiologiczne;j

redukcja trawiastych aromatow
dominacja nad dzikimi
szczepami

wzrost kwasowosci lotnej i pH
utrata koloru
produkcja karbaminianu etylu

Spontaniczne szczepy
Oenococcus oeni

Leuconostoc
mesenteroides

obnizenie kwasowosci ogdlnej
redukcja ketonow i aldehydow
poprawa stabilnosci
mikrobiologiczne;j

redukcja trawiastych aromatéw

obnizenie kwasowosci ogolnej

wydluzona lag-faza, zwigzana
ze wzrostem kwasowosci lotnej
zaleznej od pH

produkcja diacetylu
wytwarzanie zwigzkow

1 aromatow prowadzacych do
zepsucia wina

cze$ciowa degradacja estrow
utrata aromatow odmianowych
pogorszenie koloru poprzez
aktywne polifenole

produkcja amin biogennych

i karbaminianéw

produkcja aromatow i zwigzkow
prowadzacych do zepsucia wina

Lacotbacillus
plantarum,
Lactobacillus casei

redukcja kwasowos$ci ogdlnej
brak wytwarzania kwasu
octowego z cukru

wrazliwe na dziatanie alkoholu
(> 5% obj.)

spowolnienie lub zahamowanie
fermentacji

wytwarzanie nietypowych
aromatow

Pediococcus
pentosaceus
Pediococcus damnosus

redukcja kwasowos$ci ogdlnej
brak wytwarzania kwasu
octowego z cukru

produkcja amin biogennych
spowolnienie lub zahamowanie
fermentacji przy pH > 3,5

Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii

redukcja kwasowos$ci ogdlnej

produkcja amin biogennych

i karbaminianu etylu
tworzenie niekorzystnych
aromatow

wytwarzanie kwasu octowego

Lactobacillus kunkeei

konkurencja z drozdzami
podczas fermentacji alkoholowej
o sktadniki odzywcze
nadprodukcja kwasu octowego

Zrédto: [Bauer, Dicks 2004; Coucheney i in. 2004; Volschenk i in. 2006; Rosi i in. 2009; Malherbe

iin. 2011].
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w zastosowaniu kultur mieszanych. Ponadto wykazuje on zdolno$¢ wytwarzania in-
dolu, ktéry nadaje winom posmak sztucznych tworzyw [Capone i in. 2010].

Inng alternatywa w biologicznym odkwaszaniu moszczow i win moze by¢ uzy-
cie komorek immobilizowanych. Mikrosrodowisko nosnika wykazuje dzialanie
ochronne na komorki, zapobiegajac utrudnieniom przebiegu wtdérnej fermentacji
wywotlanej przez bakterie charakteryzujace si¢ najwigkszg wrazliwoscig na warun-
ki panujace w winie (etanol, polifenole, niskie pH, temperatura). Zdolno$¢ degra-
dacji L-jabtczanu zawartego w winie Chardonnay przez immobilizowane komorki
w kuleczkach pektynianu wapnia oraz na powierzchni kuleczek modyfikowanego
chitozanu byta dwukrotnie wicksza w porownaniu z komérkami wolnymi [Kosseva
i in. 1998]. Korzystne efekty zastosowania komoérek immobilizowanych na polia-
krylanie potasu oraz w karagenie wykazano rowniez podczas fermentacji brzeczek
miodowych [Sroka, Tuszynski 2007]. Natomiast szczepy Oenococcus oeni, unieru-
chomione w celulozowych gabkach, metabolizowaty ok. 50% zawartego w winie
kwasu jabtkowego w ciagu 24 godzin, wykazujac zdolnosci fermentacyjne jeszcze
po 21 dniach przechowywania nosnika w temperaturze 4°C [Kosseva i in. 1998;
Bonin 2006].

Oddziatywania mi¢edzy bakteriami mlekowymi a drozdzami odgrywaja istotng
rol¢ podczas fermentacji wina. Uwaza sig, ze relacje te mogg mie¢ charakter zarow-
no hamujacy, jak i stymulujacy wzrost tych mikroorganizmow. Badania wykazaty,
ze niektore szczepy drozdzy produkujg niezidentyfikowane czynniki (by¢ moze tok-
syczne metabolity), ktore moga inhibitowa¢ wzrost bakterii w wyniku antagonizmu
zachodzacego podczas fermentacji jabtkowo-mlekowej tych dwoch grup drobno-
ustrojow [Satora, Tuszynski 2005]. Do$wiadczenia Kennes i in. [1991] dowiodly
stymulujgcego dziatania drozdzy Saccharomyces cerevisiae na rozwdj bakterii Lac-
tobacillus plantarum [Moreno-Arribas, Polo 2009].

W tab. 1 przedstawiono zalety i wady biologicznego odkwaszania win z udzia-
tem bakterii kwasu mlekowego.

5.2. Odkwaszanie win za pomocg drozdzy

Na podstawie zdolnosci metabolizowania pétproduktow cyklu kwasow trikarbok-
sylowych (TCA) jako zrodta wegla lub energii drozdze podzielone zostaty na dwie
grupy K(+) i K(-). Grupa K(-), klasyfikujaca szczepy Saccharomyces ssp., Schi-
zosaccharomyces pombe 1 Zygosaccharomyces bailii, obejmuje drozdze zdolne do
wykorzystania potproduktow cyklu TCA wytacznie w obecnos$ci glukozy lub inne-
go przyswajalnego zrodta wegla [Rodriquez, Thornton 1990; Thornton, Rodriquez
1996; Saayman, Viljoen-Bloom 2006]. Szczepy Saccharomyces ssp. sa zazwyczaj
uwazane za najmniej efektywnie metabolizujace zewnatrzkomérkowy kwas jabt-
kowy w przeciwienstwie do Schizosaccharomyces pombe 1 Zygosaccharomyces ba-
ilii, ktére moga rozktada¢ wysokie stezenia L-jabtczanéw. Drozdze Saccharomyces
ssp. charakteryzuja si¢ zroznicowanymi zdolno$ciami degradacji kwasu jabtkowego
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podczas fermentacji alkoholowej (od 0 do 3 g/1), co uzaleznione jest m.in. od tempe-
ratury wzrostu szczepdw [Vivela-Moura i in. 2008]. Saccharomyces bayanus i Sac-
charomyces pastorianus syntetyzuja kwas jabtkowy, podczas gdy termotolerancyjne
szczepy Saccharomyces cerevisiae oraz Saccharomyces paradoxus wykazuja zdol-
nosci rozktadu kwasu jabtkowego w ilosciach nawet do 48% [Rainieri i in. 1998;
Subden i in. 1998].

Drozdze Schizosaccharomyces pombe wykazuja zdolnos¢ biologicznej degra-
dacji kwasu L-jabtkowego do etanolu w podtozach fermentacyjnych, jednoczesnie
charakteryzujg si¢ odpornoscig na wysokg kwasowos¢ oraz SO, [Kunicka, Szopa
1998]. Ocena zdolnosci biodegradacji L-jablczanu w moszczach i winach z zasto-
sowaniem drozdzy rozszczepkowych byta celem do$wiadczen prowadzonych przez
Redzepovic i in. [2003]. Wykazaly one, ze szczep Schizosaccharomyces pombe F
metabolizuje 90% kwasu jabtkowego, jednak jego wykorzystanie w winiarstwie
ogranicza tworzenie si¢ niekorzystnych cech sensorycznych produktu.

Natomiast promowany do komercyjnego zastosowania w procesie odkwaszania
wina gatunek Saccharomyces cerevisiae 71b obniza zawarto$¢ L-jabtczanu wylacz-
nie o 18% [Redzepovic i in. 2003]. Zdolnos¢ danego szczepu do degradacji kwasu
jabtkowego uzalezniona jest od wewnagtrzkomorkowego transportu kwasow dikar-
boksylowych oraz enzymu jabtkowego metabolizujacego L-jablczan do etanolu
i dwutlenku wegla (rys. 2) [Ansanay i in. 1996; Volschenk i in. 1997]. Drozdze
Saccharomyces cerevisiae nie sg w stanie skutecznie zmniejszy¢ zawartosci kwa-
su jabtkowego, poniewaz enzym jabtkowy charakteryzuje si¢ niewielkim powino-
wactwem do substratu (Km=50mM). Ponadto niski stopien degradacji L-jabtcza-
nu przez drozdze zwigzany jest z mitochondrialng lokalizacja enzymu jabtkowego
u Saccharomyces cerevisiae. W toku dalszych badan podjeto probe skonstruowania
rekombinowanego szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae zawierajacego gen
Schizosaccharomyces pombe (mael), majacego charakter przekaznika przez btone
komorkowa kwasow dikarboksylowych oraz dehydrogenazy jablczanowej (mae2),
wystepujacej na plazmidach drozdzy winnych. Otrzymane komorki drozdzy Sac

dekarboksylaza dehydrogenaza
i i Ikohol
PIROGRONIAN —2r22renanawa o Al DEHYD OCTOWY 7_\_\.3 Sl ETANOL
NAD 2 4+
NADH; NAD
NAD*

enzym jaktkowey

JABL CZAN

fumaraza
reduktaza

FUMARAN ———» BURSZTYNIAN

Rys. 2. Rozktad kwasu L-jabtkowego przez drozdze
Zrodto: [Redzepovic i in. 2003].
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charomyces cerevisiae wykazywaly zdolnos$¢ degradacji kwasu L-jabtkowego, nie
produkujac przy tym ubocznych metabolitow, ktére moglyby sie przyczyni¢ do ob-
nizenia jakosci wina [Volschenk i in. 2001; Redzepovic i in. 2003; Fleet 2008].

Wprowadzenie do procesu fermentacji win mikroorganizmoéw innych niz Sac-
charomyces cerevisiae zwigzane jest z wystepowaniem interakcji pomiedzy popu-
lacjami oraz wytworzeniem niekorzystnych zmian organoleptycznych w finalnym
produkcie. Celem doswiadczen przeprowadzonych przez Kunicka i Szope [1998]
bylo potaczenie cech biochemicznych i technologicznych drozdzy winiarskich Sac-
charomyces cerevisiae 1 rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe, umozli-
wiajacych beztlenowy rozktad L-jabtczanu w $rodowisku fermentacyjnym, jedno-
czesnie z wlasciwie przeprowadzong fermentacja alkoholowa. Migdzyrodzajowe
hybrydy otrzymano z wykorzystaniem metody fuzji protoplastow wyzej wymienio-
nych szczepdéw mikroorganizmow. Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzo-
no, ze otrzymane mieszance charakteryzowaty si¢ wysoka zdolno$cia do beztleno-
wej biodegradacji kwasu L-jabtkowego, wykazujac wzrost rozktadu L-jablczanow
w poréwnaniu do drozdzy Schizosaccharomyces pombe. Mozliwe jest rowniez pro-
filowanie kwasowos$ci moszczow 1 win z udziatem mieszanych kultur drozdzy [Sa-
tora, Tuszynski 2006].

Natomiast do§wiadczenia przeprowadzone przez Gao i Fleeta [1995] miaty na
celu wyodrgbnienie sposrdd 30 szczepdéw drozdzy, nalezacych do rodzajow Sac-
charomyces, Kloeckera, Candida, Schizosaccharomyces 1 Hansenula, gatunkow
charakteryzujacych si¢ wysoka zdolnoscig rozktadu kwasow L-jabtkowego oraz
L-winowego. Stwierdzono, ze szczepy Schizosaccharomyces pombe i Schizosac-
charomyces malidevorans degradujg 95-99% L-jablczanu po 48 godzinach trwania
reakcji, w tym 10-34% kwasu w pierwszych 30 minutach od momentu jej inicjacji.
Pozostate mikroorganizmy rozktadaty do 35% kwasu L-jabtkowego oraz do 25%
kwasu L-winowego w czasie 24-48 godzin.

Szczep Schizosaccharomyces malidevorans, uzyskany na drodze mutagenizacji
promieniowaniem UV, metabolizuje kwas jablkowy znacznie szybciej niz pozostate
gatunki tego rodzaju, wykorzystujac niewielkie ilo$ci cukréw wystepujacych w wi-
nie. Ponadto wykazuje on odpornos¢ na dziatanie SO,, niskie temperatury i niskie
wartos$ci pH (pH 2,8). Na uwage zasluguje fakt, ze w przeciwienstwie do Schizo-
saccharomyces pombe nie tworzy niepozadanych aromatow, dlatego moze stanowic
alternatywe dla bakterii mlekowych w procesie odkwaszania win [Tul-Krzyszczuk,
Kotakowska-Paszkiewicz 2008].

6. Podsumowanie

Tradycyjng metodg odkwaszania wina jest fermentacja jablkowo-mlekowa. Ze
wzgledu na nieodtagczne problemy jej towarzyszace (produkcja amin biogennych,
karbaminianu etylu, zmiana cech organoleptycznych wina) poszukuje si¢ alternatyw-
nych technik redukcji kwasowosci win. Odkwaszanie za pomocg szczepow drozdzy
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niesie za sobg wiele korzysci. Przyczynia si¢ do degradacji kwasu L-jablkowego, ale
réwniez zmniejsza ryzyko tworzenia niepozadanych zwiazkow. Ponadto rownoczes-
ne zakonczenie fermentacji alkoholowej i procesu odkwaszania zapobiega zepsuciu
si¢ wina spowodowanego utlenianiem i hamuje namnazanie szkodliwych mikroorga-
nizmow. Odkwaszanie win za pomocg drozdzy daje wigc mozliwos¢ wprowadzenia
lepszych strategii optymalizacji procesu winifikacji. Bioroznorodno$¢ mikroflory
drozdzowej owocow winorosli jest niezbedna do uzyskania oryginalnych smakow
win, a produkowane przez szczepy enzymy, takie jak pektynazy, 3-glikozydazy, pro-
teazy, esterazy lub lipazy, przyczyniajg si¢ do wytworzenia odmianowych aromatow
oraz poprawy technologii winifikacji. Alternatywnym rozwigzaniem moga by¢ tez
odpowiednio dobrane szczepienia nastgpcze drozdzy odkwaszajacych, we wilasci-
wych proporcjach, w stosunku do podstawowej kultury drozdzy fermentujacych.
Zastosowanie szczepow drozdzy odkwaszajacych na skale przemyslowa wymaga
jednak dalszych badan, pozwalajacych na doglebne poznanie ich fizjologii i meta-
bolizmu.
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BIOLOGICAL DEACIDIFICATION METHODS OF WINES

Summary: The balance between sugar and acid content is the most important factor in the
production of high quality wines. L-malate and L-tartrate play a crucial role in the winemak-
ing process, influence the organoleptic properties and biochemical, physical and microbial
stability of wine. The deacidification of grape must and wine is often an essential part of its
production, especially in areas with unfavorable climatic conditions, which also include Po-
land. Malolactic fermentation induced by lactic acid bacteria (LAB) effectively reduces the
wine acidity, but it contributes to change in character and to the production of undesired com-
pounds, such as biogenic amines and ethyl carbamate. The deacidification of wine using yeast
strains is an alternative for it. Taking into consideration the genetic diversity and variability of
yeast cultures characterized by different reduction effectiveness of malic acid in grape musts
and wines, the strains that allow biodegradation of L-malic acid with properly conducted
fermentation and maturation process deserve special attention. The deacidification of wines
with yeast makes it possible not only to reduce the acidity, but also to get the desired flavor
and aroma components, forming the sensory quality of the final product.

Keywords: wine deacidification, LAB, yeasts, L-malic acid.



