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STRESZCZENIE

Celem naukowym pracy doktorskiej byta ocena wptywu podktadek i zabiegdéw
cigcia na jako$¢ winogron odmiany ‘Regent’ oraz analiza skutecznosci dwoch metod
W ograniczaniu zywotno$ci mikroorganizmow po fermentacji moszczu gronowego. Ba-
dania wykonano w Zachodniopomorskim Uniwersytecie Technologicznym w Szczecinie.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania uprawa winorosli w Pol-
sce. Brak wieloletniej tradycji sktania do poszukiwania odpowiednich metod zarzadza-
nia winnicg dostosowanych do warunkéw klimatycznych. Jest to niezbedne dla uzyska-
nia plonu wysokiej jakosci. W Katedrze Ogrodnictwa przeprowadzono niezalezne
doswiadczenia polowe, w ktorych oceniono wptyw pieciu podktadek, usuwania lisci
W obrgbie gron oraz intensywnosci cigcia tozy, na jako$¢ owocow. Winogrona przeba-
dano pod katem parametréw: masy gron i jagdd, ekstraktu, kwasowosci miareczkowal-
nej, pH, polifenoli, sktadnikow mineralnych i metali ci¢zkich. Podktadka ‘Sori” wptyne-
fa na wzrost poziomu polifenoli w owocach i wyrdzniala si¢ wysokim poborem Ca, K,
Mg, N, i P. Podktadka ‘Borner’ obnizyta zawartosci kwasow fenolowych i flawan-3-oli
w winogronach oraz ograniczyla pobor miedzi, zelaza, kadmu 1 otowiu. Usuwanie lisci
i cigcie tozy na 8 pakéw zwigkszyly poziom polifenoli w jagodach. Owoce z ro$lin
intensywniej cigtych (4-6 pakow) cechowaty wyzsze zawartosci wigkszosci sktadnikow
mineralnych i metali cigzkich. Podsumowujac, potaczenie badanych metod zarzadzania
winnicg moze stuzy¢ zoptymalizowaniu uprawy winoro$li odmiany ‘Regent” w warun-
kach klimatycznych potnocno-zachodniej czgsci Polski.

Opracowanie metody zdolnej ograniczy¢ lub wyeliminowac stosowanie SO», jako
srodka konserwujacego wino, budzi zainteresowanie naukowcow i producentdéw na
calym $wiecie. Metody stabilizacji mikrobiologicznej przebadano w Katedrze Fizyko-
chemii Nanomateriatéw. Do ograniczania zywotno$ci drozdzy i bakterii zastosowano
promieniowanie UV-C i nanomateriaty. Nastgpnie wykonano testy mikrobiologiczne
i analizy zawartosci polifenoli. Wraz ze wzrostem czasu ekspozycji UV-C spadata
zywotnos¢ mikroorganizméw (okoto 99% po 60 minutach procesu) i poziom polifenoli
W moszczu gronowym, jednak bez wpltywu na jego obserwowalng barwe. Natomiast
nanosfery krzemionki istotnie ograniczyly zywotno$¢ bakterii Oenococcus oeni pod
wplywem mieszania we wzorcowych roztworach cukru i soli fizjologicznej PBS. Anali-
zowane metody ograniczania zywotno$ci mikroorganizmow stanowig obiecujace podej-
$cie w kontroli mikrobiologicznej wina. Niezbe¢dne sg jednak dalsze badania obejmuja-

ce potaczenie roznych technologii w celu zastgpienia SO, w produkcji wina.



ABSTRACT

The scientific aim of the doctoral dissertation was to evaluate the influence
of rootstocks and pruning methods on the quality of grapes cultivar ‘Regent’, and to
analyse the efficiency of two methods in reducing the viability of microorganisms after
fermentation in grape must. The research was carried out at the West Pomeranian Uni-
versity of Technology in Szczecin.

In recent years, there has been a growing interest in viticulture in Poland. Lack of
long-standing tradition is moving towards the search to find appropriate viticulture
management practices adjusted to climatic conditions. It is crucial to obtain a high qual-
ity crop. Independent field experiments were carried out at the Department of Horticul-
ture, which assessed the impact of five rootstocks, cluster zone leaf removal, and cane
pruning intensity on the quality of fruits. The grapes were tested for the following pa-
rameters: weights of grapes and berries, total soluble solids, titratable acidity, pH, poly-
phenols, nutrients, and heavy metals. The 'Sori' rootstock contributed to the increase of
polyphenols in the fruits and was distinguished by a high uptake of Ca, K, Mg, N, and
P. The 'Borner' rootstock decreased the contents of phenolic acids and flavan-3-ols in
the grapes, and reduced the uptake of copper, iron, cadmium, and lead. Leaf removal
and pruning to 8 buds per cane increased polyphenols in berries. Fruits from more in-
tensely pruned vines (4-6 buds) were characterised by higher contents of most nutrients
and heavy metals. To sum up, the combination of the studied vineyard management
methods may serve to optimise the viticulture of cultivar 'Regent’ in climatic conditions
of North-Western Poland.

The development of a method capable of reducing or eliminating the use of SO,
as a wine preservative is of interest to scientists and producers around the world. Micro-
biological stabilisation methods were tested at the Nanomaterials Physicochemistry
Department. UV-C radiation and nanomaterials were used to limit the viability of yeasts
and bacteria. Afterwards, microbiological tests and polyphenol content analyses were
performed. With the increase of the UV-C exposure time, the microorganism viability
(about 99% after 60 minutes of the process) and the level of polyphenols in grape must
decreased, but no visible changes in the must colour were noted. Whereas the silica nano-
spheres significantly reduced the viability of Oenococcus oeni bacteria under stirring in
the model solutions of sugar and phosphate buffered saline (PBS). The analysed meth-
ods of reducing the microorganism viability are a promising approach in the microbi-
ological control of wine. However, it is necessary to continue further research involving

a combination of different technologies towards replacement of SO, in wine production.
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1. Wstep teoretyczny

Wedhug raportu statystycznego OIV (The International Organisation of Vine and
Wine) z 2017 roku, wielko$¢ zbiorow winogron od 2000 roku wykazata tendencje
wzrostowg osiggajgc okoto 77 milionéw ton rocznie na catym $wiecie. 36% tych zbio-
réw przeznaczono na $wieza konsumpcje, a 47% na produkcje wina'. Podobny trend
odnotowano w Polsce w ciggu ostatniej dekady. Zarejestrowana powierzchnia upraw
winoro$li w tym okresie zwigkszyla si¢ niemal dziesigciokrotnie do wielkosci 331 ha.
Areat siegajacy blisko 241 ha dedykowany byt uprawie owocéw do wyrobu wina®.

Winogrona wysokiej jakosci sg bardzo pozadane przez konsumentow, ktorzy
cenig sobie role owocoéw w utrzymaniu i poprawie dobrego stanu zdrowia®. W przypadku
winogron przeznaczanych na przetworstwo, ocena jakoSci owocOw ograniczana jest
w wielu winnicach jedynie do zawarto$ci cukrow, pH 1 kwasowosci miareczkowalne;.
System ten jest jednak zbyt prosty i nie pozwala na ustanowienie jasnego i rygorystycz-
nego polaczenia z koncowa jakoscia wina®. Tymczasem, na uwage zastuguja tu takze
zwigzki fenolowe i sktadniki mineralne, ktére majg duze znaczenie dla jakosci wino-
gron 1 procesu przetworstwa. Owoce winoro$li sg bogatym zrédtem zwiazkoéw fenolo-
wych, ktore posiadaja m.in. cenne wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwnowotwo-
rowe, przeciwbakteryjne i przeciwzapalne®. Ponadto, wywieraja istotny wplyw na wia-
sciwosci organoleptyczne oraz potencjal starzenia si¢ 1 stabilno$¢ wina. Gtoéwnymi
klasami zwigzkow fenolowych w winogronach i winie sg kwasy fenolowe, stylbeny
i flawonoidy (antocyjany, flawonole, monomery flawan-3-oli i proantocyjanidyny)®.
Natomiast wsrdd sktadnikéw odzywcezych niezbednych dla wzrostu winorosli, N, P, K,
Ca, Mg i S sg zwykle klasyfikowane jako makroelementy, a Cl, B, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo,
Ni, jako mikroelementy’. Ponizej wspomniane zostaty jedynie przykladowe symptomy
nadmiaru lub niedoboru niektorych sktadnikow mineralnych. Niedobor azotu w roslinie
moze by¢ przyczyna zbyt luznych gron z matymi jagodami®. Ponadto, sok gronowy
0 niskiej zawartos$ci azotu jest czesto podatny na spowolnienie lub zatrzymanie fermen-
tacji’. Znaczenie potasu dla wzrostu winorosli i plonu jest réwniez istotne. Jednak jego
nadmiar w winogronach moze mie¢ negatywny wptyw na jakos$¢ wina, gtownie dlatego
ze zmniejsza zawarto$¢ wolnego kwasu winowego, co powoduje wzrost pH soku i wi-
na’. Niedobory wapnia 1 magnezu moga skutkowa¢ m.in. usychaniem gron8.

Jak powszechnie wiadomo na jako$¢ winogron wptywa wiele czynnikéw. Naleza
do nich warunki $rodowiskowe, m.in. §wiatlo stoneczne 1 tempera‘[ura10 oraz metody

zarzadzania uprawg winorosli, np. kombinacja podkiadka/odmianall, forma prowadze-



nia winoroéli, nawadnianie*?, nawozenie™, usuwanie lisci*, czy intensywnos¢ przyci-
nania ro$lin™.

W niniejszej rozprawie doktorskiej badano wptyw podktadek i zabiegéw cigcia
(usuwanie lisci, intensywnos$¢ cigcia tozy) na jako$¢ owocoOw winorosli odmiany
‘Regent’.

Podktadka stanowi gléwnie system korzeniowy na ktorym szczepi si¢ wlasciwa
odmiane™®. Stosowanie podkiadek rozpoczeto w Europie pod koniec XIX wicku w celu
ochrony plantacji przed filokserg (Viteus vitifolii, Daktulosphaira vitifoliae), uznawang
za jednego z najgrozniejszych szkodnikow uprawy winorosli*’. Do dzi$ szczepienie jest
technikg powszechnie stosowang w uprawie winoro$li jako skuteczne narzedzie do
zwalczania choréb przenoszonych przez glebg 1 przezwycigzania streséw abiotycz-
nych'®. Informacje na temat biochemicznych interakcji migdzy odmianami i podklad-
kami sa ograniczone. Pomimo to, wiele badan dowiodto wplywu réznych podktadek na
jako$¢ winogron, soku winogronowego i wina'®, oddzialujac miedzy innymi na zawar-
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tosci cukrow™, kwasow?, czy zwiazkow fenolowych?'. Ponadto, podkladki moga

wplywaé na wiele innych aspektow rozwoju winoro$li, takich jak wzrost i plonowanie
ro§lin? 2,

Usuwanie lisci zwigksza ekspozycje gron na §wiatto stoneczne, cyrkulacje powie-
trza 1 temperature jagdd. Niedostateczna 1los¢ $wiatta moze powodowac stabg jakos¢
winogron, natomiast nadmierna prowadzi¢ do oparzen stonecznych i zahamowania
rozwoju barwy®. Ponadto, temperatura wplywa na tempo rozwoju i utrate r6znych
zwiazkow biochemicznych w owocach, w tym na akumulacje cukréw, obnizanie kwa-
séw oraz synteze i utrzymanie barwnikow i zwiagzkow aromatycznych®®. W zwiazku
Z powyzszym, uzyskanie plonu wysokiej jakosci wigze si¢ z okresleniem optymalnych
technik usuwania lisci, z uwzglednieniem wptywu warunkow klimatycznychzs.

Pomimo zZe cigcie winorosli jest szeroko przebadanym etapem technologicznym,
zabieg ten moze by¢ zoptymalizowany dla kazdej odmiany w zalezno$ci od przezna-
czenia produkcji, warunkow $rodowiskowych 1 metod zarzadzania winnica?’. Zatem
niemozliwe jest ustanowienie ogolnych zalecen dotyczacych intensywnos$ci przycinania
winorogli®®?°, Przyktadami odzwierciedlajacymi znaczenie tego zabiegu dla jakosSci
owocOw mogg by¢ uprawy w tradycyjnych regionach winiarskich Francji. Powszechnie
winoro$l prowadzona jest tam w systemie pojedynczego sznura Guyot z pozostawie-
niem od 6 do 8 pakow na tozie. Ich definitywna liczba zalezy jednak od tradycji regio-
nalnych 1 przepisow prawnych dla poszczegoélnych apelacji, m.in.: odmiana ‘Syrah’

uprawiana w Cotes du Rhone moze by¢ przycinana na 8 pgkéw, natomiast maksymalna



liczba pakéw dla odmiany ‘Sémillon’ w Bordeaux nie moze przekroczy¢ 7, zas 6 dla

‘Muscadelle’ w Sauternes>’.

Dzisiejsze techniki produkcji wina sg zasadniczo takie same, jak te uzywane przez
starozytne cywilizacje®. Ditlenek siarki (SO.) i wiele form nieorganicznych siarczynéw
stuzg ochronie przed utlenianiem i wzrostem niepozadanych gatunkow drozdzy i bakte-
rii oraz kontroli reakcji enzymatycznych®. Pomimo tych zalet, okazato sie ze siarczyny
moga wywolywac reakcje alergiczne, takie jak nudnos$ci, bol zoladka, biegunka, szok
anafilaktyczny, pokrzywka, napady astmy czy obrzek naczynioruchowy, a u niektorych
konsumentéw nawet $mier¢®. Niepozadane reakcje alergiczne, a w konsekwencji, za-
ostrzajace si¢ przepisy prawne regulujace maksymalne stezenie SO, W winie, przycia-
gnely zainteresowanie naukowcow i przemystu winiarskiego do poszukiwania nowych
metod, ktore moglyby ograniczy¢ lub wyeliminowaé stosowanie tego konserwantu bez
znacznej zmiany jakosci wina®>**. Wymiana lub redukcja dodatku SO, powinna byé
dokonywana metodami, ktore moga zapewni¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne, jed-
nocze$nie chronigc wino przed utlenianiem i zachowujac, w jak najwigkszym stopniu,
jego wiasciwosci organoleptyczne34. Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze sku-
teczne w kontrolowaniu wzrostu mikroorganizmow sg techniki, takie jak klarowanie
czy filtracja. Metody te maja jednak negatywny wplyw na wlasciwosci organoleptyczne
wina®. Wsrod innych przyktadéw proponowanych jako $rodki zamienne dla ditlenku
siarki mozna wymieni¢: (1) stosowanie dodatkow, takich jak diweglan dimetylu, bakte-
riocyny, zwigzki fenolowe, czy lizozym; oraz (2) metody fizyczne, do ktorych naleza
pulsacyjne pole elektryczne, ultradzwigki, promieniowanie ultrafioletowe, wysokie
ci$nienie. Przedstawione metodologie nie sg szkodliwe dla zdrowia i prezentuja obiecu-
jace wilasciwosci, ktore pozwalajg uznac je za alternatywne metody konserwacji wina
w zastepstwie SO,>*. Ponadto, w ostatnim czasie przeprowadzono takze badania nad
zastosowaniem nanoczgstek srebra w technologii produkcji wina z uwagi na ich szero-
kie spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej. Wedtug Garcia-Ruiz i wspolpracowni-
kow™ oraz Gil-Sanchez i wspotpracownikow®’ materialy te moga stanowi¢ dobrze roku-
jace podejscie w redukcji SO, W winie.

Pomimo obiecujacych rezultatow, dzialanie konserwujace SO, jest dos¢ rozlegle
I jak dotad zadna opisywana metodologia nie moze w sposob niezalezny zastgpi¢ jego
stosowania. Wyzwaniem dla spotecznos$ci akademickiej i branzy winiarskiej jest zatem
potaczenie ww. lub innych, nowych metod w celu pelnego zastgpienia SO, i produkcji

zdrowszych win spetniajacych wspotczesne wymagania konsumentow>*,



2. Cel pracy

Cele naukowe stawiane w niniejszej pracy doktorskiej pt. ,,Jako§¢ owocoéw wino-

ro$li w zaleznos$ci od rodzaju podktadki i cigcia roslin oraz ocena wybranych metod

stabilizacji mikrobiologicznej moszczu” to:

1)

2)

3)

4)

1)

2)

Badanie wptywu pigciu podktadek (‘Couderc 161-49°, “Sori’, ‘Kober 125AA’,
‘Borner’, ‘Kober 5BB’) na zawartos$ci polifenoli, w tym antocyjanéw, kwasow
fenolowych, flawonoli i flawan-3-oli w winogronach oraz sktadnikow mineralnych
I metali cigzkich w owocach i liSciach winorosli odmiany ‘Regent’

Ocena roli usuwania lici w obrgbie gron w roznych etapach rozwoju winorosli dla
zawarto$ci podstawowych parametréw jakosci i ksztaltowania si¢ polifenoli w wi-
nogronach ‘Regent’, ze szczegdlowa analizg zwigzkow nalezacych do antocyjanow,
kwasow fenolowych, flawonoli i flawan-3-oli

Analiza wplywu intensywnoS$ci cigcia tozy na podstawowe parametry jakosci,
0g6Iny poziom polifenoli oraz zawartosci sktadnikow mineralnych i metali cigzkich
w owocach odmiany ‘Regent’

Badanie skutecznosci dwoch metod, promieniowania UV-C i nanomaterialow,
W ograniczaniu zywotno$ci drozdzy i1 bakterii po fermentacji moszczu odmiany

‘Regent’

Cele praktyczne stawiane w pracy doktorskiej to:
Zoptymalizowanie uprawy winorosli odmiany ‘Regent” w kontek$cie poprawy
jakosci owocow w klimacie potnocno-zachodniej czesci Polski
Wypracowanie metody ograniczajacej zywotnos¢ mikroorganizmow umozliwiaja-
cej obnizenie lub wyeliminowanie stosowania ditlenku siarki w technologii pro-

dukcji wina

Hipoteza badawcza: Wtasciwy dobor podktadki i zabiegow ciecia pozwoli na zopty-

malizowanie uprawy winorosli odmiany ‘Regent’ w chlodnym klimacie poétnocno-

zachodniej czesci Polski, umozliwiajac produkcje owocdéw wysokiej jakosci. Stosowna

ocena badanych metod stabilizacji mikrobiologicznej moszczu winogronowego umoz-

liwi wyeliminowanie z przetworstwa owocOéw winorosli powszechnie stosowanych

srodkow konserwujacych opartych na ditlenku siarki.
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3. Material i metody badan

Doswiadczenia polowe nad uprawa winoros$li przeprowadzono w stacji badawczej
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie. Przedmiotem
badan byta niemiecka, ciemnoskora odmiana winorosli ‘Regent’, opracowana w 1967
roku. Duzy przetom w hodowli odpornych winorosli zostal osiggnicty, gdy odmiany
‘Regent’ i ‘Phoenix’ zostaly zakwalifikowane do produkcji wina wysokiej jakosci. Obie
byly pierwszymi odmianami akceptowanymi przez producentéw ze wzgledu na ich
wysoka jakos¢ i dobrg odpornos¢. Wedtug danych z 2013 roku opracowanych przez
Deutsches Weininstitut GmbH, 12% szacowanych upraw w Niemczech stanowity nowe
odmiany czerwone, wsrdd ktorych ‘Regent’ uplasowat si¢ na drugiej pozycji za odmia-
na ‘Dornfelder’®®. Ponadto odmiana ‘Regent’ jest przedmiotem badan naukowych m.in.

w Stowenii***, Chorwacji*?, Bulgarii*®, a takze w chtodnym klimacie Polski* i Danii*.

Wptyw podkiadek na zawartos$ci polifenoli w winogronach (P1) oraz sktadnikéw
mineralnych i metali cigzkich w owocach i lisciach (P2), porownano z proba kontrolng
(winorosl nieszczepiona ‘Regent’). Podkladki ‘Couderc 161-49°, ‘Sori’, ‘Kober
125AA’, ‘Borner’ i ‘Kober 5SBB’, ktore zostaty objete planem badan, sg zarejestrowa-
ne i hodowane w Niemczech®. Wigkszo$¢ z nich jest w dalszym ciggu obiektem badan

. 39-41,46,47
naukowcow"> 414647,

Metodg¢ usuwania lisci analizowano pod katem wptywu na podstawowe parametry
jako$ci winogron i poziom polifenoli w owocach (P3). Zabieg przeprowadzono recznie
w strefie gron eliminujac cztery do szesciu lisci ze wszystkich pedow. W efekcie
otrzymano okoto 30-40 centymetrow wolnej przestrzeni bez lici.

Usuwanie liSci wykonano w trzech kolejnych etapach rozwoju winorosli:
o przed kwitnieniem (pre-flowering — PF),
e w poczatkowym stadium formowania si¢ jagod (berry-set — BS),
e W momencie rozpoczgcia przebarwiania si¢ owocoOw (véraison — VE),
natomiast jedna czwarta eksperymentalnych winorosli nie zostata poddana zabiegowi

1 postuzyla za kontrolg.

Winoro$l prowadzong w systemie pojedynczego sznura Guyot poddano zrézni-
cowanej intensywnosci ciecia lozy z ograniczeniem do 4, 6 lub 8 pakow latoroslo-
wych (P4). Winogrona przeanalizowano pod katem podstawowych parametréw jakosci,

polifenoli, sktadnikow mineralnych i metali cigzkich.
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Analizy wlasciwosci fizycznych i chemicznych winogron

e Podstawowe parametry jakoSci:

o mMmasy gron i 100 owocdéw okreslono za pomocg wagi elektronicznej z doktad-
noscig do 0,1 g,

o zawarto$¢ ekstraktu cukrowego zmierzono przy uzyciu refraktometru elektro-
nicznego,

o kwasowo$¢ miareczkowalna oznaczono przez miareczkowanie ekstraktu wod-
nego soku z 0,1 N NaOH do punktu koncowego pH 8,1,

o pH soku zbadano potencjometrycznie pehametrem elektronicznym.

e Poziom polifenoli, w tym zwigzkow nalezacych do antocyjanéw, kwaséw fenolo-
wych, flawonoli i flawan-3-oli (flawanoli), oznaczono przy pomocy ultrawydajnej
chromatografii cieczowej skojarzonej z detektorem fotodiodowym oraz spektrome-
trig mas (UPLC-PDA/MS).

e ZawartosCi sktadnikow mineralnych (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, N, P, Zn) i metali
cigzkich (Cd, Pb) oznaczono nastepujacymi metodami:

o azot zostat okreslony metoda Kjeldahla,

o poziom potasu zmierzono za pomocg emisyjnej spektrometrii atomowe;,

o zawartosci Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb i Zn oznaczono metoda absorpcyjne;j
spektrometrii atomowej,

o fosfor oznaczono metodg kolorymetryczng na spektrofotometrze.

Badania dotyczace stabilizacji mikrobiologicznej przeprowadzono w Katedrze
Fizykochemii Nanomateriatdw Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. W doswiadczeniach wykorzystano moszcz gronowy odmiany ‘Regent’

i roztwory wzorcowe.

Proces ograniczania zywotno$ci mikroorganizmow przy pomocy §wiatta UV-C
przeprowadzono w reaktorze z wewnetrznym zrodiem promieniowania, wyposazonym
w niskoci$nieniowg lampe rteciowa o mocy 15 W i dlugosci fali 254 nm (P5). W celu
uwzglednienia roznych wtasciwosci cieczy (m.in. zmgtnienie 1 zabarwienie) naswietla-
no ciemny moszcz odmiany ‘Regent’ i przezroczysty roztwor fizjologiczny NaCl, ktore
zaszczepiono tymi samymi mikroorganizmami. W trakcie ekspozycji UV-C materiat
badawczy mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego. Prébki do analiz pobierano
w regularnych odstepach czasu (0, 60, 120 i 180 minut) podczas kazdego procesu. Ma-

teriat pobrany przed naswietlaniem (0 minut) stuzyt za kontrole. Skutecznos$¢ metody
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oceniono przy pomocy testow mikrobiologicznych. Dodatkowo, w moszczu gronowym

przeprowadzono analizy poziomu polifenoli.

Zrédlo $wiatla UV-C

Odprowadzenie

chlodzenia
1 —>
Plaszcz chlodzacy ] —
\ Wilot chlodzenia

NS

| -

N—

e

Mieszadlo magnetyczne

Ryc. 1. Reaktor z wewnetrznym zrodtem promieniowania UV-C wyposazony
W niskoci$nieniowa lampe rteciowg o mocy 15 W (254 nm).

Wisrdéd metod stabilizacji mikrobiologicznej zbadano wptyw nanosfer krzemionki
na zywotno$¢ bakterii kwasu mlekowego Oenococcus oeni (P6). Doswiadczenie prze-
prowadzono we wzorcowych roztworach cukru i zbuforowanej fosforanem soli fizjolo-
gicznej (PBS) podczas mechanizmu mieszania na mieszadle magnetycznym. Zastoso-
wano cztery stezenia nanomateriatow: O mg-ml’l, 0,1 mg~ml'1, 0,25 mg-ml“l, 0,5 mg-ml’l.
Materiat do analiz pobierano w regularnych odstegpach czasu (0, 15, 30, 45, 60, 75
i 90 minut). Roztwory bez dodatku nanosfer krzemionki (0 mg-ml™) i probki pobrane
przed procesem (0 minut) stanowity punkt odniesienia (kontrole) dla pozostatych stezen
nanomateriatow i punktow czasowych. Oceng skutecznos$ci metody sprawdzono przy
pomocy testow mikrobiologicznych oraz mikroskopii elektronowej skaningowej (SEM)

I transmisyjnej (TEM).
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Synteze¢ nanosfer krzemionki wykonano w nastepujacych etapach:
e wymieszano ortokrzemian tetraetylu (TEOS) i etanolu (EtOH),

e dodano wod¢ amoniakalng (NH3-H0), po czym otrzymang mieszaning mieszano

przez 24 godziny w temperaturze pokojowej,

e powstalg zawiesing destylowano w celu oddzielenia statych nanosfer krzemionki.

20 nm

Ryc. 2. Zdjecia TEM nanosfer krzemionki (K. Cendrowski).

Testy mikrobiologiczne

e Testy mikrobiologiczne wykonano przy pomocy oznaczen ilosciowych metoda po-
$rednig na podtoza: MRS z dodatkiem cykloheksymidu dla bakterii Oenococcus oeni
oraz Sabouraud z dodatkiem chloramfenikolu dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

Analizy chemiczne moszczu winogronowego

e Poziom polifenoli, w tym antocyjanow, kwasoéw hydroksycynamonowych i ich po-
chodnych, kwasu galusowego, flawonoli oraz flawan-3-oli, oznaczono przy pomocy
ultrawydajnej chromatografii cieczowej skojarzonej z detektorem fotodiodowym
oraz spektrometrig mas (UPLC-PDA/MS).

Ocena materialu pod mikroskopem

e Mikroskopia elektronowa skaningowa (SEM) przy uzyciu mikroskopu Tescan,
VEGA 3SBU.

e Mikroskopia elektronowa transmisyjna (TEM) przy uzyciu mikroskopu FEI, Tecnai
G2F20 S Twin.
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4. Omoéwienie wynikéw badan

Rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu publikacji spdjnych tematycznie opubli-
kowanych w czasopismach z listy MNiSW (P1-P5) oraz patentu na wynalazek
nr418179 (P6). Praca opisuje wplyw wybranych metod zarzadzania winnicg na jakos$¢
owocow winoro$li odmiany ‘Regent’ oraz wplyw metod stabilizacji mikrobiologiczne;j

na zywotnos$¢ mikroorganizméw i jako$¢ moszczu winogronowego ‘Regent’.

P1. Rootstock effects on polyphenol content in grapes of ‘Regent’ cultivated under

cool climate condition

Podktadka stanowi gtownie system korzeniowy winorosli, na ktorym szczepiona
jest wybrana odmiana. Stosowana dotychczas jako najskuteczniejsza metoda w ochro-
nie przed filoksera, moze mie¢ takze znaczacy wptyw na wzrost roslin i jako$¢ wino-
gron. Wydajno$¢ podktadki w duzym stopniu zalezy od jej interakcji z zaszczepiong
odmiang 1 wptywu $rodowiska. W zwiazku z tym czynniki te powinny by¢ brane pod
uwage przy doborze podkiadek. Ponadto, wyniki uzyskane przy uzyciu konkretnej
kombinacji w jednym $rodowisku nie moga by¢ natychmiast ekstrapolowane na inne
warunki. Zatem istotne jest kontynuowanie badah nad wplywem podktadki na wzrost
winorosli i jako§¢ owocoOw w roéznych regionach uprawy.

Winogrona sg bogate w zwiazki fenolowe, co czyni je waznym Zrodlem tych sub-
stancji w diecie czlowieka, przede wszystkim z uwagi na silne wtasciwosci przeciwu-
tleniajace, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe i przeciwbakteryjne.

Praca miata na celu poréwnanie zawartosci polifenoli w owocach winorosli
odmiany ‘Regent’ zaszczepionych na pigciu podktadkach: ‘Couderc 161-49°, ‘Sori’,
‘Kober 125AA’, ‘Borner’, ‘Kober 5BB’. Winogrona zebrane z nieszczepionych roslin
odmiany ‘Regent’ stanowily probe kontrolna.

W owocach zidentyfikowano 33 zwigzki nalezace do antocyjanow, kwasow feno-
lowych, flawonoli i flawan-3-oli (flawanoli). Wykazano istotny wptyw podktadek
na poziom polifenoli w winogronach. Najwyzsze zawartosci tych zwigzkow stwier-
dzono w owocach zebranych z winoro$li zaszczepionych na podktadkach ‘Sori’
(675 mg 100 g §.m.) i ‘Kober 125AA’ (643 mg-100 g §.m.). Winogrona z podkladek
‘Borner’ (554 mg-100 g'1 $.m.) 1 ‘Kober 5SBB’ (561 mg-100 g'1 $.m.) cechowaly nizsze
zawartosci polifenoli, porownywalne z probg kontrolna (588 mg-100 g™ §.m.). Podobne
zalezno$ci w ksztalttowaniu si¢ polifenoli w owocach zaobserwowano we wszystkich

latach badan.
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Glownym zrédlem czerwonej barwy wina sg antocyjany. Pomimo ze wystepuja
obficie w winach czerwonych, ich bezposredni wplyw na smak jest niewielki.
W doswiadczeniu antocyjany miaty znaczacy udziat iloSciowy w oznaczonych zwigz-
kach — okoto 60-64%. Analogicznie do ogdlnego poziomu polifenoli, najwyzsze stgze-
nia antocyjanow odnotowano w owocach z ro$lin zaszczepionych na podkiadkach
‘Sori’ (423 mg-100 g'1 §.m.) i ‘Kober 125AA’ (400 mg-100 g'1 §.m.). Natomiast naj-
nizsza zawarto$¢ zwigzkdow z tej grupy zaobserwowano w probie kontrolnej
(350 mg-100 g'l §.m.), w porownaniu do ktorej wplyw pozostatych podktadek byt
nieistotny.

Podktadki ‘Sori’ i ‘Kober 125AA’ sprzyjaly takze wiekszej akumulacji flawonoli
I flawan-3-oli w winogronach. Wysoki poziom flawanoli stwierdzono réwniez w owo-
cach zebranych z roélin nieszczepionych. Tymczasem, w przypadku pozostatych pod-
ktadek byt on istotnie nizszy. Flawan-3-ole to grupa zwigzkéw o duzym znaczeniu dla
smaku wina. Ich poziom byt w znacznym stopniu zréznicowany pod wplywem badane-
go czynnika, zatem moze stuzy¢ regulacji cierpkosci wina.

Zawarto$¢ kwasow fenolowych w owocach byta podobna w przypadkach proby
kontrolnej oraz podktadek z grupy ‘Kober’ i podktadki ‘Couderc 161-49°. Podktadki

‘Sori’ i ‘Bérner’ istotnie zmniejszyly ich stezenie (kolejno 7,90 i 6,63 mg-100 g™ §.m.).

P2. Influence of rootstock on nutrients and heavy metals in leaves and berries of

the vine cultivar ‘Regent’ grown in North-Western Poland

W winogronach znajduje si¢ wiele pierwiastkOw mineralnych, a ich st¢zenie
w wiekszosci przypadkéw odzwierciedla m.in. charakterystyke poboru podktadki.
Translokacja i rozmieszczenie sktadnikow odzywczych moga rozni¢ si¢ miedzy pod-
ktadkami. Réznice wystepujace w tych mechanizmach mozna przypisa¢ genotypowi
podktadki, ktory daje zroznicowang zdolno$¢ absorpcji lub tendencje dla okre$lonych
mineratow.

Celem pracy byta ocena wplywu pigciu podktadek (‘Couderc 161-49°, “Sori’,
‘Kober 125AA’, ‘Borner’, ‘Kober 5BB’) na zawartosci sktadnikow mineralnych i meta-
li cigzkich w owocach 1 lisSciach winorosli ‘Regent’, w odniesieniu do kontroli (korzen
‘Regent’, winorosl nieszczepiona). Materiat ro§linny przeanalizowano pod katem za-
wartosci Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, N, P, Pb i Zn.

Niezaleznie od zastosowanej podktadki, w poszczegdlnych latach doswiadczenia
stwierdzono réznice w poziomach niektorych sktadnikow mineralnych i metali ci¢z-

kich, z ktorych wigkszos¢ cechowala si¢ mniejszg zawartoscig w 2015 roku. Rok 2015
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wyréznial si¢ znacznie nizszg sumg opaddéw deszczu w porownaniu z latami 2013
12014. Wapn, miedz, cynk i kadm byly na zblizonym poziomie we wszystkich latach
badan.

Wyniki doswiadczenia nie dowodza jednoznacznego wptywu podkladek na
ksztattowanie si¢ analizowanych makroelementéw (Ca, K, Mg, N, P) w lisciach i owo-
cach odmiany ‘Regent’. Generalnie, podktadki objete planem badan sprzyjaly wickszej
koncentracji wapnia w stosunku do kontroli. Podobng tendencj¢ odnotowano dla ma-
gnezu w liSciach winorosli szczepionych, przy czym jego poziom w owocach byt istot-
nie wyzszy tylko w przypadku podktadek ‘Sori’ (0,66 g-kg'l) 1 ‘Couderc 161-49’
(0,64 g-kg™).

Materiat roslinny zebrany z winoro$li zaszczepionych na podktadce ‘Sori’ wyrdz-
niat si¢ wysokimi zawarto§ciami wszystkich badanych makrosktadnikow, szczegdlnie
istotnymi dla wapnia (2,90 i 1,05 g-kg™, odpowiednio dla lisci i winogron), potasu
(26,6 i 11,22 g-kg™) i azotu (28,8 i 6,32 g-kg™). Wzmozony pobér potasu przez pod-
ktadke ‘Sori’, moze mie¢ szczegodlne znaczenie dla uprawy winorosli w regionach kli-
matu umiarkowanego i chtodnego, gdzie owoce zwykle cechuja si¢ obnizong zawarto-
$cig tych jonow w porownaniu z klimatem gorgcym. Podobnie wysoki poziom azotu,
jak w przypadku podktadki ‘Sori’, cechowatl winogrona otrzymane z roslin zaszczepio-
nych na podktadce ‘Couderc 161-49° (29,3 1 6,31 g-kg'l, odpowiednio dla lisci 1 owo-
coéw), ktora wyrdzniata si¢ rdOwniez najnizszym poborem fosforu. Azot ma szczegdlne
znaczenie dla smaku i aromatu wina, ktorych intensywno$¢ spada wraz ze spadkiem
zawartosci tego pierwiastka w winogronach. Aby temu zapobiec, moszcz gronowy
czesto jest uzupehiany fosforanem diamonu ((NHg),HPOy), ktory wspomaga odzywia-
nie drozdzy. Zastosowanie podktadki z wigksza tendencja do poboru azotu daje mozli-
wos$¢ uzupetnienia jego ewentualnych niedoboréw, a co za tym idzie, zredukowania lub
wyeliminowania stosowania dodatkow chemicznych.

Podobnie jak w przypadku makroelementow, wptyw podktadek na zawartosci
badanych mikroelementow (Cu, Fe, Mn, Zn) i metali ci¢gzkich (Cd, Pb) nie byl jedno-
znaczny. Analiza statystyczna kadmu zostata przeprowadzona jedynie dla lisci, ponie-
waz jego stezenie w owocach z roslin szczepionych bylo ponizej czulosci aparatury
badawczej (<0,01 mg-kg™) i nie zostato wykryte. W winogronach z winorosli nieszcze-
pionej ‘Regent’, kadm odnotowano na poziomie 0,018 mg-kg™.

W odniesieniu do proby kontrolnej, podktadki z grupy ‘Kober’ istotnie zwickszy-
ty pobor miedzi a obnizyly zelaza. Ponadto, podktadke ‘Kober 5BB’ wyr6zniaty naj-

wyzsze stezenia kadmu w liSciach 1 manganu w badanym materiale roslinnym. Nato-
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miast probki roslinne pochodzgce z winorosli kontrolnych i zaszczepionych na pod-
ktadce ‘Kober 125AA’ cechowat niski poziom cynku i wysoki otowiu. Réwnie niska
zawarto$¢ zelaza, jak w przypadku podktadek z grupy ‘Kober’, otrzymano w winogro-
nach z ro$lin zaszczepionych na podktadce ‘Borner’. Podktadke te cechowatly takze
jedne z najnizszych warto$ci miedzi, otowiu i kadmu oraz najwyzszy poziom cynku
W materiale badawczym. Podkladka ‘Couderc 161-49° jako jedyna doprowadzita do

zwigkszenia zawartosci zelaza w liSciach 1 winogronach w poréwnaniu z kontrola.

P3. Impact of cluster zone leaf removal on grapes cv. Regent polyphenol content by
the UPLC-PDA/MS method

Odpowiednia dojrzatos¢ i1 jako$¢ winogron sg $cisle powigzane z plonem winoro-
sli, ekspozycja gron 1 gestoscia ulistnienia. Usuwanie lisci to zabieg stosowany w celu
zwigkszenia ekspozycji owocoOw na promienie stoneczne oraz poprawy cyrkulacji po-
wietrza 1 dostgpu §rodkdéw ochrony roslin. W regionach klimatu $rédziemnomorskiego
zabieg ten jest zwykle wykonywany w lipcu, w momencie rozpoczgcia przebarwiania
Si¢ OWOCOW.

Publikacja opisuje znaczenie zr6znicowanej ekspozycji stonecznej gron winorosli
odmiany ‘Regent’, przeprowadzonej przez usuwanie liSci, dla jakosci owocow. Zabieg
do$wietlania winogron wykonano w trzech etapach rozwoju winoros$li. Punktem odnie-
sienia byly roéliny niepoddawane zabiegowi usuwania lisci (kontrola, owoce zacienio-
ne). Celem pracy byta ocena wptywu usuwania lisci w obrebie gron na zawartosci poli-
fenoli oraz podstawowych parametréw jakosci winogron: masy gron i owocow, ekstrak-
tu cukrowego (°Brix), pH, kwasowosci miareczkowalnej.

Wartos$ci wszystkich podstawowych parametrow jako$ci owocow roznity sie
istotnie mig¢dzy latami badan. Ogdlna zawartos$¢ polifenoli, a takze poszczegdlnych grup
(antocyjandéw, kwasoéw fenolowych, flawonoli i flawan-3-oli), w winogronach doswie-
tlonych byta wyzsza w 2014 roku. Natomiast w przypadku owocow zacienionych zaob-
serwowano odwrotng tendencje, przejawiajaca si¢ wzmozong akumulacja badanych
zwigzkow w 2015.

Nalezy podkresli¢, ze cukier 1 kwasowos¢ to najwazniejsze parametry kontroli
dojrzatosci winogron. W regionach klimatu chlodnego obserwuje si¢ problemy ze zbyt
niska zawarto$cig cukrow w owocach, a z drugiej strony z nadmiarem kwasow. Reko-
mendowane zakresy dla winogron czerwonych wynosza 21-24°Brix dla cukrow oraz
6-8 g-L'1 dla kwasowosci ogdlnej (kwasowo$¢ miareczkowalna jest nieco nizsza od

kwasowosci ogolnej). W przeprowadzonych badaniach, winogrona z mniejszg ekspozy-
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cja na $wiatto stoneczne cechowat wyzszy poziom kwasowosci. Generalnie, wykonanie
zabiegu usuwania lisci przed kwitnieniem podniosto poziom ekstraktu (21,2°Brix)
i obnizyto zawarto§é¢ kwasow (7,80 g-L™Y). W przypadku najpdzniej przeprowadzonego
zabiegu, tj. w momencie rozpoczecia przebarwiania si¢ owocOw, winogrona byty mniej
zasobne w ekstrakt (20,5°Brix) i bardziej zasobne w kwasy (8,03 g-L™), na poziomie
zblizonym do kontroli. Zabieg usuwania liSci nie miat wptywu na masy gron i owocoéw
oraz pH soku.

Zroéznicowana ekspozycja gron na promienie stoneczne miata istotny wplyw na
ksztattowanie si¢ polifenoli. Doswietlanie owocow znaczaco zwickszylo catkowity
poziom polifenoli wzgledem kontroli (450,51 mg-100 g™ §.m.), szczegblnie w przypad-
ku dwoch pierwszych termindw usuwania lisci: przed kwitnieniem i w trakcie formo-
wania si¢ owocow (odpowiednio 626,77 i 633,55 mg-100 g™ §.m.). Podobne tendencje
zaobserwowano w ksztattowaniu si¢ antocyjanow, flawonoli i flawan-3-oli, a owoce
doswietlone najwczesniej (PF) cechowaty jedne z najwyzszych zawartosci dla sumy
zwigzkow z tych grup. Ponadto poziom flawonoli dla tego terminu odnotowano niemal
dwukrotnie wyzszym w porownaniu z kontrolg. Flawonole wytwarzane sg przez caty
cykl rozwoju kwiatéw 1 jagodd, chronigc owoce przed szkodliwym promieniowaniem
UV-B. Tym samym winogrona wystawione na promienie sloneczne zawieraja ich
znacznie wigksze iloéci niz te zacienione.

Zwigkszona ekspozycja na $wiatto stoneczne przy pomocy usuwania lisci wyka-
zata odmienny efekt jedynie w przypadku kwasow fenolowych. Najwiecej tych zwiaz-
kow zaobserwowano w jagodach z winoro$li kontrolnych (11,98 mg-100 g'1 §.m.),
a w nastepnej kolejnosci w owocach doswietlonych od momentu rozpoczecia przebar-
wiania sie owocow (9,12 mg-100 g™ §.m.). Owoce doswietlone we wezesniejszych ter-
minach byly istotnie ubozsze w kwasy fenolowe (PF — 6,94 mg-100 g™ $é.m., BS —
6,35 mg-100 g §.m.).

P4. Cane pruning intensity of vine as a substantial factor influencing physico-

chemical attributes of berries cultivar ‘Regent’

Zarowno forma prowadzenia, jak i intensywnos$¢ cigcia winorosli w okresie spo-
czynku powinny by¢ zaplanowane juz na etapie projektowania winnicy w celu przyjecia
odpowiedniej rozstawy w rzedach i miedzyrzedziach. Ponadto, cigcie to niezbgdny
I kluczowy zabieg dla kontroli wielkosci i jakosci plonu. Na tyle istotny, ze niektore
regiony winiarskie wprowadzily regulacje prawne okreslajace maksymalng liczbe pa-
kow latoroslowych dla poszczegdlnych odmian.
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Pomimo ze cigcie jest obszernie zbadanym etapem technologicznym, moze by¢
zoptymalizowane dla kazdej odmiany w zaleznos$ci od przeznaczenia produkcji czy wa-
runkow srodowiskowych. Zakres badan omawianej publikacji obejmowat zabieg cigcia
winoro$li odmiany ‘Regent’ prowadzonej w systemie pojedynczego sznura Guyot.
Celem eksperymentu byta ocena wplywu intensywnosci cigcia tozy na jakos¢ owocow.
Plon przeanalizowano pod katem wtasciwosci fizycznych i chemicznych: masy gron
I 100 owocow, ekstraktu cukrowego (°Brix), kwasowosci miareczkowalnej, pH, polife-
noli, sktadnikow mineralnych (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, N, P, Zn) i metali ci¢zkich
(Cd, Pb).

Niezaleznie od intensywnosci cigcia roslin — zawarto$ci wszystkich parametréw
byly zréznicowane, jednak bez wyraznych tendencji migdzy poszczegdlnymi latami.

Na podstawie wynikow zaobserwowano, ze intensywnos$¢ cigcia tozy winoros$li
odmiany ‘Regent’ miata znaczacy wpltyw na jako$¢ owocoOw. Analizowane parametry
byly w wigkszosci istotnie zréznicowane pod wplywem przeprowadzonego cigcia,
Z wyjatkiem masy gron, kwasowosci i pH. W przypadku roslin cigtych na 8 pakow,
masa 100 owocow (168 g) i zawarto$¢ ekstraktu (20,1°Brix) byly znaczaco nizsze,
a poziom polifenoli istotnie wyzszy (644 mg-100 g™* $.m.).

Wzrost zawarto$ci wigkszosci sktadnikow mineralnych i metali cigzkich byt sko-
relowany ze wzrostem intensywnosci cigcia winorosli. Ta tendencja byla szczegdlnie
widoczna dla wapnia, azotu 1 manganu. Zawarto$ci magnezu, fosforu, cynku i otowiu
byty zblizone w winogronach otrzymanych z winorosli cigtych na 4 1 6 pakéw. Nato-
miast najlzejsze cigcie, na 8 pagkow, istotnie obnizyto poziom tych elementow. Z drugiej
strony, wraz z silniejszym cigciem (4 1 6 pakoéw) stwierdzono takze znaczaco nizsze
zawartoS$ci potasu, miedzi i zelaza w owocach. Ponadto, szkodliwy kadm wykryto jedy-
nie w winogronach z roglin cigtych na 4 paki. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang.
World Health Organization — WHO) oszacowata, ze tygodniowa dawka kadmu dla os6b
dorostych nie powinna przekracza¢ 0,4 mg i zaleca 5 pg-L™ jako maksymalny limit
W wodzie pitnej. Miedzynarodowa Organizacja Winorosli i Wina (ang. International
Organisation of Vine and Wine — OIV) wyznaczyta taki sam limit dla zawarto$ci kadmu

W winie.
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P5. Preliminary study on the influence of UV-C irradiation on microorganism
viability and polyphenol compounds content during winemaking of ‘Regent’ red

grape cultivar

Przemyst winiarski powszechnie wykorzystuje zwigzki oparte na ditlenku siarki
(SOy), ktore chronig przed utlenianiem i wzrostem niepozadanym mikroorganizmow
oraz shuza kontroli reakcji enzymatycznych podczas produkcji i przechowywania wina.
Jednak notuje si¢ coraz wigcej przypadkoéw alergii zwigzanych z SO,, ktory powoduje
bole gtowy, nudnosci, podraznienie zotadka i trudnosci z oddychaniem u 0so6b chorych
na astme¢. W zwigzku z tym w polu zainteresowan producentéw i naukowcow znajduje
si¢ wypracowanie alternatywnej metody zdolnej wyeliminowa¢ lub zredukowac uzycie
tego konserwantu.

Praca dotyczy stabilizacji mikrobiologicznej czerwonego moszczu ‘Regent’. Ce-
lem badan byta ocena skuteczno$ci promieniowania UV-C w ograniczaniu zywotnosci
drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) i bakterii (Oenococcus oeni). W doswiadczeniu
przeprowadzono takze dodatkowe analizy, w ktorych zamiast ciemnego moszczu ‘Re-
gent’ naswietlano przezroczysty roztwor fizjologiczny NaCl zaszczepiony tymi samymi
mikroorganizmami. Otrzymane wyniki pozwolily na uwzglednienie réznych wilasciwo-
sci dwoch cieczy, takich jak zmetnienie i zabarwienie. Probki do analiz pobierano
w regularnych odstepach czasu w celu okreslenia zywotno$ci drozdzy 1 bakterii oraz
zawartosci polifenoli w moszczu gronowym. Material pobrany przed naswietlaniem
(0 minut) stuzyt za kontrolg.

Poczatkowe liczby drozdzy S. cerevisiae w moszczu i roztworze fizjologicznym
NaCl wynosity odpowiednio 2,66-10° i 3,04-10° jtk-mI™, natomiast bakterii O. oeni
5,33-10° i 3,00-10° jtk-mI™. Promieniowanie UV-C istotnie obnizato Zywotno$é¢ mikro-
organizmoéw wraz ze wzrostem czasu ekspozycji. Najwyzszy spadek zywych komoérek
(okoto 99%) zauwazono po 60 minutach procesu. Stwierdzono, ze §wiatto UV-C byto
nieco bardziej skuteczne w roztworze fizjologicznym NaCl, w ktérym mikroorganizmy
zostaly catkowicie wyeliminowane po 180 minutach. Ponadto naswietlanie wykazato
wieksza cytotoksycznos$¢ wobec bakterii.

Wzrost czasu ekspozycji UV-C prowadzit do istotnego zmniejszania si¢ poziomu
polifenoli, ktorych warto§¢ w probie kontrolnej wynosita 1235,48 mg-100 g'1 s.m.,
natomiast po 180 minutach procesu — 1003,57 mg-100 g™* é.m. W przypadku niektorych
zwigzkow 60 minut naswietlania nie wptyneto na ich poziom.

Spadek polifenoli w moszczu ‘Regent’ spowodowany byt gléwnie przez roz-

ktad zwigzkéw z grupy antocyjandéw, ktorych zawartos¢ w pordéwnaniu z kontrolg
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(575,20 mg-100 g'1 s.m.) spadla az o 51% po 180 minutach naswietlania. Pomimo to
promieniowanie nie wptyneto negatywnie na obserwowalng barwg¢ moszczu. Rozktad
pod wplywem $wiatta UV-C dotyczyl takze kwasu galusowego, ktorego poziom
zmniejszyt si¢ juz po 60 minutach procesu. Jednak dalsza ekspozycja nie miata wptywu
na redukcje tego zwiazku.

Z drugiej strony, pod wptywem $wiatta UV-C zaobserwowano wzrost zawartosci
kwasow hydroksycynamonowych i ich pochodnych oraz flawan-3-oli. Poziom tych
pierwszych wzrost z 418,10 mg-100 g* $é.m. do 471,43 mg-100 g* é.m. w najdluzej
naswietlanej probce, glownie za sprawg izomeréw kwasow caftaric (czas retencji:
2.63 min.) i coutaric (czas retencji: 3.80 min.). Natomiast zwigkszanie si¢ zawarto$ci
flawanoli w miar¢ naswietlania bylo efektem syntezy (-)-epikatechiny, ktora wzrosta
trzykrotnie po 180 minutach procesu.

Jedynie w przypadku flawonoli nie odnotowano znaczacych zmian pod wptywem
swiatta UV-C. Roznice zaobserwowane w poziomie tych zwigzkéw nie byly jedno-
Znaczne wzgledem czasu.

Wyniki badan publikacji postuzyly do dalszych prac badawczych kontynuowa-
nych w ramach projektu naukowego PRELUDIUM 13 (numer 2017/25/N/ST5/01222)
pod tytutem ,,Wplyw nanomateriatow fotoaktywnych na stabilno$§¢ mikrobiologiczng
i sktad chemiczny soku winogronowego i wina”, dofinansowanego przez Narodowe

Centrum Nauki.

P6. Sposob ograniczania zywotnosci bakterii Oenococcus oeni (patent na wynala-
zek nr 418179)

Oenococcus oeni nalezy do najbardziej pozadanych bakterii kwasu mlekowego
w technologii produkcji wina. Bakterie mlekowe odpowiadajg za fermentacje jabtkowo-
mlekowa, podczas ktorej kwas jablkowy przeksztalcany jest w kwas mlekowy. Do naj-
wazniejszych korzysci wynikajacych z tego procesu naleza obnizenie kwasowosci
i wzrost pH. W zwiazku z tym wigkszo$¢ zwolennikow fermentacji jabtkowo-
mlekowej, szczegolnie dla win czerwonych, to producenci z chtodniejszych regionow
uprawy i przetworstwa winogron.

Patent na wynalazek opisuje metod¢ ograniczania zywotno$ci bakterii Oenococcus
oeni we wzorcowych roztworach cukru i soli fizjologicznej PBS. Celem podjetych ba-
dan bylo wypracowanie alternatywnej metody dla ditlenku siarki, powszechnie stoso-
wanego w przemysle winiarskim do hamowania rozwoju i aktywno$ci mikroorgani-

zmo6w. Opracowany sposob ograniczania zywotnosci bakterii O. oeni nastgpuje z udzia-
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fem nanosfer krzemionki przy pomocy mieszania. Zastosowano cztery st¢zenia nano-
materiatow. Materiat do analiz pobierano w regularnych odst¢pach czasu. Roztwory bez
dodatku nanosfer krzemionki i probki pobrane przed procesem shuzyty za kontrolg. Sku-
tecznos¢ metody zostata zbadana przy pomocy testow mikrobiologicznych i oceny mi-
kroskopowe;j.

Rycina 3 przedstawia zmiany zywotnosci bakterii Oenococcus oeni w roztworze
PBS pod wptywem roznych stgzen nanomateriatow i czasu mieszania. Spadek zywotno-
$ci mikroorganizmdw nastgpit bezposrednio po wprowadzeniu nanokrzemionki do roz-
tworu. Wzrost redukcji zywych komorek byl skorelowany ze wzrostem stezenia nanos-
fer krzemionki i postepowal wraz z czasem mieszania. W przypadku najwyzszego ste-
zenia (0,5 mg'ml™) zywotno$é bakterii zostala ograniczona o 65% bezposrednio po
dodaniu nanomateriatéw oraz o 90% po 90 minutach procesu. Natomiast w probie kon-
trolnej, bez dodatku nanosfer krzemionki, zaobserwowano wzrost liczby zywych komo-

rek o okoto 10% po 90 minutach mieszania.

Oenococcus oeni
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Ryc. 3. Zmiany zywotnosci bakterii Oenococcus oeni w roztworze PBS pod wplywem
réznych stezen nanomaterialow i czasu mieszania, wyrazone w jtk-ml™ i %.

Wiyniki eksperymentu objete patentem na wynalazek postuzyly do dalszych prac
badawczych kontynuowanych w ramach projektu naukowego PRELUDIUM 13 (humer
2017/25/N/ST5/01222) pod tytutem ,,Wplyw nanomateriatow fotoaktywnych na stabil-
nos¢ mikrobiologiczng i sktad chemiczny soku winogronowego i wina”, dofinansowa-

nego przez Narodowe Centrum Nauki.
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. Whnioski

Szczepienie winorosli ‘Regent’ na podktadkach przyczynito si¢ do zwigkszenia
zawartosci wapnia w badanym materiale ro$linnym i magnezu w liciach oraz
wpltyneto na obnizenie poziomu szkodliwego kadmu, ktory byl ponizej czutosci

aparatury badawczej (<0,01 mg-kg™).

Podktadki ‘Sori’ i ‘Kober 125AA’ wplynely na wzrost zawarto$ci polifenoli
W owocach, zwlaszcza antocyjanow i flawonoli. Ponadto podktadka ‘Sori” wyrdznia-

ta si¢ wysokim poborem wszystkich badanych makroelementow (Ca, K, Mg, N, P).

Winogrona otrzymane z ro$lin zaszczepionych na podktadce ‘Borner’ cechowaty
najnizsze zawartosci kwasoéw fenolowych, flawan-3-oli, miedzi, zelaza, kadmu

i otowiu.

Zabiegi cigcia winorosli, obejmujace usuwanie liSci w obrebie gron i1 intensywnos¢
cigcia tozy, nie miaty wptywu na mase gron i pH soku. Ponadto do$wietlanie gron
nie bylo istotne dla masy owocéw, a zrdznicowana intensywnos$¢ cigcia tozy nie

wptyneta na kwasowosc¢.

Usuwanie lisci i cigcie tozy na 8 pakow istotnie zwiekszyly poziom polifenoli
w owocach winoro§li odmiany ‘Regent’. Doswietlenie gron przed kwitnieniem
miato szczegodlne znaczenie dla wzmozonej koncentracji antocyjandw, flawonoli
i flawan-3-oli. Zabieg usuwania lici obnizyt jedynie poziom kwasow fenolowych,
ktérych najnizsze zawarto$ci odnotowano dla winogron doswietlonych przed kwit-

nieniem i w trakcie formowania si¢ owocoOw.

Wzrost zawartosci wigkszosci analizowanych sktadnikow mineralnych (Ca, Mg,
Mn, N, P, Zn) i toksycznych metali cigzkich (Cd, Pb) byt skorelowany ze wzrostem
intensywnosci cigcia winorosli. Najlzejsze cigcie, na 8 pagkow, zwigkszyto poziomy

potasu, miedzi i zelaza w owocach.

Biorgc pod uwage powyzsze, zasadnym zdaje si¢ polaczenie badanych metod
W celu zoptymalizowania uprawy winorosli ‘Regent’ w warunkach klimatycznych
potnocno-zachodniej Polski. Zdolno$¢ do wydajniejszego poboru sktadnikow mine-
ralnych przez badane podktadki moze zminimalizowa¢ dawki wprowadzanych
nawozow. Zaplanowanie wigkszej rozstawy roslin celem cigcia tozy na 8 pgkéw ma

uzasadnienie ekonomiczne w postaci mniejszego naktadu finansowego na zatozenie
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10.

winnicy oraz moze obnizy¢ zawarto$¢ metali toksycznych w owocach (Cd, Pb).
Natomiast usuwanie lisci w strefie gron moze by¢ skuteczng metoda kontroli za-

wartosci polifenoli, cukrow i kwasow w winogronach.

Wzrost czasu ekspozycji UV-C prowadzit do istotnego obnizania zywotno$ci mi-
kroorganizmoéw 1 poziomu polifenoli, gtownie przez rozktad antocyjandéw, jednak
bez wptywu na obserwowalng barwe moszczu. 60 minut naswietlania ograniczyto
liczbe zywych komorek o okoto 99% i nie wplynelo na zawartosci niektorych

zwigzkow.

Spadek zywotnos$ci bakterii Oenococcus oeni byt skorelowany ze wzrostem steze-
nia nanosfer krzemionki i postepowal wraz z czasem mieszania. Najwyzsze stgze-
nie (0,5 mg-ml™) ograniczyto liczbe zywych komérek o 65% bezposrednio po do-

daniu nanomateriatow oraz o 90% po 90 minutach procesu.

Zastosowanie $wiatta UV-C i nanosfer krzemionki moze przyczyni¢ si¢ do zmniej-
szenia lub wyeliminowania uzycia SO, jako $rodka kontroli mikrobiologicznej
w winiarstwie. Dalsze prace badawcze sg jednak niezbedne w celu zoptymalizowa-
nia metod, biorgc pod uwage m.in. odmiang¢ winogron, typ reaktora UV-C, czy
wykorzystanie nanomateriatow w kontroli innych gatunkoéw bakterii 1 drozdzy.
Wiasciwym wydaje si¢ takze potaczenie testowanych procesow dla poprawy sku-

tecznos$ci redukcji mikroorganizmow z zachowaniem parametrow jakosci wina.
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