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2. ZNAČAJ I NAUČNI DOPRINOS ISTRAŽIVANJA

2.1.Značaj istraživanja

Voćno vino od jabuka jedan je od napitaka čija proizvodnja i potrošnja, pogotovo u Sjevernoj Americi, Australiji i nekim dijelovima Zapadne Evrope doživljava snažnu ekspanziju. Iako bi se moglo reći da je tradicionalno domovina voćnog vina od jabuka Engleska, u nekim dijelovima Francuske, Njemačke, Španije i u sjevernim dijelovima SAD, upotreba ovog pićaposljednjih godina postaje sve raširenije (Kolb i sar., 2007). 

Jabučno vino je relativno nov proizvod na našem tržištu. To je proizvod koji kod nas nema tradiciju, a i potrošnja ovog proizvoda kod nas je zanemariva. Jabuka je veoma zastupljena kako u svakodnevnoj ishrani tako i kao sirovina u industrijskoj preradi. Jedan od načina industrijske prerade jabuke (što je posebno važno u slučajevima da postoji višak jabuke na tržištu) je proizvodnja voćnog vina. Sam postupak se može uglavnom obaviti na dva načina: tradicionalni i savremeni postupak. 

S obzirom na to da, do sada, kod nas nije zastupljena industrijska proizvodnja jabučnog vina, ono se proizvodi u domaćinstvima gdje se voćni supstrat uglavnom prepušta spontanoj fermentaciji. Ovakav način proizvodnje najčešće dovodi do nastanka proizvoda lošeg kvaliteta koji je vrlo često mikrobiološki nestabilan. 

Imajući sve prethodno navedeno u vidu, kao i činjenicu da se jabuka kod nas uzgaja u značajnoj mjeri, neophodno je da kandidat ovo istraživanje usmjeri ka isptivanju uloge odgovarajućih predfermentativnih postupaka s ciljem proizvodnje kvalitetnog voćnog vina od jabuke, uz poseban osvrt na potencijalna antioksidativna svojstva dobijenog proizvoda. 

Dobijene rezultate kandidat treba uporediti sa postojećim nacionalnim i međunarodnim propisima, kada je to moguće, ili sa eksperimentalnim podacima dostupnim u radovima autora koji se bave sličnom problematikom. Za očekivati je da će eksperimentalni rezultati pokazati da postoje razlike kako u brzini toka alkoholne fermentacije, tako i u hemijskom i polifenolnom sastavu

2.2. Pregled istraživanja

Novija istraživanja idu u prilog saznanju da je proizvodnja vina u isto vrijeme i jednostavan i složen postupak. Naime, jednostavan je zato što ne zahtijeva pretjerano veliki broj tehnoloških operacija te nije pretjerano skup proces, a istovremeno je i veoma složen jer je to biološki proces na koji utiče veliki broj različitih faktora. 

Uopšteno govoreći, proizvodnja jabučnog vina obuhvata slijedeće operacije: muljanje, cijeđenje, bistrenje, korekciju kiselosti i suve materije, dodatak SO2, dodatak umnožne kulture vinskog kvasca i hraniva za kvasac, prvo pretakanje i sumporisanje, drugo pretakanje, bistrenje, stabilizaciju i sipanje u flaše. U toku alkoholne fermentacije odvija se čitav niz procesa: prevođenje šećera u alkohol i  kiselinu, smanjenje sadržaja SO2, sinteza niza produkata kao što su: aldehidi, esteri, kiseline, etanol, viši alkoholi itd.

Maceracija soka sa ljuskom (kljuk) generalno gledajući povećava sadržaj većine aromatskih komponenata u gotovom proizvodu pri čemu odlučujuću ulogu igraju vrijeme i temperatura  maceracije kao i vrsta voća. Za vrijeme maceracije postoji mogućnost pojave negativnih efekata kao što su: pojava stranih aromatskih komponenata, gorčine i pretamne boje. Takođe ovaj postupak poboljšava ekstrakciju fenolnih sastojaka iz ljuske u sok, a ponekad uzrokuje i pojavu oporog i gorkog okusa (Samappito i Butkhup, 2010; Sanchez Palomo i sar., 2007; Selli i sar., 2006; Cabaroglu i sar., 1997). 

Bistrenje (bilo bentonitom, pektolitičkim preparatima ili nekim drugim sredstvima) može imati i pozitivan i negativan uticaj na tok procesa. Poznato je dejstvo pektolitičkih enzima na pripremu supstrata za fermentaciju, jer se njegovim djelovanjem dobija bistar i stabilan supstrat, a povećava se  i prinos soka nakon presanja kluka. Sa druge strane, ovi enzimi mogu da uzrokuju i neka neželjena svojstva kao što su: oksidacija fenolnih komponenata, proizvodnja metanola i isparljivih kiselina, smanjenje sadržaja proteina i glikozidnih koloida i generalno usporavaju alkoholnu fermentaciju (Moreno-Arribas i Carmen Polo, 2005; Dueñas i sar., 2002). 

SO2 se kao neophodno sredstvo dodaje u toku proizvodnje vina iz više razloga. Ti razlozi su slijedeći: SO2 djeluje kao antioksidativno sredstvo; kao antimikrobno sredstvo (onemogućava i zaustavlja rast neželjene mikroflore u supstratu), sprječava posmeđavanje vina usljed dejstva polifenol-oksidaze (Ribéreau-Gayon i sar., 2006; Romano i Suzzi, 1993; Bilbao i sar., 1998; Heard i Fleet, 1988; Henick-Kling i sar., 1998). Međutim, SO2 je poznat i kao alergen pa se u svijetu vrše testiranja u cilju zamjene nekim drugim sredstvom (lizozim, PVPP itd.) ili primjenom nekog fizičkog postupka (npr. filtracije). Međutim nijedno sredstvo se do sada nije pokazalo adekvatnom zamjenom. Jedno od sredstava koje se može koristiti, ali samo u kombinaciji sa SO2, je askorbinska kiselina, koja ima dobre antioksidativne osobine, ali za razliku od SO2 u supstratu ne djeluje antimikrobno (Ribéreau-Gayon i sar., 2006).

Kiselost supstrata je važan faktor, jer osim što utiče na dejstvo SO2, utiče i na konačnu kiselost i pH gotovog vina. Vina sa previsokom kiselošću su neharmonična i nepitka, dok su vina sa preniskom kiselošću tupog okusa i vrlo često sklona kvarenju. Kao sredstvo za podešavanje kiselosti voćnih vina najčešće se koriste mliječna ili limunska kiselina (Kolb i sar., 2007; Kuzmanović i sar., 2010). 

Najčešći problem prilikom proizvodnje vina predstavljaju pojave usporene fermentacije (“sluggish fermentation“) i zaustavljene fermentacije (engl.“stuck fermentation“). Uzroci ovih problema mogu biti različiti: temperatura, pH, visoka koncentracija šećera, visoka koncentracija fruktoze u toku fermentacije, previsok sadržaj SO2 i CO2, nedostatak vitamina (faktora rasta), fosfata, minerala i najčešće sadržaj usvojivog azota (Moreno-Arribas i Carmen-Polo, 2005; Dueñas i sar., 2002; Alexandre i Charpentier, 1998). 

Većina autora smatra da je za obavljanje pravilne fermentacije potreban minimalan sadržaj usvojivog azota 140 mg/L, pa je stoga prije početka fermentacije potrebno provjeriti sadržaj usvojivog azota u supstratu. Nedovoljne količine usvojivog azota osim toga mogu dovesti do nastanka H2S i drugih jedinjenja neprijatnog mirisa i okusa. Na nastanak ovih spojeva veliki uticaj može imati i vrsta i soj kvasca koji se koristi za alkoholnu fermentaciju, jer različiti sojevi kvasca posjeduju različite sposobnosti proizvodnje kako alkohola tako i prevelikih količina SO2 i H2S (Wang i sar., 2003; Bohlscheid i sar., 2007; Mendoza i sar., 2009) .   

Poznato je da su vina od grožđa veoma bogata različitim spojevima koja imaju pozitivno dejstvo na ljudsko zdravlje (fenoli, flavonoidi, resveratrol itd..) dok se o tim jedinjenjima i njihovoj količini u voćnim vinima uglavnom malo zna. U novije vrijeme provedena su istraživanja u cilju poređenja vina u klasičnom smislu (od grožđa) i voćnih vina sa aspekta sadržaja tih spojeva (Dey i sar., 2009). Na osnovu tih istraživanja može se zaključiti da neke vrste voćnih vina imaju sličan sadržaj ovih spojeva kao i vino od grožđa (Pinhero i Paliyath, 2001;  Nogueira i sar., 2008, Yildirim, 2006). 

Jabuke kao voće posjeduju visoku koncentraciju flavonioda, polifenola kao i drugih fitohemikalija koje su uglavnom prisutne u kori (kvercetin, katehin itd.). U toku proizvodnje vina dolazi do smanjenja sadržaja ovih sastojaka tako da sok od jabuke nakon presanja i pulpiranja zadržava svega oko 10% antioksidativnog dejstva svježe jabuke, a nakon enzimatskog tretmana preostane svega oko 3% antioksidativnih materija (Boyer i Hai Liu, 2004). Polifenoli učestvuju u procesu formiranja arome, služe kao inhibitori razvoja neželjenih mikroorganizama, a sa druge strane gledajući, mogu usporiti ili blokirati proces bistrenja. Takođe je dokazano da je oksidacija jabučnog soka izraženija kod proizvodnje vina gdje se sok duže vremena drži u kontaktu sa ljuskom jabuke (Nogueira i sar., 2008).

2.3. Radna hipoteza sa ciljem istraživanja

U prijavljenoj doktorskoj tezi, kandidat će pokušati dokazati slijedeće hipoteze: 

· Predfermentativni tretmani supstrata od jabuke imaju značajan uticaj na tok proizvodnje i kvalitet jabučnog vina 

· Predfermentativni postupci kao npr. tretmani pektolitičkim enzimima, mogu između ostalog uticati na promjenu antioksidativnih osobina jabučnog vina

· Pektolitički enzimi pokazuju različit uticaj na tok proizvodnje kao i na organoleptička i ostala svojstva vina

Kao osnovni cilj ove teze kandidat navodi isptivanje uloge odgovarajućih predfermentativnih postupaka s ciljem proizvodnje kvalitetnog voćnog vina od jabuke, uz poseban osvrt na potencijalna antioksidativna svojstva dobijenog proizvoda. 

Isto tako, kandidat treba da dobije podatke  o uticaju ovih tretmana na hemijski sastav kako supstrata tako i gotovog proizvoda, kao i podatke o pogodnosti određene sorte jabuke za preradu u vino. Posebna pažnja biće posvećena praćenju promjene sadržaja materija koje utiču na antioksidativna svojstva vina, što bi, poredeći te vrijednost sa antioksidativnim svojstvima polazne sirovine (određene sorte jabuke), trebalo dati informaciju o tome da li se ovo vino može smatrati funkcionalnim dodatkom prehrani. 

Generalno gledajući, dobijeni rezultati bi trebali koristiti u promociji jabučnog vina, te dati potencijalno rješenje za novi vid prerade jabuke kao sirovine. Pored toga kandidat bi trebao predložiti najpovoljniju kombinaciju voćnih supstrata od različitih sorti jabuka prisutnih na banjalučkom tržištu. Sve ovo bi dalo smjernice za daljna istraživanja u cilju pronalaska odgovarajućih jabučnih supstrata za moguću industrijsku proizvodnju voćnih vina kod nas.

2.4. Materijal i metode rada

Za potrebe ovog rada biće korištene slijedeće sorte jabuka: Granny Smith, Ajdared, Crveni i Zlatni delišes i Gala. Za svaku pojedinačnu sortu jabuke biće pripremljena 2 polazna supstrata: A (sok od jabuke dobijen direktnim cijeđenjem jabuke) i B (kljuk dobijen muljanjem jabuke). Proces proizvodnje jabučnog vina u laboratorijskim uslovima za supstrat A obuhvataće slijedeće predfermentativne postupke i operacije:

1. Priprema jabuke za cijeđenje (pranje, usitnjavanje, odstranjivanje cvjetne lože i sjemenki)

2. Dobijanje soka cijeđenjem pomoću komercijalnog aparata za cijeđenje soka;

3. Sumporisanje soka sa SO2
4. Bistrenje soka (sok bez tretmana, sok pojedinačno tretiran sa tri različita komercijalna pektolitička enzima nakon čega će se bistri dio dekantirati). 

5. Prethodno pripremljeni supstrati će se podijeliti na 2 dijela koji će biti podvrgnuti primarnoj fermentaciji: jedan dio će služiti kao kontrolni (kod koga će se izvršiti samo popravka sadržaja SO2 i dodavanje umnožene kulture vinskog kvasca), a u drugom dijelu će biti izvršene slijedeće korekcije: sadržaja kiseline, sadržaja usvojivog azota, korekcija sadržaja suhe materije, popravka sadržaja SO2 i dodavanje umnožene kulture vinskog kvasca

6. primarna fermentacija (5-7 dana)

7. odvajanje vina od taloga nakon primarne fermentacije, dosumporavanje i sekundarna fermentacija

8. prvo pretakanje 28 dana nakon završetka primarne fermentacije

9. drugo pretakanje 40 dana nakon prvog pretakanja, bistrenje i stabilizacija odgovarajućim sredstvima

Proces proizvodnje jabučnog vina u laboratorijskim uslovima za supstrat B obuhvataće slijedeće predfermentativne postupke i operacije:

1. Priprema jabuke za muljanje (pranje, usitnjavanje, odstranjivanje cvjetne lože i sjemenki)

2. Muljanje jabuke muljačom pri čemu se dobija kljuk koji se sumporiše sa SO2
3. Tretiranje kljuka (kljuk bez tretmana, kljuk pojedinačno tretiran sa tri različita komercijalna pektolitička enzima)

4. Presanje sva 4 kljuka pri čemu se dobiju izbistreni supstrati

5. Prethodno pripremljeni supstrati će se podijeliti na 2 dijela koji će biti podvrgnuti primarnoj fermentaciji: jedan dio će služiti kao kontrolni (kod koga će se izvršiti samo popravka sadržaja SO2 i dodavanje umnožene kulture vinskog kvasca), a u drugom dijelu će biti izvršene slijedeće korekcije: sadržaja kiseline, sadržaja usvojivog azota do, korekcija sadržaja suhe materije, popravka sadržaja SO2 i dodavanje umnožene kulture vinskog kvasca 

6. primarna fermentacija (5-7 dana)

7. odvajanje vina od taloga nakon primarne fermentacije, dosumporavanje i sekundarna fermentacija

8. prvo pretakanje 28 dana nakon završetka primarne fermentacije

9. drugo pretakanje 40 dana nakon prvog pretakanja, bistrenje i stabilizacija odgovarajućim sredstvima

U toku pripreme supstrata i proizvodnje vina biće vršene slijedeće analize:

· određivanje prinosa soka nakon bistrenja

· mjerenje stepena zamućenosti supstrata i vina nefelometrijski

· mjerenje sadržaja ukupnih fenola pomoću Folin-Ciocalteu metode kao i određivanje antioksidacione aktivnosti DPPH metodom u polaznoj sirovini, supstratima i vinu 

· mjerenje ukupne kiselosti i pH vrijednosti supstrata i vina potenciometrijski

· mjerenje sadržaja ukupnog i slobodnog SO2 metodom po Ripper-u

· mjerenje sadržaja usvojivog azota formol titracijom po Gamp i sar.

· mjerenje sadržaja suhe materije refraktometrijski te izračunavanje početnog sadržaja šećera u jabučnom soku

· mjerenje sadržaja acetaldehida (Službeni list SFRJ 70/87)

· mjerenje sadržaja šećera metodom po Rebelein-u, 

· mjerenje sadržaj etil-acetata (Službeni list SFRJ 70/87),

· mjerenje sadržaj alkohola piknometrijski

· senzorna ocjena vina prema Pravilniku o kvalitetu voćnih vina Republike Hrvatske, NN 73/06

2.5. Naučni doprinos istraživanja

U prijavljenoj doktorskoj tezi, kandidat treba dati naučni doprinos istraživanju primjene enzimatskih pektolitičkih tretmana na proizvodnju i antioksidativne osobine voćnog vina od jabuke

Istraživanjem primjene enzimatskih pektolitičkih tretmana kandidat će dobiti podatke o uticaju ovih tretmana na hemijski sastav kako supstrata tako i gotovog proizvoda, kao i podatke o pogodnosti određene sorte jabuke za preradu u vino. Posebnu pažnja biće posvećena praćenju promjene sadržaja materija koje utiču na antioksidativna svojstva vina, što bi, poredeći te vrijednost sa antioksidativnim svojstvima polazne sirovine (određene sorte jabuke), trebalo dati informaciju o tome da li se ovo vino može smatrati funkcionalnim dodatkom prehrani. 

Dobijeni rezultati će biti upoređeni sa postojećim nacionalnim i međunarodnim propisima za ovu vrstu proizvoda, kada je to moguće, ili sa eksperimentalnim podacima dostupnim u radovima autora koji se bave sličnom problematikom. Za očekivati je da će eksperimentalni rezultati pokazati da postoje razlike kako u brzini toka alkoholne fermentacije, tako i u hemijskom i polifenolnom sastavu gotovog proizvoda. 

Kao što je već napomenuto , dobijeni rezultati bi trebali koristiti u promociji jabučnog vina, te predložiti potencijalno rješenje za novi vid prerade jabuke kao sirovine. Osim toga biće predložena najpovoljnija kombinacija voćnih supstrata od ispitanih sorti jabuka prisutnih na banjalučkom tržištu. Sve ovo bi dalo smjernice za daljna istraživanja u cilju pronalaska odgovarajućih jabučnih supstrata za moguću industrijsku proizvodnju voćnih vina kod nas.
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3. OCJENA I PRIJEDLOG

Na osnovu uvida u rad kandidata, priloženu dokumentaciju, biografiju kandidata i spisak objavljenih radova, zaključujemo da kandidat mr Aleksandar Savić ispunjava sve formalne uslove za odobrenje teme za izradu doktorske disertacije u skladu sa važećim propisima, a posebno sa članom 58, Zakona o Univerzitetu i Statutom Univerziteta u Banjoj Luci. 

Predložena tema je aktuelna i zanimljiva kako sa naučnog stanovišta, tako i sa stanovišta mogućnosti primjene. Navedene metode istraživanja predstavljaju zadovoljavajuće i pouzdane tehnike istraživanja pomoću kojih je moguće dobiti dovoljno pouzdane    rezultate. Istraživanja u okviru predložene teme predstavljaju nastavak rada kandidata u okviru naučno-istraživačkog projekta u oblasti laboratorijske i poluindustrijske proizvodnje voćnog vina od jabuke, a neke od rezultata kandidat je već publikovao u odgovarajućim naučnim časopisima, ili saopštio na naučnim skupovima.

Komisija smatra da postoje realni uslovi da kandidat u daljem istraživanju može uspješno da realizuje sve postavljene zahtjeve vezane za izradu doktorske teze i da dobije značajne originalne rezultate.

Na osnovu svega izloženog, članovi Komisije sa zadovoljstvom predlažu Naučno-nastavnom vijeću Tehnološkog fakulteta Univerziteta u Banjaluci da prihvati temu pod naslovom " Uticaj enzimatskih pektolitičkih tretmana na proizvodnju i antioksidativne osobine voćnog vina od jabuke " za izradu doktorske disertacije kandidata mr Aleksandra Savića.
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