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Popis oznaka, kratica i simbola

pH Broj koji sluZi kao mjera kiselosti, odnosno luznatosti vodenih otopina
SPME (Solid Phase Microextraction) — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

GC Plinsko-tekuéinska kromatografija
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1. Uvod

Govoriti o tehnologiji proizvodnje bijelih vina znadi govoriti o jako senzibilnoj i profinjenoj
tehnologiji. Karakteristike bijelih vina su svjeZina, mladost i tanko tijelo te se metaforicki
moze usporediti sa ,mladom plesaicom” koja svoj maksimum daje u ,punom cvijetu

mladosti“.

Od bijelih vina se ocekuje svjezina i kiselost. Trebaju se potrositi dok su mlada jer dugim

stajanjem gube tvari arome i boje.

Na kakve je usporedbe vino nadahnjivalo velike ljude kroz povijest, govori i nekoliko sljedecih
primjera; Homer: “Vino vra¢a snagu umornome*“, Pasteur: ,Miris vina je poput najnjeZnije

poezije.”, ili Galileo: ,Vino je sunce otopljeno u vodi.”

Vino je vrlo kompleksan proizvod, poznat i kao jedno od najstarijih prirodnih pi¢a koje se
proizvodi od grozda. Grozd se sastoji od bobice i peteljkovine. KoZica sa sastoji od 6-10

slojeva, a bobicu ¢ine kozica, sjemenka i meso.

Uz alkohol kao kvantitativno najzastupljeniji sastojak, vino sadrZi na stotine spojeva razli¢itih
kemijskih struktura i svojstava. Svakoj grupi spojeva pripada veca ili manja vaznost u
definiranju kakvoée vina, a u fenolnom sastavu lezi posebnost zbog pozitivnih ucinaka na

ljudsko zdravlje.

GraSevina u Hrvatskoj predstavlja jednu od najpopularnijih bijelih sorti. Vino je Zuckaste
boje, izrazenog mirisa, ugodno gorkasto i suho. Sortni miris i aromu istaknute svjeZnine

razvija ve¢ kao mlado vino.

Zadatak rada je ispitati utjecaj ranije zaustavljene alkoholne fermentacije i ostatka
neprevrelog Secera na zadrzavanje tvari arome i boje u vinu sorte GrasSevina. Alkoholna
fermentacija bit ¢e prekinuta kada se mostnom vagom odredi sadrzaj Seéera od 29-30°QOe.
Nakon toga ¢e se u navedenom vinu odrediti sadrzaj tvari boje, polifenoli, flavonoidi i
antioksidacijska aktivnost upotrebom spektrofotometra. Odredivanje kvantitativnog udjela
aromati¢nih sastojaka provest ¢ée se primjenom instrumentalne plinske kromatografije i
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME). U radu ce biti koristen plinski kromatograf tvrtke
Agilent 5890 B s maseno-selektivnim detektorom Agilent 5971A. Dobiveni rezultati usporedit
¢e se s rezultatima uzorka vina sorte Grasevina bez ranije zaustavljene alkoholne

fermentacije.
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2. Teorijski dio

2.1. GROZDE

2.1.1. Podrijetlo i botanicka svojstva vinove loze

Vinova loza (Vitis vinifera L.) je vrsta koja se razvila na teritoriju zapadne Azije i Europe.
Plodovi vinove loze se mogu koristiti u prahrani, proizvodnji nekih drugih prehrambenih
proizvoda i farmaceutskih pripravaka. Prema paleobotani¢kim nalazima postoji pretpostavka
da su predstavnici rodova Cissites i Paleovitis, koje ujedno smatramo precima porodice
Vitacae, rasli ve¢ u vremenu donje krede. Iz tog doba potjece i najstariji dokaz o prisutnosti
loza na podrucju Hrvatske. Fosil lista vrste Vitis teutonica (Slika 1) koji pripada rodu Cissites,
pronaden je u Hrvatskom zagorju. Odvajanjem kontinenata te tijekom razdoblja glacijacije
koji su se odvijali tijekom kvartara, doslo je do odvajanja americke i euroazijske grupe roda
Vitis. Evolucija pojedinih vrsta odvijala se u razli¢itim okolinskim uvjetima iz ¢ega proizlaze i
razlike u bioloSkim svojstvima razlicitih vrsta roda Vitis koje danas poznajemo (Maletic i sur.,

2015.).

Slika 1 Fosil lista vrste Vitis teutonica(Maletic i sur., 2015.).

Povijest vinograda i uzgoj vinove loze u Hrvatskoj se proteze dugi niz godina, a neki podaci
upucuju i na pojavu vinove loze prije Kristova vremena. Dolaskom americkih bolesti i
filoksere u drugoj polovini 19. stolje¢a nastupa sve vece propadanje vinograda, a s time i do
velikog broja autohtonih sorti. U Hrvatskoj se moze pronadi velik broj autohtonih sorti, njih

¢ak oko 130 (lvandija, 2008.).
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Povijest vinove loze u Dalmaciji je stara viSe od dvije tisuée godina. O tome posebno svjedodi
zapis iz 2.st.pr.Kr. grékog pisca Agatarhida koji posebno hvali vino s otoka Visa. Zahvaljujudi
dobrom geografskom polozaju i klimatskim uvjetima, poéetkom 19. stoljeca u Dalmaciji je
postojalo preko 400 sorata. Iznimku je Cinila sorta Tribidragkoja se spominjala ve¢ u 16.
stoljeéu. Pocetkom 20. stolje¢a pojavom Stetnika poput filoksere i peronospore te razvojem
bolesti, dolazi do izumiranja brojnih autohtonih sorata. Usprkos tome, Dalmacija danas i

dalje predstavlja kraj bogat autohtonim sortama vinove loze (Andabaka i sur., 2016.).

Vitis vinifera (Slika 2) je jedna od najstarijih kultiviranih biljnih vrsta. Pripada botanickoj
porodici Vitaceae. Za vinogradarsku proizvodnju najvazniji je rod Vitis kojeg ¢ine podrodovi
Muscadinia i Euvitis. Rod Euvitis se dijeli na 1 euroazijsku, 30 americkih i 40 azijskih vrsta.
Euroazijska vrsta (Vitis vinifera) se dijeli na Vitis vinifera var. silvestris (europska divlja loza) i

Vitis viniferu var. sativa (europska kulturna loza) (Pichler, 2017.).

Americke vrste se koriste kao podloge za europske vinske loze koje ukljucuju Vitis ripariu,
Vitis rupestris i Vitis berlandieri. Postoje i razli¢iti hibridi vinove loze, a to su americko-

americki, europsko-americki i kompleksi hibridi (Pichler, 2017.).

Slika 2 Vitis vinifera (Pichler, 2017.).
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2.1.2. Mehanicka i kemijska svojstva

Grozd se sastoji od bobice i peteljkovine. KoZica sa sastoji od 6-10 slojeva, a bobicu ¢ine
kozZica, sjemenka i meso. KoZica ima veliki znacaj zbog svog kemijskog sastava koji ima veliki
utjecaj na kvalitetu vina, a zahvaljujuci tvarima arome i boje daje vinima karakteristi¢an okus.

Pojedine sorte, kao Sto je mirisni traminac, sadrZzi arome koncentrirane u koZici.

Kemijski sastav koZice sastoji se od 3-7% kiselina, 1-3% Seéera, 1,5-5,2% dusi¢nih tvari i 0,3-

3% pepela.

Bobica sadrzi 2-7 sjemenki. Ona sadrzi 12-20% ulja, 3-6% tanina, 30-36% Secera, 25-45%

vode i 1-5% pepela.

Meso po kemijskom sastavu sadrzi 10-27% Secera, 0,5-1% kiselina, 75-80% vode, 0,3-1%

mineralnih tvari, 0,02-0,15% dusi¢nih tvari, 0,1-0,4% tanina i 0,3-0,65% celuloze.

Masulj sadrzi kozicu, sjemenke, most i peteljke, a sastav mu se mijenja ovisno o kolicini
pojednih sastojaka i sorte. Najcesée se sastoji od 70-90% mosta, 8-20% kozice i 2-7%
sjemenki. Cijedenjem masulja dobiva se groZdani sok ili masulj, odnosno samotok. Na
kakvoéu mosta utjecu Seceri, posebno glukoza i fruktoza te organske kiseline limunska,
vinska i jabu¢na. Osim navedenih sastojaka, na kakvoéu takoder utjecu i klima, sorta loze,

sastav tla te zasStitne i agrotehnicke mjere.

Peteljkovina sluZi za prenosenje hranjiva do bobe i kao nosac boba. Sastoji se od peteljki i
peteljica. Ima znacdajan utjecaj na kvalitetu mosta i vina. Sorte s manjom prisutnoscu

peteljkovine imaju vece iskoristenje (Zorici¢, 1996.).

Kakvoca grozda ovisi o sorti i okolinskim uvjetima, dok kakvoc¢a vina ovisi o kakvoci grozda,
ekoloskim faktorima, vremenskim prilikama, tehnologiji proizvodnje grozda i tehnologiji
proizvodnje vina. NajvaZzniji sastojci grozda su Seceri, kiseline, tvari boje i arome. Kvalitetne
sorte imaju 18-22% Secera, a visokokvalitetne sorte imaju od 22-28% sSecera. Kiseline koje su
prisutne u grozdu su vinska, jabuéna, limunska, askorbinska, oksalna, glikolna i glukonska
kiselina. Udio kiseline u grozdu i mostu je od 5-15 g/L. Najvazniji hlapljivi spojevi primarne
arome grozda su monoterpeni (linalol, geraniol, nerol, a-terpineol, citronelol, hotrineol). Oni

su odgovorni za cvjetne i vo¢ne mirise aromaticnih sorti (Pichler, 2017.).
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2.2. VINO
2.2.1. Definicija i podjela vina

Prema Zakonu o vinu (Narodne novine br 96/2003.), vino je poljoprivredni prehrambeni
proizvod, dobiven potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim vrenjem masulja ili mosta, od svjezeg

i za preradu u vino pogodnoga grozda.
Podjela vina u odnosu na Zakon o vinu:

a) Vina u uzem smislu rijeci:
- Mirnavina,
- Pjenusava vina,
- Biser vina,

- Gaziranavina.

b) Specijalna vina:
- Desertna vina,
- Aromatizirana vina,

- Likerska vina.
Obzirom na boju vina se dijele na bijela, ruzicasta i crna.

S obzirom na sadrzaj neprevrelog Secera mirna vina se dijele na suha, polusuha, poluslatka i
slatka. Pjenusava, biser i gazirana vina dijele na vrlo suha, suha, polusuha, poluslatka i slatka

vina.
Prema kakvodéi mirna vina se dijele na:

a) Stolnavina
- Stolno vino s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom,

- Stalno vino bez oznake zemljopisnog podrijetla.

b) Kvalitetna vina

- Kvalitetno vino s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom.
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c) Vrhunska vina
- Vrhunsko vino s kontroliranih i ograni¢enih vinorodnih podrucja,
- Vrhunsko vino s kontroliranih i ograni¢enih specifi¢nih vinorodnih podrudja,
- Predikatna vina s kontroliranim zemljopisnim podrijetlom,
- Kvalitetna i vrhunska vina koja su u podrumskim uvjetima Cuvana pet ili vise
godina, a od toga najmanje tri godine u boci, mogu nositi oznaku ,arhivsko vino”

(Zakon o vinu, 2003.).

2.2.2. Sorte grozda za proizvodnju vina

Najvaznije vinske sorte u Republici Hrvatskoj su:

Kontinentalna Hrvatska

BIJELA VINA

e Grasevina bijela

e Rizling Rajnski bijeli
e Chardonnay bijeli

e Traminac mirisavi
e Traminac crveni

e Pinot bijeli

e Pinotsivi

e Sauvignon bijeli

e Plamenka bijela

CRNA VINA

e Frankovka crna

e (Cabernet Sauvignon crni
e Portugizac crni

e Pinot crni

e Zweigelt

e Merlot crni
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Primorska Hrvatska

BIJELA VINA

e Malvazija Istarska bijela
e PoSip bijeli

e Grk bijeli

e Marastina bijela

e Zilavka bijela

e Kujundusa bijela

e Zlahtina bijela

CRNA VINA

e Plavac Mali

e Babic¢ crni

e Merlot crni

e Terancrni

e Cabernet Sauvignon crni
e Plavinacrna

e Crljenak (Pichler, 2017.).
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2.3. KEMIJSKI SASTAV VINA

2.3.1. Alkoholi

Alkohol etanol jedan od vodecih sastojaka vina, a njegov postotni raspon se krece od 12 do
14 vol. %. Nastaje metabolizmom kvasaca u alkoholnoj fermentaciji. U mladim vinima se
prepoznaje po peckanju, a zbog alkohola se mijenjaju fizikalna svojstva vode. Povedanjem

alkohola smanjuje se viskozitet vode dok se topivost poveéava (Alpeza, 2008.).

Vino najcesée sadrzi jednovalentne alkohole (metanol i etanol), visevalentne (glicerol, 2-3
butandiol, manit) i viSe alkohole (izoamil, 1-propanol, izobutanol, amilni alkohol, 2-

feniletanol) (Pichler, 2017.).

2.3.2. Ugljikohidrati

Uz vodu, Seceri su najzastupljeniji sastojci grozda. Zastupljeni su u prosjeku 200-250 g/L. U
groidu su $eceri glukoza i fruktoza u ravhomjernom odnosu 1:1. Secer reducira okus gor¢ine,
kiselosti i osjet trpkoée. Slatka vina se proizvode s puno veéim sadrzajem Secera, preko
100g/L i u takvim vinima je dominantan slatki okus. U zemljama gdje dominira hladnija klima
dopusteno je dodavanje industrijskog Seéera ili samo koncentriranog mosta, u most ili masulj
prije vrenja, zbog slabije sinteze Secera. Inace je zabranjeno dodavanje Seéera u vino, osim

kod nekih specijalnih vina (Alpeza, 2008.).

Seceri nastaju procesom fotosinteze, a najvaznije su heksoze D-glukoza i D-fruktoza. U
pocetku dozrijevanja dominira glukoza, ali se sazrijevanjem i djelovanjem epimeraze
povedéava udio fruktoze i to predstavlja jedan od indikatora zrelosti. Udio Seéera u grozdu i
mostu varira u odnosu na sortu, okolinske i vremenske uvjete. Kvalitetne sorte imaju 18-22%

Secera, dok viskokvalitetne sorte imaju 22-28% Secera (Prce, 2014.).
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2.3.3. Kiseline

Prema Pravilniku o vinu, vino mora sadrzavati najmanje 4,5 g/L, a najvise 14 g/L ukupnih

kiselina uzrazenih kao vinska kiselina (Zakon o vinu, 2003.).

Kiseline u vinu su organske, anorganske i soli razlicitih kiselina. Organske kiseline mogu biti
hlapljive i nehlapljive, a organske kiseline zastupljene u grozdu su vinska, limunska, jabucna,
oksalna, askorbinska, glikolna i glukonska kiselina samo ukoliko je vino zarazeno sa sivom
plijesni. Udio kiselina u groZzdu i mostu se krece od 5-15 g/L, a najveci dio preuzimaju vinska i
jabuéna kiselina. Vinska kiselina je temeljna i najjaca organska kiselina mosta pa zapravo
najvise utjeCe na pH vrijednost. Askorbinska kiselina sprje¢ava oksidaciju fenola. Octena
kiselina je najzastupljenija hlapljiva kiselina u vinu, ali prevelik udio octene kiseline

simbolizira bolesno vino.

Anorganske kiseline se u vinu javljaju u obliku kalcijevih i kalijevih soli. Ukupna kiselost se

utvrduje postupkom neutralizacije sa NaOH (Prce, 2014.).

2.3.4. Aldehidi i ketoni

Aldehidi i ketoni su skupine spojeva koje tvore karakteristi¢cne arome i bouquet vina ili neke
nepozeljne mirise. Imaju znacajan utjecaj jer vinu daju voéni miris, a najzastupljeniji je
acetaldehid. Glavni razlog sumporenja bacvi je inaktivacija aldehida i ketona. Etanal vinima
daje miris svjeZze zelene jabuke i lako se uklanja dodatkom sumporovog dioksida. Heksanal

vinima daje biljni miris, dok vanilin daje ugodan miris vanilije.

Najzastupljeniji ketoni u mostu i vinu su aceton, acetoin i diacetil. Njihova zastupljenost u

grozdu i mostu je izrazito mala (Prce, 2014.).
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2.3.5. Esteri

Estere u vinu nalazimo u obliku acetatnih estera i etil estera masnih kiselina. Koli¢ine

hlapljivih estera u vinu su relativno niske te iznose svega nekoliko mg/L (Pichler, 2017.).

Esteri nastaju reverzibilnom reakcijom alkohola i kiselina enzimskom esterifikacijom tijekom
fermentacije i kemijskom esterifikacijom tijekom dugog odleZavanja i starenja. U grozdu ih

ima malo za razliku od vina gdje je znatno povecan njihov udio (Prce, 2014.).

Esteri octene kiseline su etil acetat, propil acetat, izopropil acetat, izoamil acetat, izobutil

acetat i 2-feniletil acetat. Svi ti esteri daju svjezZinu vinu i ugodnog su mirisa.

Esteri masnih kiselina su etil propionat, etil heksanoat, etil valerijat, etil oktanoat i etil

dekanoat (Pichler, 2017.).

2.3.6. Tvari arome

Ovisno o podrijetlu i nacinu formiranja, arome u vinu moZzemo podijeliti na primarne
(sortne), sekundarne (fermentativne) i tercijalne arome (bouquet). Primarne arome su
terpenski spojevi (linaolol, geraniol, nerol) i alkoholi sa 6 ugljikovih atoma: 1-heksanol, 2-

heksanol, trans i cis forme 2 i 3 heksen-1-ol (Pichler, 2017.).

Osim primarne, postoji i sekundarna aroma koja se razvija tijekom obrade grozda. Aroma
fermentacije je produkt alkoholne i malolakticke fermetacije, dok je aroma starenja rezultat

dozrijevanja i starenja vina i nusproizvod reakcija vina i drveta (Prce, 2014.).

Tvari arome stvaraju specificnu aromu vina tzv. ,bouquet”. Poznate su mnogobrojne tvari
arome, a one ukljucuju: hlapljive karbonske kiseline, alkohole, aldehide, ketone, estere, vise
masne kiseline, terpene, eteri¢na ulja i tvari slicne voskovima i smolama. Monoterpeni su
nositelji sortne arome, a ukljucuju linalol, nerol, geraniol, citronelol, hotrineol i a-terpineol

(Prce, 2014.).

2.3.7. Enzimi

Enzimi imaju znacajnu ulogu u vinarstvu i podrumarstvu jer djeluju kao pokretaci kemijskih

procesa tijekom fermentacije, vinifikacije i starenja vina te pri razvijanju sekundarnog
12
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bouqueta. Uglavhom su zaduZeni za provodenje reakcija oksidacije i hidrolize. Najvazniji

enzimi su saharaza, pektaza, tanaza i katalaza (Prce, 2014.).

Postoje dvije velike skupine enzima koje se koriste u vinarstvu, a to su depolimerizacijski i
deesterifikacijski enzimi. Depolimerizacijski enzimi cijepaju a-1,4 glukozidni vez cijepajudi
poligalakturonski lanac, a u njih ubrajamo poligalakturonaze, pektat lijaze i pektin lijaze.
Deesterifikacijski enzimi cijepaju esterski vez metanola i karboksilnih skupina galakturonske
kiseline oslobadaju¢i metanol. Deesterifikacijski enzimi takoder prevode visokoesterificirane

pektine u niskoesterificirane pektine i pektinsku kiselinu (Pichler, 2017.).

Saharaza provodi hidrolizu saharoze u glukozu i fruktozu, dok je pektaza vazna je pri bistrenji
vina jer hidrolizira pektinske tvari na poligalakturonsku kiselinu i metanol. Tanaza u vinu
katalizira tvorbu taninskih tvari i dolazi iz pljesnivog grozda. Katalaza katalizira odvajanje

kisika iz vodikova peroksida i ostalih peroksidnih spojeva (Prce, 2014.).

2.3.8. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi imaju znacajnu ulogu u procesima starenja i stabilizacije vina te u tvorbi

organoleptickih svojstava i vitaminske vrijednosti.
Prema sastavu ih dijelimo na:

e derivate flavona i leukoantocijana, katehine, antocijane i flavonoide i

e derivate oksi-cimetne kiseline.

Fenolne tvari vrlo lako oksidiraju u dodiru sa zrakom, a sama oksidacija je intenzivnija uz

enzimsko djelovanje polifenoloksidaze Sto dovodi do procesa posmedivanja vina.

Taninske tvari predstavljaju vazan sastojak vina za vrijeme vinifikacije i odleZzavanja vina. One
zgruSavaju proteine i tako dovode do bistrenja i taloZenja vina. Takoder Stiite vino od razvoja
octenih bakterija te bolesti vina. U poZeljnim koli¢inama poZeljno utjeu na okus vina, dok
vece koli¢ine stvaraju opor okus. PoZeljna koli¢ina tanina u bijelim vinima iznosi najvise do

0,5 g/L.

Bojane tvari su smjestene u kozici bobica. Zrenjem bijelo grozde dobiva Zuti, zlatnozuti do

jantarno Zuti pigment. Karotenoidi i derivati flavona predstavljaju boju bijelih sorti.
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Glavni predstavnici derivata oksi-cimetnih kiselina su kininska, kumarinska i kafeinska
kiselina. Njihovo prisustvo u vinu uzrokuju promjenu boje vina. Javljaju se u vezanom i

slobodnom obliku (Vrdoljak, 2009.).

2.3.9. Mineralne tvari (pepeo)

Mineralnim tvarima ili pepelom nazivamo anorganski zaostatak nastao ispravanjem vode na
vodenoj kupelji i Zarenja suhe tvari vina. Njihova koli¢ina se kre¢e od 1,1-4,6 g/L ovisno o
kvaliteti grozda, zrelosti, sorti i drugim parametrima. Minerali koji se nalaze u obliku
slobodnih iona ili su vezani u spojeve utjeCu na pojavu metalnog okusa vina ili na pojavu

lomova (Prce, 2014.).

Pepeo se uglavnom sastoji od kalijevih, kalcijevih i magnezijevih soli karbonatne, fosfatne i
sumporne kiseline te tragova Zeljeza, bakra, mangana, fluora i drugih. Zeljezo, mangan, cink,
nikal i kobalt kao mikroelementi imaju veliku ulogu u razvoju vinove loze. Vino u kojem je

zastupljena veca koli¢ina mikroelementa ima bolju aromu i bouquet (Vrdoljak, 2009.).

2.3.10. Ekstrakt vina

Ukupni suhi ekstrakt u vinu Cine sve mineralne i organske tvari koje pod specificnim
fizikalnim uvjetima nisu hlapljive, a ukljucuju ugljikohidrate, mineralne tvari, polifenole, vise
alkohole, tvari boje i nehlapljive kiseline. Ekstrakt u vinu moZe biti ukupni suhi ekstrakt,
nereducirani ekstrakt bez Secera i reducirajuéi ekstrakt. Pored navedenih ekstrakta ra¢una se

i ekstrakt bez Seéera i bez hlapivih kiselina (Prce, 2014.).

Kvalitetne i vrhunske sorte daju vina s viSe ekstrakta, dok stolne sorte daju vina s manje
ekstrakta. Postoje brojni ¢imbenici koji utjecu na to koliko ¢e pojedina sorta dati ekstrakta u
vinu, a to su klimatske prilike, geomorfoloski ¢imbenici, vrsta tla i zdravstveno stanje grozda.
Zbog toga krajevi s manje sunca daju manje ekstrakta, a krajevi s viSe sunca daju vise

ekstrakta (Vrdoljak, 2009.).
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2.3.11. Dusicne tvari

Spojevi s duSikom uklju€uju proteine, amide, amine, bioloSke amine, polipeptide, nukleinski
dusik i heksozamine. Dusi¢ni spojevi prelaze iz mosta u vino. Dusi¢ne tvari su pozitivho
nabijeni koloidi koji utjeCu na stabilnost jer uzrokuju zamucenje. Dodatkom tanina kao

negativnih bistrila one se taloZe na dno (Prce, 2014.).

2.3.12. Koloidi vina

Koloidi su cestice veli¢éine 1 — 100 um. One nepovoljno djeluju na organolepticka svojstva
vina jer uzrokuju zamucenje i povecanje viskoznosti. Dijele se na liofilne i liofobne koloide.
Liofilni koloidi ukljucuju proteine, pektinske tvari i sluzave tvari vina. Oni povecavaju kiselost
vina jer imaju sposobnost vezanja vode. Liofobni koloidi pokazuju veliku osjetljivost na

elektrolite i mala promjena pH vrijednosti dovodi do njihove koagulacije (Vrdoljak, 2009.).

2.3.13. Proteini

Proteini su vazne esencijalne i funkcionalne makrokomponente. Sastoje se od slijeda
aminokiselina koje su povezane peptidnim vezama. Prisutnost proteina u mostu uzrokuje
nestabilnost vina. Tretman sa bentonitom se koristi za uklanjanje nestabilnih proteina iz
bijelog vina, ali tretiranje mosta s njim bi se ipak trebalo smatrati prikladnim samo u
industrijskom vinarstvu kako bi se dobila Sto jednostavnija vina. Sprje¢avanje proteinskog
zamucivanja uz dodatak bentonita temelji se na njegovim adsorbtivnim i elektrostatickim
svojstvima. Zahvaljujuéi svom negativno nabijenom naboju bentonit taloZi termolabilni dio
bjelan¢enina te smanjuju samu pojavu posmedivanja, uz odstranjivanje tirozinaze. Takoder,

adsorbira i neke pesticidne ostatke.

Obzirom na pH vrijednost, proteini mogu biti pozitivho i negativho nabijeni ili neutralni
ukoliko su u izoelektri¢noj tocki. Proteini u mostu ili vinu se mogu analizirati visokotlatnom
tekuc¢inskom kromatografijom s molekularnim odjeljivanjem. Sok proizveden neposrednim
presanjem grozda kojemu su uklonjene stabljike ima veci sadrzaj proteina, za razliku od soka

kojemu su stabljike ostale cijele (DZolan, 2012.).
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2.4. PROIZVODNJA VINA

Vino je fermentirani sokdobiven od razli¢itih sorti groZzda. Kvaliteta vina je odredena
zemljopisnom lokacijom vinograda, raznolikos¢u loze i nainom njenog uzgoja, prirodom tla
u kojem se uzgaja vinova loza, klimom, vremenom vegetacije, na¢inom fermentacije,

sazrijevanjem soka i vjeStinom vinara (Cracknell i Nobis, 1990.).

Nakon sazrijevanja, grozde se isporucuje u vinariju gdje slijedi muljanje kako bi se oslobodili
pulpa i sok. Obzirom na vrstu vina stabljika, koZa i sjemenke se ili uklone ili se ostave sa
sokom za dobivanje boje i tanina. Potom slijedi faza fermentacije koja moze trajati od
nekoliko dana do tjedan dana ili viSe i odvija se u velikim bacvama. Tradicionalno su bacve
pravljene od drveta, ali u novije vrijeme se sve vise koriste bacve od nehrdajuceg celika il
staklenog cementa. Nakon zavrSetka fermentacije se vino odvaja od bacve, dok se kod
proizvodnje crnih vina ono podvrgava drugoj fermentaciji. Neka vina su se proizvodila da bi
se konzumirala mlada, dok su se druga vina ¢uvala mjesecima ili godinama i to najcesée u

drvenim bacvama (Cracknell i Nobis, 1990.).

2.4.1. Proizvodnja bijelih vina

Tehnoloski proces proizvodnje bijelih vina (Slika 3) se sastoji od tri osnovne faze: berbe

grozda i prerade, alkoholnog vrenje mosta i formiranja prave kakvoce vina.

Pravo vrijeme za berbu groida je vrijeme kada groZde postigne tehnoloSku zrelost. Branje
grozda se izvodi rucno ili strojno i tada treba nastojati Sto manje ostetiti pokoZicu bobica.
Prijem groZda u vinariju se sastoji od sljedecih faza: vaganja grozda, promatranja vizualnog

izgleda te odredivanja Secera i ukupnih kiselina (Vrdoljak, 2009.).
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Slika 3 Shema vinifikacije bijelih vina (Web 1)

2.4.2. Berba grozda

Prerada grozda u vino zapocinje sa samom berbom groZda i vrlo je vazan Cimbenik za
kvalitetu i senzorska svojstva vina. Berbu je najbolje provoditi tijekom suhog vremena jer
tako dobivamo najkvalitetniji most, pospjeSujemo pocetak vrenja, a olakSana je i sama
berba. Grozde nije uvijek tehnoloski zrelo ni potpuno zdravo te zbog toga enolog ima tezak

zadatak da od takve sirovine proizvede kvalitetno vino (Web 1).

2.4.3. Runjenje i muljanje

Muljanje-runjenje predstavlja prvu fazu u preradi grozda. Provodi se s ciljem da se bobica
odvoji od peteljke (runjenje) i potom zgnjeci (muljanje) (Slika 4) da bi se oslobodio most.
Gnjecenje nogama predstavlja jedan od najstarijih nacina muljanja. Danas kada postoje
pneumatske prese koje ne ostecuju krute dijelove grozda, faza muljanja se moze i preskociti i

direktno se moze presati cijelo grozde (Web 1).
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Ukoliko grozde nije zdravo, postupak sumporenja treba provesti veé¢ kod muljanja i runjenja
dodatkom kalijevog metabisulfita (vinobrana) ili 5% otopine sumporaste kiseline (Pozdervic,

2013.).

Slika 4 Muljace sa odvajanjem peteljki ( Web 4)

2.4.4. Ocjedivanje i preSanje

Prije svakog procesa preSanja potrebno je provesti postupak ocjedivanja jer se prilikom
punjenja preSa odvaja jedan dio samotoka. Za smanjenje volumena masulja kojeg trebamo
presati koriste se uredaju ,ocjedivaci“( Slika 5) koji odvajaju veéi dio samotoka. Na taj se

nacin se skrac¢uje sam proces jer se kapacitet presa povecava (Web 1).

Slika 5 Ocjedivac (Web 1)

Postupak preSanja se moze provoditi kontinuirano i diskontinuirano, a sam proces se odvija

u dvije faze. Tosu :

1. Prskanje koZice bobica (oslobada se samotok iz srediSnjeg dijela bobice) i

2. Gnjecenje bobica (povecanjem pritiska se oslobada sok iz periferne zone) (Web 1).
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Prije preSanja se masulj mozZe depektinizirati u cilju razgradnje pektina i protopektina radi

olak$anja presanja i veéeg iskoristenja mosta.

Kako bi sprjecili nepozeljnu oksidaciju mosta, presanje treba provesti kroz sto krace vrijeme.
Presanje ne smije biti naglo i tlak se mora postupno povecavati. Pri naglom povecanju tlaka

trop se brzo sabije i onemogucava otjecanje mosta (Pozderovi¢, 2013.).

Prema nacinu rada prese (Slika 6) dijelimo na kontinuirane i diskontinuirane. Najcesce se
upotrebljavaju kontinuirane puzne preSe, a njihova najveéa prednost lezi u tome da se

jednom presom moze preraditi relativno velika koli¢ina grozda (Web 1).

Diskontinuirane preSe prema nacinu rada dijelimo na: mehanicke, hidraulicke, hidroprese,
pneumatske i vakuum prese, dok ih prema izvedbi dijelimo na vertikalne i horizontalne (Web

1).

Slika 6 Presa za grozde (Web 2)

2.4.5. Sumporenje mosta i vina

Ukoliko sumporenje nije provedeno tijekom muljanja grozda, most se sumpori nakon
presanja. Koli¢ina sumporaste kiseline koju treba dodati ovisi o zdravstvenom stanju grozda,
sastavu mosta i temperaturi. Uglavhom se provodi se dodatkom 100-150 ml/hL 5%
sumporaste kiseline ili 10-15 g/hl vinobrana (kalijevog metabisulfita). Most treba sumporiti
samo onoliko koliko je to potrebno jer sumpor negativno djeluje na zdravlje Covjeka. Postoji
nekoliko razloga sumporenja mosta, a to su da sumpor taloZi necisto¢e iz mosta i tako

ubrzava bistrenje vina, sprjeCava razmnoZzavanje stetnih mikroorganizama i divljih kvasaca u
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mostu te sprjeCava oksidacijske procese enzimskog i neenzimskog posmedivanja

(Pozderovi¢, 2013.).

2.4.6. Depektinizacija mosta

Depektinizacija je postupak koji se provodi dodatkom pektolitickih enzima. Provodi se na
temperaturi od 10-25°C i traje od pola sata do 3-4 sata. Samo ukoliko se provodi na nizoj
temperaturi onda je potrebno duZe vrijeme. Svrha depektinizacije je razgradnja pektina ¢ime

se smanjuje viskozitet mosta i ubrzava bistrenje mosta i vina (Pichler, 2017.).

2.4.7. Bistrenje mosta

Bistrenje mosta je taloZenje necistoéa iz mosta koja su dosla zajedno sa grozdem. Provodi se
spontanim taloZenjem kroz 24 h ili bistrenjem uz dodatak bistrila. Ukoliko je most izbistren
sigurnije je vrenje mosta. Bistrenjem vina uz dodatak bistrila vezu se aroma, tvari boje i
ostale tvari koje utje€u na okus vina, stoga je bistrenje potrebno provesti onda kad ce se
oduzeti najmanje arome. Koriste se preparati na bazi bentonita i Zelatine ili bentonita i
Zelatine+kazein ili se koriste preparati na bazi silicijevog dioksida i Zelatine. Bistrenje s
bistrilima se provodi u vertikalnim tankovima gdje se most prvo mora ohladiti na 15°C.
Potom se dodaju bistrila i nakon 3-4 sata se izdvoji talog . Slijedi dekantiranje bistrog mosta i

filtracija taloga uz naplavni filter (Pozderovié, 2013.).

2.4.8. Glavno vrenje

Alkoholna fermentacija je najvaZznija faza u proizvodnji vina, a predstavlja proces koji
provode kvasci nizom enzimskim rekacija kojima prevode Secer u alkohol te stvaraju ugljikov
dioksid i toplinu. Ona moze biti aerobna i anaerobna. Aerobna fermentacija pokazuje veliku
vaznost u razmnoZzavanju kvasaca, dok anaerobna fermentacija sluzi za tvorbu alkohola

(Pichler, 2017.).
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U aerobnoj fazi fermentacije (Slika 7) kvasci koriste kisik iz zraka i potpuno razlazu Seéer do
ugljikova dioksida. Oslobodena energija se koristi za razmnoZavanje selekcioniranog kvasca

(Vrdoljak, 2003.).

C(,HIEO(, + 6 03 —> O COz + 6 HzO + 2817 .]

Slika 7 Aerobna faza fermentacije (Vrdoljak, 2003.)

U anaerobnoj fazi (Slika 8) se Seceri razlazu do etanola i ugljikova dioksida te se oslobada

znatno manja koli¢ina energije (Vrdoljak, 2003.).

C(,leoﬁ E— 2 C;;H::OH + 2 (::Oz + 138 ]

Slika 8 Anaerobna faza fermentacije (Vrdoljak, 200.3)

Mehanizam alkoholne fermentacije pociva na sloZzenim enzimskim rekacijama u kojima
kvasci glikolizom prevode glukozu do piruvata. Uz piruvat dekarboksilazu se piruvat prevodi
u acetaldehid, uz oslobadanje ugljikova dioksida. Djelovanjem alkohol dehidrogenaze,
acetaldehid se prevodi u etanol. Uz navedene produkte fermentacije, postoje i sekundarni
produkti fermentacije, a to su aldehidi, ketoni, glicerol, visi alkoholi te octena, jantarna i
mlije¢na kiselina. Postoje brojni faktori koji utje¢u na alkoholnu fermentaciju, a to su
temperatura, kisik, sastav mosta, sadrzaj alkohola, kiselina, Seéera i drugih tvari (Pichler,

2017.).

Alkoholna fermentacija se provodi u drvenim, metalnim ili betonskim vrionicima, u dvije

odvojene faze:

1. Glavno (burno) vrenje: Toplo na 15-18°C u trajanju do 10 dana, a hladno na 10-15°Cu
trajanju od 7 do 14 dana i
2. Tiho (naknadno) vrenje traje od 3 do 6 tjedna na temperaturi na minimalnoj

temperaturi koja iznosi 15°C (Vrdoljak, 2009.).
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2.4.9. Tiho vrenje

Nakon $to se alkoholna fermentacija privede kraju, vrionici se dopunjavaju kako bi se odrzali
anaerobni uvjeti. Potom slijedi faza tihog vrenja (Slika 9) u kojoj dolazi do znatnog opadanja
temperature vina i oslobadanja nagomilanog ugljikova dioksida. U toj fazi odvija se i prirodno
spontano bistrenje i taloZenje nepozZeljnih produkata vrenja poput stanica vinskog kvasca,

proteina i drugih (Vrdoljak, 2003.).

2H>S + SO» . 3S+2H.O0

H.S + CuSO: . CuS + H:SO:

Slika 9 Tiho vrenje (Pichler, 2017.)

Prilikom tihog vrenja odumire znatan broj satnica kvasaca $to ima za posljedicu znatno
opadanje intenziteta fermentacije. U ovoj fazi takoder dolazi do zavrSetka procesa mlije¢ne
fermentacije jabucne kiseline u vinu. Jabuéno - mlije¢no (malolakticko) vrenje je spontani
proces prelaska opore jabu¢ne u blagu mlije€nu kiselinu. Po zavrSetku tihog vrenja u vinu

ostaje najvise 1,5-2,5 g/L reducirajuceg Secera (Grgi¢, 2015.).

2.4.10. Odlezavanje na talogu

Nakon zavrSetka fermentacije slijedi pretok vina ¢ime uklanjamo grubi talog iz mladog vina.
Uz to, takoder, uklanjamo stanice kvasaca koje su bogate aminokiselinama. Bududéi da tim
postupkom osiromasujemo vino, cilj nam je ublaziti taj nepozeljan efekt uz sur-lie
tehnologiju odleZavanja vina na talogu. Provodi se u drvenim barrique ba¢vama (Slika 10) u
trajanju od pola do preko jedne godine. U tim bacvama se provodi i alkoholna fermentacija
iako se dio fermentacije mozZe provesti i u inoxu. Nakon fermentacije se vino ne odvaja od

taloga vec i dalje ostaje s talogom uz povremeno mijesanje (Grgic, 2015.).
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Slika 10 Barrique bacve (Grgi¢, 2015.)

2.4.11. Pretok mladog vina

Vrijeme prvog pretoka mladog vina ovisi o tome da li je u potpunosti zavrSena fermentacija,
da li je vino stabilno na kisik, jesu li djelomi¢no sedimentirane krupnije necistoce i da li je
nastupila malolakti¢ka fermentacija. Kako bi izbjegli moguénost nastanaka tzv. smedeg loma
vina, prije prvog pretoka mladog vina trebamo provesti zrac¢ni test kako bi utvrdili da li je
vino podlozno oksidaciji. Uz to takoder treba provjeriti sadrzaj slobodnog sumporovog
dioksida koji bi se trebao kretati oko 20 mg/l. Sumporenje vina se provodi namanje 48 sati
prije pretakanja vina. Ukoliko je vino poprimilo miris na trula jaja zbog prisutnosti sumporo
vodika i ako je prevrelo vino ostalo sluzavo, moramo provesti otvoreni pretok mladog vina.
Nakon provedenog prvog pretoka vina trebao bi nastupiti prirodan proces stabilizacije vina.
Nakon pretakanja treba nastaviti njegovati mlado vino da bi ga se usmjerilo prema
optimalno mogucéem dozrijevanju jer je vino podloZno stalnim biokemijskim i fizikalnim

promjenama (Grgi¢, 2015.).
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2.5.0DREDIVANIJE SASTOJAKA AROME PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

2.5.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija se razvila 1941. godine na prijedlog da se u tekucinskoj kromatografiji
zamjeni tekuéa mobilna faza sa plinskom, uz argument da bi se u plinu bolje rasprsivale
Cestice nego u tekudini, Sto bi dovelo do brZe separacije i bolje ucinkovitosti kolone. Ona se

koristi za odjeljivanje, kvantitativnu analizu i izolaciju pojednih komponenata smjese.
Obzirom na fizikalno stanje nepokretne (stacionarne) faze postoje:

e Plinsko-tekuéinska kromatografija (GLC, GC) i

e Plinsko-¢vrsta kromatografija (GSC).

Plinski kromatogram (Slika 11) se sastoji od putujuc¢e mobilne faze, kolone sa stacionarnom

fazom, injektora, detektora i sustava za snimanje podataka (BlaZevi¢, 2016.).

Injektor

Kontrola protoka o~ oA
N [ ] [
,}‘ A Sustav
Lo — podataka

N
Kolona '\

Detektor

Spremnik plina
nosioca

Kolonska peénica

Slika 11 Shema plinskog kromatografa (Blazevié¢, 2016.)

Injektor je uredaj za unoSenje uzorka i spojen je s kolonom. MoZe biti izravni, premosni,
kolonski i sa isparivacem. Kromatografske kolone su srce sustava, a dijelimo ih na
preparativne i analiticke. Detektori mogu biti univerzalni i selektivni. Univerzalni daje odziv
za svaki sastojak u eluatu osim za mobilnu fazu, a selektivni daje odziv za odredene grupe
sastojaka u eluatu. Danas je umjesto pisaca sustav uglavnom spojen na racunalo gdje se

spremaju podaci (Primorac, 2007.).

Sastojci su rasporedeni izmedu dvije faze, od kojih je jedna stacionarna (nepokretna), a
druga mobilna (pokretna) i kre¢u se u odredenom smjeru. Mobilnu fazu €ini inertni plin uz

koji se provodi eluiranje, a samo odvajanje sastojaka na GC koloni je uvjetovano njihovom
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razlikom u hlapivosti. Naizmjeniénom adsorpcijom i desorpcijom lakse hlapivih sastojaka se

provodi razdvajanje smjese hlapivih sastojaka uz prisutstvo plina nositelja (Vrdoljak, 2009.).

Parovi mobilna-stacionarna faza odabiru se tako da je moguce ostvariti raspodjelu
komponenata uzorka do nekog odredenog stupnja. Komponente koje stacionarna faza jace
zadrzava sporije prolaze kroz kolonu, dok one koje stacionarna faza slabije zadrzava putuju
brZe. Kao posljedica razlike u brzini putovanja kroz kolonu, komponente uzorka se razdvajaju

u vrpce koje se dalje mogu kvantitativno i kvalitativno analizirati (Primorac, 2007.).

Kako se se dobili zadovoljavajudéi rezultati analize, uzorak koji unosimo u sustav za analizu
mora biti odgovarajuée velicine i unesen kao "Cep" plina. Sporo injektiranje uzorka rezultira
slabim razdvajanjem komponenata uzorka. Injektiranje uzorka se najéesée provodi uz pomoé
mikroSprice za injektiranje plinskog ili tekuceg uzorka kroz silikonsku gumu u podrucje
neposredno na pocetku kolone gdje dolazi do rasprskivanja i isparavanja uzorka.
Temperatura prostora bi trebala biti ve¢a za oko 50°C temperature vrelista najslabije hlapive

komponente u uzorku kako bi isparavanje bilo potpuno (Primorac, 2007.).

Plin nosac ili mobilna faza sluZi za prijenos uzorka kroz kolonu. Koriste se nereaktivni inertni
plinovi poput dusika, vodika, helija ili argona. Analiza pocinje unosom male koli¢ine uzorka u
injektor koji potom raspline uzorak i pomijeSa ga s MF na pocetku kolone. Mobilna faza s
odijeljenim analitom na kraju kolone prolazi kroz detektor koji prevodi detektirane promjene

u elektri¢ni signal koji se ispisuje kao kromatogram.

U plinskoj kromatografiji se koriste punjene ili kapilarne kolone. Kapilarne kolone su bolje od
punjenih jer provode bolje odjeljivanje, analiza je brza i zahtjevaju manje uzroka (Blazevi¢,

2016.).
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2.5.2. Spektrometrija masa

Instrumente koje daju podatke o molekularnoj strukturi nazivamo spektrometri. Razlikujemo
ih nekoliko, a to su infracrveni spektar, ultraljubicasti spektar, spektar nuklearne -

magnetske rezonancije, spektar masa i spektar elektron — spinske rezonancije.

Spektrometar masa je uredaj u kojem se molekule bombardiraju snopom elektrona bogatih
energijom. Molekule se ioniziraju i svaka vrsta iona ima odredenu masu i naboj. Za vecinu
iona naboj iznosi e —1, te m/e predstavlja masu iona. Niz iona se analizira na nacin da se
dobije signal za svaku vrijednost m/e koja je prisutna. Intenzitet pojedinog signala pokazuje

relativnu koli¢inu iona koju daje taj signal.

Spektar masa je dijagram koji pokazuje relativne intenzitete signala na razlicite vrijednosti
m/e. Uz njega se moZe odrediti struktura nepoznatog spoja preko molekularne formule ili

molekularne tezine (Vrdoljak, 2003.).

Obzirom da spektri nastaju na razli¢it nacin, spektrometri se poprili¢cno razlikuju u izvedbi i

stupnju sloZenosti.

Sastavni dijelovi spektrometra su (Slika 12): izvor zracenja, selektor valnih duljina, kiveta za
uzorak, pretvornik zracenja, sustav za ocitavanje signala (detektor), procesor signala

(racunalo) i pisac (Web 3).
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Slika 12 Spektrofotometar (Web 3)
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2.5.3. SPME analiza

SPME (eng. Solid phase microextraction) tehnika se sastoji od dvije odvojene faze, a to su
apsorpcija i desorpcija. Apsorpcija predstavlja zaostajanje analita na stacionarnoj fazi, a na
desorpciju utjecu vrijeme desorpcije i temperatura. Faktoru koji utjecu na ekstrakciju su tip
uzorka, pH uzorka, ionska jakost, vrijeme ekstrakcije, temperatura ekstrakcije i muckanje

uzorka (Vrdoljak, 2003.).

Plinsko—kromatografska metoda uz uporabu plinskog kromatografa s maseno-selektivnim
detektorom (GC-MS) se primjenjuje da bi se potvrdili pojedinacni aromatic¢ni sastojci na
osnovi usporedbe spektra pojedinog sastojka iz vina sa spektrom iz baze podataka. Uvjeti
rada su jednaki uvjetima plinskog kromatografa s masenim detektorom (Pozderovié i sur.,

2010.).

SPME uzorkovanje je jednofazan proces, a sama tehnika je vrlo osjetljiva pa treba posebnu

paZnju posvetiti temperaturi apsorpcije i vremenu apsorpcije kako bi oni ostali konstantni.

Za brze postizanje ravnoteze izmedu vodene i plinovite faze provodi se konstantno mijeSanje

vodenih uzoraka u cilju kontinuiranog postizanja svjeze povrsine (Vrdoljak, 2003.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada je ispitati utjecaj ranije zaustavljene alkoholne fermentacije i ostatka
neprevrelog Secera na zadrzavanje tvari arome i boje u vinu sorte Grasevina. Alkoholna
fermentacija bit ¢e prekinuta kada se mostnom vagom odredi sadrzaj Secera od 29-30°Oe.
Nakon toga ¢e se u navedenom vinu odrediti sadrZzaj tvari boje, polifenoli, flavonoidi i
antioksidacijska aktivnost upotrebom spektrofotometra. Odredivanje kvantitativnog udjela
aromaticnih sastojaka provest ée se primjenom instrumentalne plinske kromatografije i
mikroekstrakcije na Cvrstoj fazi (SPME). Za ovo istrazivanje koristen je plinski kromatograf
tvrtke Agilent 5890 B s maseno-selektivnim detektorom Agilent 5971A. Dobiveni rezultati
usporedit ¢e se s rezultatima uzorka vina sorte Grasevina bez ranije zaustavljene alkoholne

fermentacije.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Karakteristike vina Grasevina

GrasSevina je bijela sorta vina za koju se pretpostavlja da potjece iz srednje Europe, ali mnogi
ju danas smatraju autohtonom sortom. U Hrvatskoj predstavlja jednu od najpopularnijih
bijelih sorti. Vino grasevine je Zuckaste boje, izrazenog mirisa, ugodno gorkasto i suho. Sortni
miris i aromu istaknute svjeznine razvija ve¢ kao mlado vino (Web 5). Najvedi broj kvalitetnih
vina grasevine proizvodi se u podregiji Slavonija, puno manje u podregijama PleSivica,

Zagorje-Medimurje, Prigorje-Bilogora, Moslavina i Podunavlje (Web 6).

Mnogi osjete note svjezeg voca poput jabuke i kruske, a od cvjetinih nota posjeduje svojstva
ljubice, jasmina i lipe. Za okus je uobicajena i blaga gorcina na zavrSetku Sto predstavlja vrlo

cijenjenu karakteristiku (Web 7).
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Tablica 1 Karakteristike analiziranog vina Grasevine

Vinogradska regija: Kontinentalna Hrvatska
Podregija: Podunavlje
Vinogorije: Erdutsko

Sorta: GraSevina
Godina berbe: 2008.

3.2.2. Kemijska analiza vina

Odredivanje SO,

Slobodni SO, odredivan je titracijskom metodom pomoéu otopine joda, uz Skrob kao
indikator. Analiza je provedena na sobnoj temperaturi. Dodavanjem sumporne kiseline, SO,
se oslobada iz sulfita, a zatim se oksidira djelovanjem joda koji se reducira. Na osnovu

utroska joda za titraciju, izracuna se koli¢ina slobodnog SO,.

Ukupni SO, odredivan je istim postupkom, ali je vino prethodno tretirano s NaOH ¢ime se
stvara alkalna sredina u kojoj se oslobada SO, (vezan na Seéere, aldehide i polifenolne tvari).

Titracija se vrsi do pojave konstante plave boje u oba slucaja, te je i raéun jednak.

Racun : SO, (mg/ dm?) =V (0,02 N I,) (cm?3) « 12,8

Odredivanje reducirajucih Secera

Filtrat: uzorak vina (25 g), CaCOs (slabo kisela reakcija), reagens | (vodena otopina

kalijferocijanida) i reagens Il (vodena otopina cinkovog acetata), destilirana voda.
Rad sa uzorkom: U tikvicu se odmjeri Luffova otopina i doda filtrat, te destilirana voda.

Sadrzaj se zagrijava tako da provri i umjereno vrenje se nastavi 10 minuta. Potom se sadrzaj

naglo hladi i dodaje se otopina KI, te H,SO4 i otopina KCNS. IstaloZeni jod se titrira otopinom
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Natiosulfata, uz dodatak sSkroba kao indikatora, dok se ne izgubi plava boja (usporedba sa

slijepom probom).
Racun: % red.Sec. = (a ® 100) / mg uzorka

a — Secer (mg) izraCunat dobivenim rezultatima prema tablici po Luff-Schoorl-u.

Odredivanje ukupnih kiselina

Princip ove metode zasniva se na neutralizaciji svih kiselina (nakon uklanjanja CO;) s NaOH,

uz indikator do promjene boje. Ukupne kiseline izrazene su kao vinska kiselina.

Racun: vinska kiselina (g/dm?3) = V (0,25 N NaOH) (cm?) ¢ 0,75

Odredivanje ukupnog ekstrakta i alkohola

Provedena je destilacija uzorka vina (100 mL). Suhi ostatak ili ekstrakt je cjelokupna koli¢ina
onih tvari koje zagrijavanjem na 100 °C (destilacija) ne prijedu u destilat. Mjeri se uz pomoc¢

piknometara. Prvo se izracuna relativna gustoc¢a ekstrakta.

_— _Q1-Q
Racun: Y (ekstrakta) = Ry * K

Y —relativna gustoca ekstrakta

Q — masa praznog piknometra

Q1 — masa piknometra sa ekstraktom

Q2 — masa piknometra sa destiliranom vodom

K — faktor korekcije = 0,99823

Iz izraCunate gustoce ekstrakta iz Tablice za preracunavanje ocita se koli¢ina ekstrakta
izraZzena u g/L. Ekstrakt bez Secera izracunat je matematicki:

Ekstrakt bez secera (g/L) = Ekstrakt (g/L) — kolicina Secera (g/L)
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Koli¢ina alkohola mjeri se preko destilata koji je dobiven ovom istom destilacijom. Formula je
jednaka, a udio alkohola (vol. %) ocita se iz Tablice za prera¢unavanje g alkohola u litri na

volumne postotke.

Racdun: Y (destilata) = * K

Q1-Q
Q2-Q
Odredivanje pepela

Odredivan je ostatak koji je ostao nakon potpunog spaljivanja uzorka vina. U porculanskoj
zdjelici na vodenoj kupelji (120°C) isparavan je uzorak vina (25 mL), zatim susen u susioniku
na 120°C 1 sat i potom spaljivan u mufolnoj peci na temperaturi od 200 - 500°C do potpunog

spaljivanja.
Racun: m pepela (g/25 cm?3vina) = m,—m;
m pepela(g/L) = m pepela (g/25 cm?vina) * 40

m; - masa prazne porculanske zdjelice (g)

m, - masa porculanske zdjelice sa pepelom (g)

Odredivanje sadrzaja polifenolnih spojeva

Koncentracija ukupnih fenola se odreduje Folin-Ciocalteu metodom. Folin-Ciocalteu metoda
temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom, te mjerenjem nastalog
intenziteta obojenja (apsorbance) pri valnoj duljini od 765 nm (Ough i Amerine, 1988.). Folin-
Ciocalteu reagens je smjesa fosfowolframove i fosfomolibden kiseline a pri oksidaciji
fenolnih tvari ove kiseline se reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo
obojeni. Folin-Ciocalteu reagens (1:10) pripremljen je tako da je otpipetirano 3,3 ml Folin-
Ciocalteu reagensa u odmjernu tikvicu od 100 ml i do oznake dopunjeno s destiliranom
vodom. Otpipetirano je 0,2 ml uzorka soka odredenog razrijedenja, te dodano 1,8 ml
destilirane vode, 10 ml Folin-Ciocalteu reagensa te nakon stajanja 30 sekundi do 8 minuta
dodano 8 ml 7,5 % Na,COs (ukupni volumen mora biti 20 ml). Za slijepu probu otpipetira se 2
ml destilirane vode u epruvetu, te doda 10 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 8 ml 7,5 % Na,COs.

Nakon stajanja u mracnom prostoru 2-20 sati, pri ¢emu dolazi do razvijanja boje, mjeri se
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apsorbanca na spektrofotometru pri valnoj duljini od 765 nm. Sadrzaj polifenolnih spojeva je

interpoliran pomocu kalibracijske krivulje galne kiseline i izraZzen u g galne kiseline/L uzorka.

Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida ucinjeno je prema metodi Kim, Jeong i Lee (2003.) s
modifikacijom (Blasa i sur., 2005.). Za kalibraciju su uzete razli¢ite koncentracije kvercetina
(5-114 pg/mL), a linearnost je 0,9953 (R2). Postupak odredivanja vrsio se tako $to je 1 mL
otopine vina (1 mg/mL) pomijesan s 0,3 ml NaNO, (5%), a nakon 5 min je dodano 0,3 ml AICl3
(10%). Uzorci su pomijesani te su nakon 6 minuta neutralizirani s 2 ml otopine NaOH (1M).
Absorbanca je izmjerena za sve uzorke pri 510 nm, a kvantifikacija izvedena koristeci
kalibracijsku krivulju. Rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata kvercetina (QE)/100 g vina, kao

srednja vrijednost triju ponavljanja.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Glavni mehanizam djelovanja antioksidansa u hrani je uklanjanje radikala. Voce i povrce, kao
jedna od vaznijih komponenti uravnotezene prehrane, glavni su izvor antioksidanasa

potrebnih ljudskom organizmu.

Nekoliko metoda je razvijeno za odredivanje antioksidacijske aktivnosti na osnovi uklanjanja
sintetskih radikala u polarnom organskom otapalu (npr. metanolu) pri sobnoj temperaturi.
One koje su najc¢eSce, koriste 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) i 2, 2'-azinobis (3-

etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS) radikale.

Antioksidacijska aktivnost je odredivana primjenom 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
reagensa. Kod DPPH testa, uklanjanje DPPH radikala je praéeno smanjenjem absorbancije na
517 nm, do koje dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidansa (AH) ili reakcije s radikalima
(R).

Prva reakcija s DPPH radikalima odvija se s nekom od fenolnih tvari, ali spora sekundarna

reakcija moze izazvati progresivno smanjenje absorbance, te se ravnotezno stanje ne moze

postiéi nekoliko sati.
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DPPH’ + AH > DPPH-H + A’
DPPH' +R' > DPPH-R

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenjena je metoda po Shimadu i sur. (1992.) s
malim modifikacijama (Shimada i sur., 1992.). U kivetu je otpipetirano 0,2 mL uzorka, 2 mL
metanola i 1 mL otopine DPPH. Reakcijska smjesa je ostavljena stajati 15 minuta te je
absorbancija mjerena na spektrofotometru pri valnoj duljini od 517 nm. Za slijepu probu

umjesto uzorka dodan je metanol.

Antioksidacijska aktivnost je izraCunata prema slijedec¢em izrazu:

Aq
aa(%) = (1 - —) * 100
Ao

gdje je:
Ag — absorbancija slijepe probe

A; — absorbancija uzorka.
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3. Eksperimentalni dio

3.2.3. Analiza arome vina plinskom kromatografijom primjenom SPME analize

Priprema uzoraka za analizu:

Tehnika koriStena prilikom pripreme uzorka je tehnika mikroekstrakcije na ¢&vrstoj fazi
(SPME) za koju je neophodna SPME aparatura. Osnova SPME aparature je igla unutar koje se
na polimernu stacionarnu fazu adsorbiraju aromati¢ni sastojci. U radu je za pripremu
uzoraka koriSteno punilo od polidimetilsiloksana-divinilbenzena (polimerna stacionarna faza)

debljine 65 pm.
Postupak pripreme uzorka:

U bocicu od 10 mL odvaZe se 5 g uzorka vina. Kako bi adsorpcija aromati¢nih sastojaka bila
bolja dodaje se 1 g NaCl.U bodicu se ubaci magnet, te se hermeticki zatvori teflonskim
cepom. Bocica se postavi u vodenu kupelj, te se uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom
mijeSalicom, aromati¢ni sastojci adsorbiraju na polimernu stacionarnu fazu unutar igle. Prije
samog ispustanja igle u nadprostor uzorka, uzorak se 5 minuta mijesa na vodenoj kupelji (40
°C) radi zasi¢enja nadprostora sa svrhom Sto bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka.
Adsorpcija se provodi na temperaturi od 40 °C (vodena kupelj) u trajanju od 45 minuta. Po
zavrSetku adsorpcije igla s adsorbiranim sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog

kromatografa te slijedi njihova toplinska desorpcija (Slika 13).

Odredivanje kvantitativnog udjela aromatic¢nih sastojaka vina provedeno je primjenom
instrumentalne plinske kromatografije. Prililkom izrade ovog rada koristen je plinski

kromatograf tvrtke Agilent 7890 B s maseno-selektivnim detektorom Agilent 5977 A.

Drzad
GC injektor

SPME igla sa polimernom
stastacionarnom fazom

Uzorak

o0e |{T][ss]

Ploda za paru i toplinu

Plinska kromatografija

Slika 13 KoriStenje SPME drzaca za uzorkovanje i analizu
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Uvjeti rada plinskog kromatografa:
Parametri ekstrakcije:

- Temperatura ekstrakcije: 40 °C

- Vrijeme ekstrakcije: 45 minuta

- Tip mikroekstrakcijske igle: 65 um PDMS/DVB (Supelco).

GC-MS analiticki uvjeti:
Kolona: HP5; 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent)

- Pocetna temperatura:40 °C (2 minuta)

- Temperaturni gradijent: 6 °C/min
Plin nosac: helij (Cistoce 5,0) s protokom 1 mL/min pri 40 °C

- Konacna temperatura: 230 °C
- Temperatura injektora: 250 °C
- Temperatura detektora:280 °C

- Desorpcija uzorka u injektor: 7 min

U izradi kromatografske analize koristen je splitlessmod.
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4. Rezultati

Tablicni prikazi rezultata

Tablica 2 Kemijska analiza suhog i polusuhog vina sorte Grasevina

GraSevina | Grasevina
(suha) (polusuha)
Udio suhe
tvari (%) / 11
Ukupne
kiseline 7,200 5,288
(s/L)
Slobodni
sumpor 26,24 56,64
(mg/L)
Ukupni
sumpor 99,84 419,84
(mg/L)
Pepeo
&/L) 3,136 9,300
Prirodni
Seceri 0,89 30,16
(/L)
Alkohol
(vol. %) 11,98 13,65
Ek(sgt/'f)kt 25,5 62,20

Tablica 3 Tvari boje u ispitivanom suhom i polusuhom vinu sorte Grasevina

Grasevina | Grasevina
(suha) (polusuha)
Antioksidacijska
aktivnost 11,72 3,19
(mg/100 g)
Flavonoidi
156,28 54,07
(mg/L)
Polifenoli
533,65 471,93
(mg/L)
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Tablica 4 Retencijska vremena aromaticnih spojeva identificiranih u ispitivanim uzorcima
vina sorte GraSevina

Sastojak RT (vrijeme pojavnosti pika na kromatogramu)
Esteri

Etil acetat 3,394
3-metilbutil acetat 8,916
Etilesterheksanske kiseline 12,595
Etilester oktanske kiseline 18,122
Etilesternonanske kiseline 20,007
Etilester dekanske kiseline 21,551
Kiseline

Octena kiselina 18,472
Heksanska kiselina 24,231
Oktanska kiselina 26,531
Nonanska kiselina 27,509
Dekanska kiselina 29,463
Alkoholi

3-metil-1-butanol 12,441
4-metil-1-pentanol 15,166
1-heksanol 16,264
3-heksen-1-ol 17,028
3-etil-4-metilpentanol 19,581
2,3-butandiol 20,087
1-nonanol 21,864
a-terpineol 22,411
Benzil alkohol 24,577
2-heptadekanol 25,625
Karbonilni spojevi

Benzaldehid 19,771
Furfural 18,662
Tetradekanal 27,383
Terpenoidi

a-jonon 19,893
a-murolen 22,771
Citronelol 23,228
Izopugenol 23,776
Geraniol 24,186
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M Esteri

Slika 14 SadrZaj estera u vinu GraSevina suha (1) i u vinu Grasevina polusuha (2)
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Slika 15 Sadrzaj kiselina u vinu Grasevina suha (1) i u vinu Grasevina polusuha (2)
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Slika 16 Sadrzaj alkohola u vinu Grasevina suha (1) i u vinu Grasevina polusuha (2)
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Slika 17 Sadrzaj karbonilnih spojeva u vinu Grasevina suha (1) i u vinu Grasevina polusuha (2)
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Slika 18 Sadrzaj terpenoida u vinu Grasevina suha (1) i u vinu Grasevina polusuha (2)
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5. Rasprava

Rezultati istrazivanja utjecaja ranije zaustavljene alkoholne fermentacije na aromatski profil i
boju vina sorte GraSevina prikazani su u Tablicama 2, 3 i 4 te na Slikama 14, 15, 16, 17 i 18.
Tablica 2 prikazuje rezultate ispitivanja kemijskog sastava vina GraSevine dobivene

potpunom i ranije zaustavljenom alkoholnom fermentacijom.

Vina se klasificiraju prema kemijskim svojstvima koja uklju¢uju alkoholnu jakost, kiselost,

udjel Secera, koli¢inu fenolnih tvari i suhi ekstrakt.

Glavne organske kiseline grozda, mosta i vina su vinska, jabucéna i limunska kiselina te one
predstavljaju skoro 90% ukupne sume svih kiselina. Njihova koncentracija mijenja se tijekom
razvoja bobice i dozrijevanja grozda, a, osim o kultivaru, uvelike ovisi o poloZaju vinograda,
stupnju zrelosti grozda, vremenskim uvjetima tijekom dozrijevanja grozda (godistu) te
protjecanju alkoholne fermentacije. Ukupne kiseline su vazne jer sudjeluju u formiranju
osvjezavajuceg okusa vina, a uz to posjeduju konzervirajuce djelovanje. Rezultati iz Tablice 2
pokazuju da vise ukupnih kiselina ima vino dobiveno potpunom alkoholnom fermentacijom u

odnosu na vino s ranije zaustavljenom fermentacijom.

Jedan od najboljih pokazatelja zrelosti grozda su Seceri. Grozde sadrzi oko 15-25% glukoze i
fruktoze koji se tijekom fermentacije uglavnom pretvaraju u alkohol. U suhim vinima Seceri
se uglavnom nalaze u tragovima (0,1%), dok u slatkim mogu biti i preko 10 %. Medutim,
slatkoéa vina ne potje¢e samo od Seéera, ve¢ i od alkohola. Reducirajuéi Seceri su svi Seceri
koji imaju aldehidnu ili keto funkcionalnu skupinu. Njihovo odredivanje vezano je za
redukciju alkalne otopine bakar (11) soli. Seceri koji ne fermentiraju, ve¢ ostaju u vinu nazivaju
se rezidualni Seceri. Iz Tablice 2 vidljivo jeda viSe Secera sadrzi vino GrasSevine dobiveno
ranije zaustavljenom alkoholnom fermentacijom u odnosu na potpuno fermentiranu
GraSevinu. Razlog tome je Sto ranije zaustavljenom fermentacijom zaostane veliki udio

Secdera u vinu.

Ukupni ekstrakt je znatno zastupljeniji u Grasevini sa ranije zaustavljenom alkoholnom

fermentacijom.

SO, (sumporni dioksid) je danas u vinarstvu prakticno nezamjenljivo sredstvo. Njegovi
pozitivni ucinci daleko nadmasuju njegove mane, a neko drugo sredstvo slicnih osobina jos
uvijek nije nadeno. Nastaje bilo izgaranjem sumpornih traka, otapanjem kalijevog

metabisulfita u vinu ili mostu ili direktnom primjenom iz boce ili otopine. Funkcije su mu
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5. Rasprava

brojne, a one najc¢esce su zastita od oksidacije i mikrobioloSka stabilizacija vina. U vinu dolazi
u slobodnom i vezanom obliku. Slobodni oblik je najbitniji za zastitu vina. Dio slobodnog SO,
se veZe na razne organske spojeve (Secere, aldehide, piruvicnu kiselinu) i kao takav i ostaje.
Ukupni SO, je zbroj slobodnog i vezanog SO, u vinu. Vrlo je bitno pratiti kretanje i
koncentraciju slobodnog i vezanog SO, u vinu. Iz Tablice 2 vidi se sa je slobodni SO, puno

zastupljeniji u vinu s ranije zaustavljenom alkoholnom fermentacijom.

U Tablici 3 prikazan je sadrzaj polifenola, flavonoida te antioksidacijska aktivnost ispitivanih

vina sorte Grasevina.

Fenolne tvari su znacajne za izgled, okus i kakvoc¢u vinate imaju zastitnu ulogu u ljudskom
organizmu. Udio fenola u vinu ovisi o koli¢ini prisutnoj u grozdu te o vremenu kontakta
koZice i sjemenke grozda sa sokom tijekom maceracije. O njihovom sadrZaju ovisi gorcina i
trpkost vina.Tablica 3 prikazuje sadrzaj tvari boje u ispitivanim vinima koji ukljucuje

flavonoide, polifenole i antioksidacijsku aktivnost.

Tablica 3 pokazuje da potpuno fermentirana GrasSevina sadrzi vece koli¢ine polifenola te

vecéu antioksidacijsku aktivnost i udio flavonoida.

Aromu vina c¢ine brojni spojevi razli¢itih koncentracija, poput terpenoida, karbonilnih
spojeva, estera, alkohola i drugih. Aroma ima vaznu ulogu u kakvodi vina, dok su hlapljive

komponente odgovorne za miris vina.

Tablica 4 pokazuje da je u ispitivanim vinima identificirano dvadeset i devet aromaticnih
sastojaka koji su podijeljeni u pet skupina. To su esteri, kiseline, alkoholi, karbonilni spojevi i
terpenoidi. Najvaznije arome bijelih vina nastaju tijekom fermentacije: etilni esteri koji daju
vocnu i vinsku aromu, acetatni esteri koji su odgovorni za arome tropskog voéa i banane te
visi alkoholi koji su pozZeljni u ukupnoj aromi vina ako su zastupljeni u koli¢ini manjoj od 300

mg/L.

Na Slici 14 prikazan je sadrzaj estera u ispitivanim vinima. Vidljivo je da vino s ranije

zaustavljenom alkoholnom fermentacijom sadrzi vece koli¢ine estera.

Kiseline potjecu iz samog grozda, ali nastaju i fermentacijom. Iz Slike 15 je vidljivo da vino
dobiveno ranije zaustavljenom fermentacijom sadrzi vece kolicine kiselina u usporedbi s
potpuno fermentiranim vinom. ldentificirano je pet kiselina, a to su octena, heksanska,

oktanska, nonanska i dekanska.
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Alkoholi su aromati¢ni spojevi koji nastaju kao sekundarni produkti metabolizma kvasaca. U
ispitivanim vinima je identificirano deset vrsta alkohola. Slika 16 prikazuje da potpuno
fermentirano vino sadrzi veée koli¢ine alkohola u odnosu na vino ranije zaustavljene

fermentacije.

Karbonilni spojevi pronadeni u ispitivanim vinima su benzaldehid, furfural i tetradekanal.
Benzaldehid daje miris na marcipan, a furfural je zastupljen samo u potpuno fermentiranom
vinu. Tetradekanal ukazuje na to da je vino odlezavalo u drvenim baévama. Iz Slike 17 je
vidljivo da potpuno fermentirano vino sadrzi vece koli¢ine karbonilnih spojeva u usporedbi s

Grasevinom ranije zaustavljene fermentacije.

Terpeni su glavni nositelji primarnih ili sortnih aroma. U ispitivanim vinima su pronadeni a-
jonon, a-murolen, citronelol, izopulegol i geraniol. Citronelol ostavlja cvjetni miris, dok
geraniol daje mirisnu notu ruze. Slika 18 prikazuje sadrzaj terpenoida u ispitivanim vinima i iz
nje je vidljivo da vino s ranije zaustavljenom alkoholnom fermentacijom sadrzi veée koli¢ine

terpena u odnosu na potpuno fermentirano vino.
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6. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

J Procesni parametri (temperatura i vrijeme), kao i tijek alkoholne fermentacije
utjecu na kemijski sastav ispitivanih vina sorte Grasevina.

. Rezultati ispitivanja pokazali su razlike u sadrzaju ispitivanih tvari boje medu
vinima, jer su ona proizvedena razli¢itim tehnoloskim postupkom. Bogatije
polifenolima i flavonoidima bilo je vino dobiveno potpunom alkoholnom
fermentacijom.

U Iz rezultata istrazivanja vidljivo je da su u oba ispitivana vina nadene

visokovrijedne hlapljive tvari arome.

U a-murolen zastupljen je u oba ispitivana vina, a koristan je u o¢uvanju zdravlja
ljudi.
o Furfural je prisutan u potpuno fermentiranom vinu, dok ga u vinu s ranije

zaustavljenom alkoholnom fermentacijom nema, jer se nisu u potpunosti
razgradili Seceri pentoze.

. Oba ispitivana vina imala su zamjetan udio izopugenola. To im daje ulogu zdravog
pripravka u primarnoj prevenciji zdravlja ljudi jer pomaze u borbi protiv upalnih

procesa u organizmu, epilepsije i Alzheimerove bolesti.
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