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Vino je posebna skupina fermentiranih prehrambenih proizvoda prisutnih koqz--_tgro_j_nih

civilizacija ve¢ tisu¢ama godina. Jackson (2014) navodi kako je do fermentacije grozda doslo
slu¢ajno zbog duZeg Cuvanja groZda u spremnicima, stoga je to¢no podrijetlo vina tesko
utvrditi, ali istodobno navodi da neka istraZivanja pokazuju kako postoji arheoloski zapis o
vinu koji datira joS iz 5500 godine prije Krista. Sukladno tim dogadajem i nacin ¢ovjekova
Zivota promijenio se iz sakupljatkog u proizvodacki. Za drevnog Covjeka rezultat takvog
otkriéa bila je transformacija pokvarljivog, privremeno dostupnog voéa u relativno stabilan

napitak.

Prepoznatljivost kvalitete vina potrosaci uocavaju kroz medusobno ispreplitanje punoce
senzorskih svojstava i bogatstva kemijskog sastava pojedine sorte grozda. Jedan od
najodgovornijih faktora za stvaranje predodzbe kvalitetnog crnog vina je njegovo sprecificno
crveno obojenje. Ono je postignuto prozimanjem tvari boje s ostalim komponentama vina.
Glavni nosioc tvari boje je pigment antocijan, pripadnik skupine polifenolnih spojeva. Osim
Sto imaju znacajan utjecaj na formiranje aromatskog profila i boje vina, fenoli su
prepoznatljivi po antioksidativnom djelovanju koje je blagotvornog ucinka na covjekovo
zdravlje. Obzirom da svaka faza “Zivotnog ciklusa“ vina obiluje promjenama; tijekom
sazrijevanja, starenja, skladistenja potrebno je Sto viSe ocuvati kvalitetu i zadrzati pozeljna
svojstva vina. Koncentriranje tekuc¢ih namirnica predstavlja idealan nacin kako ocuvati
iznimno vrijedne sastojke hrane kroz dulji period. Ono podrazumijeva postupak uklanjanja
vode iz profila proizvoda koje pogoduje duljoj stabilnosti i odrZivosti hrane i pica, pri cemu
smanjenje volumena doprinosi smanjenju troskova skladistenja, pakiranja i dostave. Bududi
da se konvencionalni postupci uparavanja i zamrzavanja nisu pokazali efikasnim,
membranske tehnologije reverzne osmoze i nanofiltracije obecavaju¢i su modeli
koncentriranja tekuéih namirnica (Cassano i sur., 2020; Grainger i Tattersall, 2016; Jaffrin,

2015).

Reverzna osmoza je specifi¢na tehnika separacije komponenti otopine kroz semipermeabilnu
membranu, propusnu za molekule vode, ali ne i za ostale ione koji zbog djelovanja
osmotskog tlaka bivaju zadrZzani na drugoj strani membrane. Ovim se postupkom uklanja 94-
99% iona te 100% tvari organskog podrijetla. Veli¢ina pora, uglavhom kompozitnih

asimetri¢nih, membrana reverzne osmoze je manja od 1 nm (Hausmanni sur., 2012).




Najznacajnije prednosti provedbe koncentriranja reverznom osmozom su minimalna

degradacija osjetljivih komponenti, posebice tvari boje i arome; te redukcija u pofroénji

energije (Cassano i sur., 2020; Kotsanopoulos i Arvanitoyannis, 2013).

Cilj istrazivanja bio je ispitati mogucnosti primjene membranskog procesa reverzne osmoze u
koncentriranju vina Cabernet Sauvignon te ispitati zadrzavanje tvari boje u dobivenim
koncentratima obzirom na pocetni uzorak. Koncentriranje RO provedeno je na
membranskom uredaju LabUnit M20 pri razli¢itim procesnim parametrima tlaka s

primjenom hladenja i bez njega.

U ovom radu se navodenjem opcih znacajki membranskih procesa, opisom tehnoloske
provedbe reverzne osmoze te zanimljivim grafickim prikazom kemijskog sastava vina nastoji
pribliZiti uloga i u€inkovitost metode koncentriranja vina uz isticanje prednosti i nedostataka

cjelokupnog procesa.
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2.1 TEHNOLOGIJA MEMBRANSKE FILTRACUE

Membranska filtracija je tehnika selekcioniranja sastojaka tekuéine na temelju razli¢itosti u
obliku, veli¢ini i kemijskoj strukturi Cestica, koja je od zaCetaka 1960-ih pa sve do danas
dozivjela progresivan rast i razvoj, a zbog visoke ucinkovitosti, profitabilnosti i pouzdanosti

svrstava se i medu najsuvremenije separacijske procese.

Premda poznavanje membranskih principa seZe daleko u povijest, zbog nepovoljnih
tehnoloskih razloga uporaba membrana ograni¢ena je na posljednjih 60 godina (Grainger,
2012). Unaprjedenje sastava i dizajna membrana rezultiralo je poveéanjem robusnosti
membrana i kompaktnosti sustava, prilagodljivos¢u aktualnim higijenskim standardima te
boljem razumijevanju glavnih nedostataka — pojavi onecis¢enosti, nedovoljnoj selektivnosti

te pouzdanosti takvih sustava (Lovri¢, 2003).

Suvremena tehnoloSka dostignuéa u industriji membranskih materijala, polimernoj kemiji i
procesnom inZenjerstvu svakim danom realiziraju provedbu principa membranske

tehnologije u razlic¢ite svrhe.

Filtracija je fizikalna tehnika razdjeljivanja Cestica iz suspenzije njenim propustanjem kroz
porozan materijal. Ukoliko takvo filtracijsko sredstvo predstavlja membrana, onda se radi o
(Sparks i Chase, 2016). Membrane, odredene fizikalne i kemijske kompozicije, imaju
selektivnu sposobnost propustanja, odnosno zadrZavanja pojedinih molekula ulazne
tekucine zbog djelovanja tlaka. Ulazna otopina biva potisnuta kroz polupropusnu membranu
i razdijeljena u dvije struje: retentat (koncentrat) i permeat. Permeat predstavlja
komponente otopine koje je membrana propustila, dok se retentatu pribrajaju sve frakcije
koje nisu profundirale kroz membranu i ¢ija se koncentracija tijekom filtracije povecava
(Mazzotti i sur., 2016). Prema dobivenom produktu separacije, membranske procese
dijelimo na one koji sluze za procis¢avanje, koncentriranje, posredovanje pri reakciji,

odjeljivanje (Pichler, 2017).

Cimbenici koji membransku filtraciju ¢ine sve popularnijom nad ostalim separacijskim
tehnikama su: kontinuirano zadrZavanje cestica, manji troSkovi i energetske potrebe,
mogucnost kombinacije s drugim postupcima separiranja, podesivost sustava. Obzirom da

svaki sustav tezi savrSenom, ukljucujuci i ovaj, jos uvijek se traZze tehnoloska rjesenja koja ¢e
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osigurati produljenje Zivotnog vijeka membrana, zaustaviti polarizaciju koncentracije i

blokiranje membrane koji narusavaju opstanak visoke selektivnosti procesa (Jaffrin, 2015).

Jaffrin (2015), takoder, navodi opcu klasifikaciju membranskih procesa (Slika 1) nastalu u
ovisnosti o principu separacije Cestica; razlici: tlakova, koncentracije, temperature te
elektri¢nog potencijala kroz Cetiri skupine postupaka:

1) mikrofiltraciju (MF) koja je neizbjezan postupak prehrambene industrije gdje se

v 7.

2) ultrafiltraciju (UF), tehniku upotrebljavanu u svrhu koncentriranja i frakcioniranja
razli¢itih komponenti u mljekarstvu, procis¢avanja otpadnih voda, bistrenja voénih

sokova i alkoholnih pica;

3) te nanofiltraciju (NF) i reverznu osmozu (RO). Ove tehnike koriste se za uklanjanje
vode iz sloZzenih matriksa, izdvajanje malih molekula, iona, laktoze ili desalinaciju

morske vode.

Kao iznimnu prednost primjene membranskih tehnologija u proizvodnji hrane navodi se

kontinuiranost i aktivno djelovanje kroz period i od ¢ak 24 h bez regeneriranja.

Membranski TVARI ZAOSTALE NA Radni Veli¢ina pora
procesi MEMBRANI tlakovi membrana
N [bar]
1) MIKROFILTRACIJA BAKTERIJE 1-3 >0,1pum
2) | ULTRAFILTRACLA | ¥ koLol, | 3-10 0,1 pm -2
MAKROMOLEKULE, nm
VIRUSI
\ /
3) NANOFILTRACIJA \\ v SECERI, 10-40 <2nm
\ \/ _SLOZENUE SOLI
4) REVERZNA
OSMOZA 10-100 | <0,001 pm
% vopa

Slika 1 Opca podjela membranskih procesa (Hausmann i sur., 2012)

Membrana cini okosnicu svake membranske operacije buduéi da je to alat kojim se vrsi
razdjeljivanje suspenzija. Njihovu glavnu karakteristiku predstavlja selektivha propusnost
koja je nastala uslijed specificne membranske grade u vidu tankoslojnog materijala koji se
sastoji od tankog poroznog povrsinskog dijela, nacinjenog od jedne vrste polimera,
nanesenog preko debljeg sredisnjeg sloja i polimerne baze (Slika 2). Njen povrsSinski sloj

razdvaja molekule, a donji sluzi kao potporanj.

7
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Slika 2 Poprecni presjek strukturne grade membrane (ldarraga-Mora i sur., 2018)

2.1.1 Svojstva membrana

Lovri¢ (2003) navodi da je uvjet koji je odredio podjelu membrana na razne skupine njihova
grani¢na vrijednost zadrzavanja molekula, odnosno sposobnost zadrZavanja molekula
odredene molekulske mase. To u pravilu znaci da bi ¢estice manje mase od grani¢ne prelazile
u permeat, a ostale bile odvojene u struji retentata. Glavna podjela membrana prikazana je

na Slici 3.

Membrane se obzirom na razli¢itost u strukturi dijele na simetricne i asimetricne.
Medusobno se razlikuju po nacinu odjeljivanja Cestica koji je kod simetri¢nih aktivan kroz
Citav presjek membrane, a kod asimetricnih membrana se odjeljivanje obavlja samo na
povrsinskom guséem sloju. Simetri¢ne su homogene u svakom svom dijelu, dok asimetri¢ne
karakterizira heterogenost i nejednolikost strukture. Mogu biti nacinjene od jednog ili vise
vrsta materijala. Asimetricne membrane su najcesc¢e zastupljene u prehrambenoj industriji.
Odlikuju se visokom mehani¢kom stabilnos¢u. Posebna vrsta asimetricnih membrana su
kompozitne membrane Cija struktura takoder obuhvaca tanki gusti povrsinski sloj te porozni
sloj nosac. No, za razliku od uobicajenih asimetricnih, kod kompozitnih membrana svaki sloj
moze biti izgraden od razliCite vrste materijala. Najve¢u primjenu pokazale su u tehnologiji

reverzne osmoze (Smith, 2012a).

|
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= \ oblik
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N &
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Slika 3 Klasifikacija membrana prema mehanickoj separaciji, kemijskom sastavu, fizic¢koj
strukturi i geometrijskom obliku (Pichler, 2017; Smith, 2012a; Pinnau i sur., 2000)

2.1.2 Membranski materijali

Komponente koje sacinjavaju ulaznu otopinu mogu reagirati s materijalom koji izgraduje
membranu, stoga se svi dijelovi membranskog sustava moraju optimizirati specificno
odredenoj namjeni. To znaci da je za svako apliciranje novih vrsta membrana potrebno

provesti preliminarna istraZivanja.

Polimeri koji se koriste za proizvodnju membrana ovise o kemijskom sastavu i molekulskoj
gradi Cestica koje ¢e kroz nju protjecati. Neki od njih, poput celuloznog acetata, izuzetno su
popularni zbog visokih performansi za odredena svojstva. Modificirajuc¢i celulozu i
invertirajuéi ju u asimetricne membrane omogucena je visoka selektivnost postupka
membranske filtracije posebno uoéenog kod desalinacije vode. Molekulu celuloznog acetata
izgraduju acetilirane jedinice celuloze. Ogromna primjena odlikuje ju nizom prednosti:
visokom propustljivos¢u H,0, odbijanjem iona soli, mehanickom stabilnos¢u, a tome
pridonosi i jeftina sirovina — pamuk. Medutim, primjena celuloznog acetata okarakterizirana
je i nekim manama obzirom da je to spoj koji je nestabilan pri ekstremno visokim

vrijednostima pH i temperature, ima sposobnost reagirati s organskim spojevima i

9
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mikroorganizmima. Dugotrajno izlaganje membrane ekstremnim grani¢nim vrijedqﬁos)gmg
pH, moZe bitno utjecati na skracenje njenog vijeka trajanja (Smith, 2012b). Spellman (2016)
istice kako se celulozni acetat pokazao najucinkovitijim kod procesa reverzne osmoze zbog

visoke selektivnosti.

Ostali polimeri imaju malu primjenu za razliku od celuloznih derivata. Svrstavaju se u dvije
skupine obzirom na podrijetlo, organski i anorganski materijali. Medu organskim se izdvaja
polisulfon koji u usporedbi s celuloznim acetatom ima vecu otpornost na visoke temperature
i pH vrijednosti, ali nema primjenu kod RO. Zatim poliamidi koji se koriste i u NF i RO. Osim
Sto podnose visoke temperature, odlikuju se mehanickom ¢vrstoéom te stabilnos¢u prema

utjecaju kisika. Znacaj ovoj skupini pridaju vinilni polimeri i elastomeri.

Skupini anorganskih materijala pridruzuju se keramicki, stakleni i metalni materijali. Bududi
da su metalne membrane zavarene u jednu jedinicu koja se ne moze rastaviti radi vizualnog

pregleda, one se ne smatraju prikladnim za koriStenje u proizvodnji hrane.

Pri odabiru materijala membrane ciji je poprecni presjek prikazan Slikom 2, za formiranje
tankog separacijskog sloja koriste se membrane poliamida i polivinil fluorida, a za sloj nosaca
polisulfon i polietersulfon. Kombinacija navedenih sirovina omogudéit ée konstruiranje
membrana dobre kemijske i toplinske stabilnosti, otpornih na zacepljenja, tolerantnijih na

promjene pH i temperature (Smith, 2012b).

2.1.3 Principi provedbe procesa

Kod membranskih procesa razlikuju se dva osnovna postupka membranske filtracije: dead-
end ili staticka i cross-flow odnosno dinamicka filtracija. U slucaju staticke filtracije ulazna
otopina pada okomito na smjer pruzanja membrane sto ¢esto dovodi do stvaranja debelog
sloja taloga na njenoj povrsini koji u konacnici uzrokuje njeno zacepljenje. Tada je cijeli
proces potrebno zaustaviti i provesti CiS¢enje te obzirom na to, ova vrsta filtriranja je
diskontinuirana. Za razliku od takvog klasiénog principa, kod dinamicke filtracije dobavna
struja biva tlacena paralelno sa smjerom pruzanja membrane (tangencijalno) u kontinuitetu
Sto je pogodno za operacije na hrani. Membrane u kontinuiranim procesima dolaze u
jedinstveno dizajniranim jedinicama - modulima. Oblikovane membrane su medusobno
povezane i smjeStene unutar cjevovoda. Svi moduli gradeni su po istom principu, ali u

razli¢itim varijantama kako bi odgovarali svakoj membrani ponaosob pa se u vidu tog

10



é_"

2, Teorijski dio
=

kriterija dijele na: cjevaste, spiralne, module sa Supljim vlaknima i plo¢aste koji imajuveliku

primjenu u prehrambenoj industriji.

S g N
HH Dobavna \ _A ;'m P U & HH %

Retentat

s ® .> /

Slika 4 Shema cross-flow ili dinamicke filtracije (Hausmann, 2012; Pichler, 2017; Smith,
2012b)

Zeljene karakteristike dizajna obi¢no ukljuéuju moguénost postizanja visoke ucinkovitosti
procesa na malom prostoru, odgovarajuci stupanj mehanicke stabilnosti, higijenski dizajn
koji odgovara propisanim standardima, moguénost c¢is¢enja na mjestu (CIP) i jednostavnost

pristupa prilikom zamjene membrane.

U plocastom sistemu (Slika 5) membrane su nacinjene u obliku folija smjestenih izmedu
paralelno postavljenih ploca. Sastoji se od razdjelnih, noseéih plo¢a i membrana smjestenih
na jednu vertikalnu centralnu osovinu. Membrane se nalaze s obje strane ploée okrenute na
van. PovrSina membrana isprepletena je zlijebovima koji tvore kanale za permeat koji ide u
unutrasnjost ploc¢e (mrezasta struktura). Razdjelna ploca se nalazi izmedu dvije nosece ploce,
na njenoj povrsini su rebrasti izvodi i na periferiji otvori za tecenje koncentrata (retentata).
Ploce s membranom mogu biti razlicitih geometrijskih oblika, pravokutne, okrugle ili
eliptiéne ovisno o proizvodacu. U pocetku su jedinice izradene za vertikalnu opskrbu hranom
od dna prema vrhu. Horizontalni dizajn trenutno se koristi u prehrambenoj industriji.
Prednost sustava ploca i okvira je jednostavnost zamjene ili uklanjanja pojedinih membrana

(Smith, 2012b).
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Na principu plocastog modula s kompozitnim membranama radi uredaj LabUnit M20 kaiji je

vODA

detaljnije opisan i koristen za provedbu eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada.

PERMEAT

SRR

RS
XA

MEMBRANA =

T

KANAL ZA
PERMEAT N

KONCENTRAT

OTOPINA

Slika 5 Plocasti modul (Balster, 2015)

2.1.4 Kemijski osvrt

Osmoza je prirodni proces u kojem Cisto otapalo difundira kroz semipermeabilnu membranu
(propusnu samo za otapalo, a ne i za otopljenu tvar) u otopinu. Takva pojava moze se nadi u
prirodnim, ali i umjetnim sustavima u kojima je membrana alat koji odjeljuje dvije tekuéine
razli¢itih koncentracija. Prijelaz cestica otapala odvija se po prirodnom zakonu koji
funkcionira na nacin da svaki sustav koji nije u ravnotezi teZi njenom uspostavljanju. Buduci
da se u neravnoteZinom sustavu Zeli stvoriti stanje ravnoteze, Cisto otapalo ¢e prelaziti u
otopinu, odnosno prijelaz tvari ¢e teci iz podruéja nize koncentracije u podrudje vise
koncentracije tvari. Razlog tomu je potreba za izjednaéenjem koncentracija s obje strane, a
kako membrana nije propustljiva za otopljenu tvar, jedino je mogu¢ prijenos Cistog otapala.
Kako bi se koncentracije izjednacile, manje koncentrirana otopina (Cisto otapalo) postaje
koncentriranija, a vise koncentrirana otopina postaje razrijedena. Protok tvari u tom smjeru
omogucen je zbog razlike u hidrostatskim tlakovima. Inace, hidrostatski tlak u otopini
(otapalo + otopljena tvar) je veci od onog u Cistom otapalu zato $to ovisi o teZini stupca
tekucdine unutar koje djeluje. Kada se tlakovi izjednace te postigne ravnotezno stanje proces

je stopiran. Medutim, osim zaustavljanja prijelaz tvari se moZe odvijati reverzibilno, odnosno
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iz podrucja viSe u podrucje nize koncentracije. Otopine su sustavi sastavljeni od otaéal}ng:i
njemu otopljenih tvari. Molekule otapala imaju odredenu brzinu kretanja, dok molekule tvari
uglavnom kretanje postizu zbog sudaranja s molekulama otapala prilikom cega razvijaju
kineticku energiju (Brownovo gibanje). Nastala energija proporcionalna je tlaku koji te
Cestice stvaraju u otopini, a naziva se osmotski tlak Cije je djelovanje objasnio van't Hoff

izrazom:
T=cXRXT

gdje je: t— osmotski tlak [Pa], c — koncentracija otopine [mol L™'], R — op¢a plinska konstanta

8,314 [J K'mol™], T —temperatura [K] (Spellman, 2016).

Osmotski tlak nastaje u otopinama koje se krecu kroz polupropusnu membranu. Njegova
jakost ovisi isklju¢ivo o mnozinskoj koncentraciji prisutnih tvari u sustavu. Definira se i kao
tlak koji tlac¢i koncentriraniju otopinu i tako sprje¢ava prijelaz Ccistog otapala kroz
polupropusnu membranu. Ukoliko je proces povratan osmotski tlak potrebno je nadvladati.
Nacin na koji se provodi reverzibilan proces je povecanje hidrostatskog tlaka otopine koji ¢e
savladati osmotski i tako omoguditi prolaz molekula otapala kroz membranu obratnim
redoslijedom. Opisan proces naziva se reverzna osmoza (hiperfiltracija, Slika 6). Prvu
prakticnu membranu od celuloznog acetata za primjenu kod RO proizveli su, 1972., Loeb i
Sourirajan. Ta je membrana pokazala visoku selektivnost zahvaljujuéi svojoj asimetri¢noj
strukturi. Kasnije su se razvile kompozitne membrane koje su doprinijele klju¢nom proboju
primjene RO u industriji. Imale su toliki znac¢aj da su sve membrane koje se i danas
primjenjuju tankoslojne kompozitne poliamidne membrane. Naime, iako su proizvedene
1980-ih, njihove performanse su znacajno poboljSane u odnosu na modele prve generacije.
Osim membrana, uspjeSnom radu tehnologije RO pogodovali su dizajn modula, radni uvjeti
koji umanjuju nepovoljne ucinke klasi¢nih postupaka separacije te potpuno nov nacin
transporta Cestica tijekom filtriranja. Dok MF i UF ucinkovitost prolaska tvari kroz membranu
vezu uz veli¢inu, oblik i naboj Cestica, NF i RO temelje model protoka na nacelu otapanja i

difuzije (Smith, 2012a).
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Slika 6 Princip filtracije otopine primjenom reverzne osmoze (Spellman, 2016)

Ucinkovito$éu tehnoloskog procesa RO upravlja brzina protoka tekuéine kroz membranu.
Bitni ¢imbenici koji reguliraju protok i imaju znacajan utjecaj na njegova svojstva su: tlak,
temperatura, polarizacija koncentracije, struktura membrana i permeabilnost. Takoder,
sposobnost zadrzavanja svih tvari koje se nalaze u otopini bitno je svojstvo Citavog procesa,
posebice ako se provodi u cilju koncentriranja tekucine. Ukoliko je membrana u potpunosti
uspjela zadrzati sve tvari iz sustava ovaj koeficijent iznosi 100%. Koeficijent zadrzavanja ili

retencije dan je izrazom:

C
R=% ><100=(1—C—”>><100 [%]
T T

gdje je: R — koeficijent zadrzavanja ili retencije [%], C, — koncentracija u retentatu, C, —

koncentracija u permeatu.

Karakteristike suvremenih sustava RO su veli¢ina pora manja od 2 nm, radni tlakovi 10-100

bara te propusnost sicusnih iona i organskih molekula (Jaffrin, 2015).

2.1.5 Koncentriranje prehrambenih proizvoda i primjena RO u toj grani
industrije

lako su membranski sustavi proucavani dugi niz godina, prehrambena tehnologija je grana

industrije koja je tek nedavno ukljuéila membrane u Siroku primjenu. Stoga se uporabu
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membranskih postupaka u proizvodnji hrane moZe smatrati relativno novim alatom prerade

hrane vrlo obedavajuce buduénosti (Tamime, 2013).

Naime, najvecu primjenu membranskih postupaka reverznom osmozom zauzimaju
predtretmani preciséavanja hrane i koristenje u desalinaciji vode, no sve se viSe koriste i kao
alternativa procesima koncentriranja hrane. Bududi da RO radi pri nizim temperaturama,
primjena u preradi hrane i pi¢a nudi posebne prednosti u odnosu na konvencionalne
tehnologije, kao $to su oCuvanje toplinski osjetljivih komponenti, nizi troSkovi ulaganja, niska
energetska potrosnja i zadrzavanje aromatskih spojeva (Kotsanopoulos i Arvanitoyannis,

2013).

Opcenito, koncentriranje je postupak uklanjanja vode iz profila proizvoda koje pogoduje
duljoj stabilnosti i odrZivosti hrane i pi¢a, pri ¢emu smanjenje volumena doprinosi redukciji
financijskih izdataka kod skladiStenja, pakiranja i dostave. Navedene prednosti membranskih
tehnologija prepoznala je industrija vina. Premda membranski postupci u ovom sektoru
industrije nisu zastupljeni u punoj dinamici, oni se ve¢ 50-ak godina primjenjuju u vinarstvu.
U posljednjem je desetlje¢u doslo do naglog razvoja membranskih materijala i novih tipova
modula. Time se prosirila primjena membrana u postupcima filtriranja i stabilizacije vina.
Tako je pocetna primjena membrana za MF primjenjivanu kod uklanjanja necistoca proSirena
na korigiranje sadrzaja alkohola, smanjivanje kiselosti, zakiseljavanje, koncentriranje

(Cassanoi sur., 2020).

Srz ovog diplomskog rada je utvrditi utjecaj koncentriranja crnog vina Cabernet Sauvignon na
tvari boje tehnikom reverzne osmoze. Radovi objavljivani u razdoblju od posljednjih
dvadesetak godina (Gurak i sur., 2010; Mietton-Peuchota i sur., 2002; Aguiar i sur., 2012)
bazirani su iskljuivo na koncentriranje mosta, medutim vec je u prethodnom odlomku
navedeno kako je tehnika RO danas vrlo zastupljena u vinarstvu i u svrhu korigiranja udjela
alkohola, kiselina, boje, arome itd. Koncentriranjem se nastoje ugustiti komponente suhe
tvari na nadin da se dodaju odredene komponente u matriks tekucine, provodi metoda
visSestrukog vakuum isparavanja ili zamrzavanjem. Ako se za uguscivanje koriste tretmani
vakuum isparavanja doci ¢e do gubitka aromatskog profila, degradacije boje te poprimanja
tipi€nog okusa po kuhanom. Nadalje, zamrzavanjem se voda uklanja u obliku leda, a ne pare,
Sto doprinosi oCuvanju arome. Medutim, ovaj postupak karakterizira visoka potrosnja

energije, a konacan proizvod pokazuje nizu kakvoéu od isparavanja. Cassano i sur. (2020)
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navode da je stupanj koncentracije mosta 50 °Brix kod zamrzavanja, a kod isparavanja 60-65

°Brix.

Spomenute metode ukljuéuju izdvajanje vode kroz promjene agregacijskog stanja tekudine,

dok je primjenom reverzne osmoze izbjegnuta fazna promjena.

Istrazivanje Mietton-Peuchota i sur. (2002), Ciji je cilj pracenje fizikalnih i kemijskih promjena
tijekom koncentriranja mosta crnog i bijelog groida tehnologijom reverzne osmoze,
pokazalo je da su temperature 10 - 15 °C i tlak od 75 bara optimalne varijable za provedbu
uguséivanja. Navode da je razlog primjene tako niskih temperatura nepovoljan utjecaj visoke
temperature i tlaka na permeat. Visoke temperature pogoduju migraciji aromatskih
komponenti u permeat, ali i stvaranju uvjeta za fermentacijsku aktivnost. S druge strane, vrlo
visoki tlakovi poboljSavaju protok permeata, ali takav reZim dovodi do taloZenja soli i
prekomjernog zasiéenja membrana $to u konacnici smanjuje protok permeata. Takoder je
ustanovljeno da je postupak potrebno zaustaviti kada se dosegne 15% alkoholne jakosti.
Nadalje, analizom kemijskog sastava crnog vina utvrdeno je da su Citav aromatski profil i
Sirok spektar voénih aroma zadrzani. Prevladava kompaktnija struktura s izraZzenom
mekocéom i puninom okusa. Kemijskim analizama pokazali su da je intenzitet boje jaci, kao i

udio antocijana, dok je udio tanina ostao jednak.

2.2 PROIZVODNIJA VINA

,Vino je poljoprivredni prehrambeni proizvod, dobiven potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim
vrenjem masulja ili mosta, od svjezeg i za preradu u vino pogodnoga grozda“ (Zakon o vinu,

NN 32/2019).

Na temelju ¢lanka IV Zakona o vinu (NN 96/2003), vina se, u ovisnosti o najznacajnijem
parametru kvalitete istaknutom od strane potrosaca - boji, dijele na tri kategorije: bijelu,

ruzicastu (rose, opolo) i crnu (crvenu).

Glavna razlika izmedu bijelih i crnih vina temelji se u nacinu proizvodnje. Premda je
tehnoloski proces izrade vrlo sliéan i kod bijelih i crnih vina, klju¢na razlika lezi u prisustvu
¢vrstih dijelova crnog grozda koji podlijezu fermentaciji, dok se kod bijelih vina u postupu

runjanja izdvajaju svi ¢vrsti dijelovi ukljuéujudi i vanjski omotac bobice.
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RuZiCasta vina specificna su vrsta vina koja zbog priprave leze na granici bijelih i“crnih.
Izraduju se od crnih sorti groZda, a za dobivanje svijetle boje primjenjuje se tehnoloski

postupak proizvodnje bijelih vina.

Proizvodnja crnih vina moZe se odvijati na razne nacine ovisno o kakvodi i koli¢ini vina koja se
Zeli proizvesti. Klasi¢na vinifikacija crnih vina provodi se paralelnim postupkom maceracije
krutih dijelova grozda (kozZice, sjemenke i peteljke) i alkoholne fermentacije mosta. Na taj se
nacin fermentira cjelokupan masulj. No, moguéi su i drugi nacini proizvodnje crnih vina
poput predfermetativne i postfermentativne maceracije. Klasi¢na vinfikacija crnih vina,

prema Graingeru i Tattersallu (2016), obuhvaca sljedecée korake:
A. berbuitransport grozda;
B. muljanje i runjanje;
C. maceraciju i alkoholnu fermentacija;
D. otakanje vina ocjedivanjem i preSanjem;

E. tiho vrenje (dovrsetak alkoholne fermentacije); moguénost eventualne malolakticke

fermentacije;
F. njeguidoradu vina;
G. skladistenje;
H. punjenje u boce i starenje vina u bocama (samo neke vrste).

Prerada grozda u vino zapocinje berbom u vinogradu. To je pocetna faza koja je presudna za
krajnju kvalitetu i svojstva vina. Samo se od tehnoloski zrelog i zdravog groida moize
proizvesti kvalitetno vino. Medutim, groZzde se ne ubire uvijek s optimalnom zrelos¢u, niti u
potpunosti zdravo. Zbog toga tehnolog mora postaviti vodenje procesa u smjeru dobivanja
najkvalitetnijeg proizvoda Sto ga odredena berba moZe dati. Izbor vinifikatora i popratne
opreme svaki proizvoda¢ mora prilagoditi svojim zahtjevima i Zeljenom ili ve¢ uhodanom
postupku proizvodnje i dorade vina. Uredaji za preradu grozda (runjace, muljace, pumpe...)
moraju odgovarati vrsti prerade (tehnologija bijelih ili crnih vina), a oprema za doradu mora
udvoljavati prethodno postavljenim koracima proizvodnje. Prva operacija vinifikacije crnih
vina je runjanje grozda. Runjanje se obavlja na centrifugalnom uredaju, runjaci, gdje se

odjeljuje peteljka od bobice. lako peteljka sadrZi velik udio polifenolnih spojeva ona ne ulazi
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u fazu muljanja bududi da se radi o ,grubim” polifenolima koji narusavaju organqﬁl.epitiiky
mosta u kasnijim fazama. Zatim se vrsi operacija muljanja, odnosno gnjecenja grozda iz kojeg
se iscjeduje sok. Tako nastali sok naziva se most, a cjelokupni ostatak (¢vrsti i tekuci dio)
masulj. Nakon muljanja i runjanja most se prebacuje u fermentacijske spremnike, uz
prethodno sumporenje. Doze od 10 g hl k-metabisulfita su dovoljne za zaétitu crnog
masulja obzirom da je crno groide otpornije na oksidaciju od bijelog. Fermentacijski
spremnici ne napune se do poklopca, veé se ostavi odreden volumen praznog prostora jer se
tijekom fermentacije stvara ugljikov (IV) oksid koji uzrokuje pjenjenje.Slijedi fermentacija, no
prije njena pocetka masulju se dodaje selekcionirani vinski kvasac koji uzrokuje previranje
Seéera do alkohola. Proces fermentacije je turbulentan i prirodno stvara toplinu. Tijekom
proizvodnje vina fermentacija moZe zapoceti na oko 20 °C, ali temperature mogu narasti i do
30 — 32 °C. Obzirom da kvasci ne prezivljavaju vise temperature, uobicajena fermentacija

provodi se na 25-28 °C (Grainger i Tattersall, 2016).

Specifitne vizualne, mirisne i okusne karakteristike kojima odiSu crna vina nastaju kao
rezultat provedbe maceracije. Ovim se postupkom postupno izdvajaju pojedini sastojci iz
krutih dijelova grozda. Glavna odlika maceracije je ekstrahiranje polifenolnih tvari iz masulja
dajuci tako vinu punodu boje i skladnu strukturu. Istodobno se s tvarima boje ekstrahiraju i
druge tvari: tvari arome, prekursori arome, spojevi s dusikom, polisaharidi (pektini) i
mineralni sastojci. Najveéi znacaj u vinifikaciji crnih vina ima duljina trajanja maceracije.
GOmez-Plaza i sur. (2002) utvrdili su da je dulja maceracija na uzorcima crnih vina rezultirala

boljom kakvoéom boje.

Otakanje vina sastoji se od odvajanja vina od dropa u posudu gdje ¢e se dovrsiti alkoholna i
eventualno kasnije i malolakti¢na fermentacija. Nakon odvajanja vina iz posude zapocinje

faza vadenja ocjedenog masulja i presanja.

Period burne fermentacije kojeg karakterizira nagli pad Sedera, povisena temperatura,
oslobadanje CO, u visokim udjelima, sljeduje tzv. tiha fermentacija ili doviranje. Ovaj period
iznimno je znacajan za vino jer se osim zavrSetka fermentacije odigravaju i drugi procesi
odgovorni za buducda svojstva vina. Malolakti¢na fermentacija obi¢no sljeduje alkoholnu pa
se ponekad naziva i sekundarna fermentacija. Ovdje kvasac nije aktivan vec¢ je rije¢ o
transformaciji uzrokovanoj djelovanjem sojeva bakterija roda Lactobacillus, Leuconostoc i

Pediococcus. Ostra jabucna kiselina pod njihovim djelovanjem pretvara se u mlije¢nu kiselinu
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njeznijeg okusa. Po zavrSetku fermentacije vina imaju ostar i prilicno neugodan miris. Obi¢no

im je potrebno razdoblje sazrijevanja tijekom kojeg se odvijaju odredene kemijske promjene
ukljucujuéi omeksavanje tanina i integraciju kiselosti. Najkvalitetnija crna vina sazrijevaju u
periodu 9 - 22 mjeseca. Tijekom tog vremena apsorbirat ¢e i odredene sastojke iz bacve
poput vanilina i hidroliziranih tanina. Vino mozZe sazrijevati i u tankovima koji mogu biti
izgradeni od betona ili nehrdajuéeg celika. Slika 7 shematski je prikaz opisanih faza

vinifikacije crnih vina (Grainger i Tattersall, 2016).

VINIFIKACIJA CRNIH VINA

KRATKO
SKLADISTENJE
U HLADNJACI

BERBA

GROZPA
KVASCI
TRANSPORT
- RUNJANIE |
i MULIANJE
o
| P | "
LTS R
TIHO VRENJE,
-y ) ODLEZAVANIE

A 4

PUNIENJE U
BOCE

Slika 7 Koraci vinifikacije crnih vina (Grainger i Tattersall, 2016)

Balans biokemijskih osobina sirovine za izradu vina i jednostani¢nog vinskog kvasca -
uzrocnika alkoholnog vrenja, uvjeti pri kojima se odvija fermentacija i vanjski utjecaji koji
djeluju na Citav proces prerade, fermentiranja i skladistenja rezultiraju iznimno kompleksnim

sastavom vina.
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2.3 KEMIUSKI SASTAV VINA -

DA

Komponente u tragovima:

1% (Seceri, vitamini,
dusicni spojevi, anioni i
kationi)
Arome: 0,5%
-alkoholi (51,17%)
-esteri (35,73%)
-ketoni (1,52%)
-masne kiseline (1,34%)
-fenolni spojevi, amidi, ostalo (1,94%)
_— e | Kiseline: 0,5% (uglavnom vinska
kiselina)

Slika 8 Kemijski sastav vina (Jackson, 2014)

Jackson (2014) je predocio kemijski sastav vina prikazavsi udjele vode i etanola koji
predstavljaju dominantne komponente vina u veéem predjelu boce te proporcionalno tome
udjele spojeva odgovornih za tvorbu aromatskog profila (alkoholi, esteri, ketoni, masne
kiseline, polifenoli, amidi) i opcenito utemeljitelja organoleptickih svojstava vina

(komponente u tragovima, kiseline) pri dnu boce (Slika 8).

2.3.1 Voda

Vino je prehrambeni proizvod u najvecem dijelu sacinjen od vode koja je sadrzana u kolicini
od c¢ak 86,8%. Razlog tomu je prisustvo njenog visokog udjela unutar same sirovine od koje
se vino pripravlja (Jackson, 2014). Molekula vode ima sposobnost otapanja razlicitih spojeva.
Prilikom proizvodnje voda se ne izdvaja ve¢ prenosi u konaéni proizvod pa zbog toga ima
mogucnost povezivati se s ostalim sastojcima vina, prvenstveno alkoholima, kiselinama i

solima, ali i manjim sastojcima poput ulja, voska i tako stvoriti znacajan utjecaj na njegova
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svojstva (Alpeza, 2008). Voda je bitna komponenta u mnogim kemijskim reakcijama {Ig.ojieisg
odvijaju tijekom zrenja, fermentacije, starenja, ali i koncentriranja vina (Jackson, 2014). To je
sastojak koji se nastoji ukloniti kako bi se poveéala gustoca, odnosno udio suhe tvari vina.
Ve¢ provedena istrazivanja koncentriranja reverznom osmozom nekih gotovih tekucih
proizvoda (Gurak i sur., 2010) pokazala su da postupak rezultira stvaranjem kvalitetnijeg
proizvoda uz ocuvanje svih komponenti koje se drugim tehnikama uklanjanja vode, poput

uparavanja, nisu uspjele o€uvati, sa zadrskom na ocuvanje tvari boje i arome.

2.3.2 Seéeri

lako zastupljeni u vrlo malim koli¢inama u odnosu na ostale sastojke, Seceri, kao glavni
predstavnici ugljikohidrata, posreduju u reakcijama nastanka spojeva ¢ijim se prozimanjem u
vinu oblikuje njemu svojstvena aromatska kompozicija. Koli¢ina Secera zastupljena u grozdu
proporcionalna je veli¢ini koja utje¢e na udio alkohola u vinima. Secer se moze dodatno
dodavati ukoliko udio slada u grozdu nije dovoljan za postizanje Zeljene alkoholne jakosti.
Secer se u vinima klasira na fermentirajuci i nefermentirajuci. Saccharomyces cerevisiae
razgraduje fermentirajuée Secere. Buduéi da ima ograni¢ene sposobnosti fermentiranja
drugih tvari vazno je da vedina sastojaka bude razgradena do glukoze i fruktoze koje ta vrsta
kvasca mozZe u potpunosti razgraditi. Nefermentirajuci Seéeri uglavnom utjecu na slatkoéu
vina. Osim toga, Seceri mogu metabolizirati u spojeve poput visih alkohola, masnih kiselina,

estera, aldehida, tj. u tvari koje postavljaju temeljnu aromu u vinima.

Medutim, Seéer je kljuc¢an iskljuivo za provedbu procesa fermentacije pri kojem nastaje
etanol kao najznacajniji produkt. Skupini ugljikohidrata pripadaju pektinske tvari i
polisaharidi koji tijekom fermentacije imaju sposobnost stvarati sloZzene koloide. Slijedom
toga uzrokuju nepozZeljna zamudéenja u vinima, a samim time i probleme kod filtracije

(Jackson, 2014).

2.3.3 Kiselinski sastav

Nadalje, suhu tvar vina ¢ine u njemu prisutne hlapljive i nehlapljive kiseline. Vaznost
prisustva kiselina u vinima ocituje se kroz zastitna te organolepti¢ka svojstva. Kiseline su
kljucni spojevi koji pojacavaju ucinak SO, koji u osnovi stiti vina od kvarenja. Kiselo podrucje

inhibira rast veéine neZeljenih bakterija koje u okolini niskog pH nemaju sposobnost
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preZivljavanja (Gammon i sur., 2010). Osim toga, one su kljuéna komponenta pfil]kgm
sljubljivanja vina s hranom te odgovorne za stvaranje cjelokupnog dojma odredene sorte
vina. Prvoj skupini pripadaju hlapljive kiseline Ciji je predstavnik octena kiselina. Upravo je
octena kiselina u vinima nepoZeljna jer se ocituje kao pokazatelj bolesti vina ukoliko je
prisutna izvan dopustenih granica. Nehlapljive kiseline su sastojci zdravog vina u iju se
skupinu ubrajaju: vinska, jabucna i mlije¢na kiselina. Tijekom dozrijevanja vina dogadaju se
promjene u kiselinskom sastavu vina zbog reakcija organskih kiselina s etanolom kroz proces
esterifikacije. Raznolikost kiselina doprinosi razli¢éitom okusu, odnosno aromatskom dojmu -
jabucna kiselina ima grubi, ostri okus, dok limunska kiselina daje vrlo svjeZi citrusni dojam
(Alpeza, 2008). Mcrae i sur. (2018) objasnjava da je kiselost u vinima usko povezana s
tvarima boje, posebice polifenolnim spojevima, na nacin da prisustvo niskog pH povezuje s

intenzivnijom i stabilnijom crvenom bojom vina.

2.3.4 Alkoholi

Alkoholi prisutni u vinu su: etanol, metanol, viSi alkoholi, dioli, polioli. Etanol kao
najzastupljeniji medu njima ima antimikrobno djelovanje te velik utjecaj na stabilnost u
reakciji s kiselinama. Takoder djeluje kao otapalo nepoZeljnih aromatskih tvari. Ima utjecaj
na okus mijenjajuci percepciju kiselosti. Pri normalnim uvjetima fermentacije akumulira se
14 - 15% etanola(Jackson, 2014). Clanci XXVIIl i XXIX Zakona o vinu navode kako se udio
alkohola mozZe povisiti doseceravanjem vina tijekom alkoholne fermentacije samo ako je
zbog losih vremenskih prilika sadrzaj groZdanog Seédera u masulju ili mostu manji od
prosje¢nog sadrZaja Seéera za tu sortu i to podrucje ili kod proizvodnje vrhunskog vina (NN
32/19). U pravilu, koli¢ina nastalog etanola ovisi o udjelu Secera, temperaturi fermentacije te

soju kvasca.

Visi alkoholi poput propanola, izobutilnog, izoamilnog alkohola te fenola znacajnost iskazuju
kroz utjecaj na aromu. Polioli su spojevi koji doprinose vecoj viskoznosti vina. Kao

najznacajniji predstavnik izdvaja se glicerol (Jackson, 2014).

2.3.5 Esteri

Esteri su komponente odgovorne za okus i aromatski profil vina. Alpeza (2008) navodi dvije

skupine estera prisutne u vinima: prva ,grupa voénih estera” koja nastaje tijekom alkoholne
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fermentacije i druga tijekom dozrijevanja. Fermentacijski esteri nastali kao rezultat

djelovanja metabolizma kvasaca zasluzni su za svjeZe, privlatne, voéne arome vina, a dijele

se na skupine acetatnih estera visih alkohola i etil estera masnih kiselina.

Kljuéni proces za o€uvanje ovih vrlo hlapljivih spojeva je dozrijevanje vina. Ukoliko se ono
provodi pri nepovoljnim uvjetima, osobito pri visokoj temperaturi, smanjit ¢e se udio estera i
izgubiti vocni segment arome. Takoder, izloZenost kisiku moZe izazvati kvarenje vina s

izrazitom aromom na ocat (Jackson, 2014).

Najzastupljeniji ester u vinu je etil acetat, u velikoj mjeri odgovoran za osjetilne
karakteristike vina. Plata i sur. (2003) navode da u koncentraciji ispod 80 mg L ima povoljan

ucinak.

2.3.6 Polifenoli

Polifenoli su heterogena skupina spojeva prepoznatljiva po prisustvu jednog ili vise
hidroksilnih aromatskih prstenova. Ti su spojevi klasificirani, na temelju razlike u broju C
atoma prisutnih unutar molekule, na flavonoide i neflavonoide premda se, osim po razlikama
u kemijskoj strukturi, kategorizacija moze provesti i u ovisnosti o podrijetlu ili njihovoj
raznolikoj bioloSkoj aktivnosti (Tsao, 2010). Podjela flavonoidnih i neflavonoidnih spojeva

iskazana je Slikom 9.
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Slika 9 Podjela polifenolnih spojeva (Jackson, 2014; Rein, 2005; Teixeira, 2013)

Neflavonoidi su spojevi jednostavne strukture, gradeni od samo jednog fenolnog prstena, za
razliku od flavonoidnog kompleksnijeg sastava Ciji su najznacajniji predstavnici u vinima
flavonoli, flavan-3-oli, antocijani i tanini, dok se kod neflavonoidnih spojeva izdvajaju stilbeni
i fenolne kiseline. Flavonoidne komponente zastupljene su u koZici, siemenkama i peteljci, a
neflavonoidi u mesu bobice grozda (Niculescu i sur., 2018). Kako su rasprostranjeni u
razli¢itim dijelovima bobice tako je ograni¢ena i njihova prisutnost u razli¢itim vrstama

vina(Kennedy, 2008).

Kod crnih vina se udio fenola znatno razlikuje zbog specificnog nacina proizvodnje koji
uklju€uje ekstrakciju pigmenata iz svih dijelova groZzda. Najbrojniji medu njima, ujedno i
nosioci boje crnih vina su antocijani (Kennedy, 2008; Tsao, 2010; Pereira de Freitas i sur.,
2017). Znacajno svojstvo crnih vina upravo je boja koja, kako navode Pereira de Freitas i sur.
(2017), predstavlja glavni segment prepoznatljivosti kvalitete u potrosaca, stoga je bitno

ocCuvati ju. Antocijani predstavljaju spojeve nastale glikozilacijom antocijanidina (Slika 10).
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Slika 10 Nastanak antocijana iz molekule aglikona (Rein, 2005)

Trenutno su poznata 22 razli¢ita antocijanidina od kojih je njih Sest izdvojeno kao znacajan
sastojak hrane: cijanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin te petunidin. Oni nastaju kao
derivati flavilijum kationa koji se medusobno razlikuju u odnosu na broj hidroksilnih i
metoksilnih skupina zastupljenih na B prstenu flavilijum kationa. Prikaz flavilijum kationa kao

i ostalih derivata dan je Slikom 11.

Slika 11 Molekula flavilijum kationa i derivati (Rein, 2005)

Obzirom da je molekula antocijanidina aglikon kojeg karakterizira slabo obojenje,
nestabilnost te podloZznost degradaciji, nastoji se vezati u stabilniji oblik kroz mehanizme

intermolekularnog ili intramolekularnog povezivanja ili ¢ak i stvarati komplekse s metalima.
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Nastali kopigmenti ovisit ¢e o pH vrijednosti medija, temperaturi i kemijskoj st[ﬁlgir[.
Antocijani su prisutni u vinu u slobodnom i vezanom obliku. Tsiakkas i sur. (2020) navode
kako je uobitajen udio slobodnih antocijana u crnim vinima oko 500 mg L' premda isti¢u da

u nekim sortama poput Cabernet Sauvignona i njegovih hibrida dosezZe vrijednosti i do 2000

mg L™t

Ipak, slobodni antocijani nisu posebno stabilni. Polimerizacija je klju¢an proces koji doprinosi
povedéanju stabilnosti boje. Dakle, stabilna crvena boja nastaje kao posljedica reakcija
kopigmentacije, odnosno polimerizacije antocijana s drugim spojevima vina. Opisani spojevi
predstavnici su Siroko rasprostranjenih pigmenata odgovornih za Zutu, narancastu, crvenu,
plavu i ljubicastu boju biljaka i njihovih proizvoda, cija je pogodnost svojstvo topljivosti u
vodi. U vodenim otopinama pojavljuju se u razli¢itim strukturama ovisno o prisutnom pH
otopine. Antocijani se stoga mogu pronadi u pet, dinamicki uravnotezenih oblika. Ljubic¢asto i
plavo obojenje daju kinoidalne baze, a Zuto halkoni. Ovi oblici prisutni su pri povisenim
temperaturama sustava. Pri normalnim uvjetima koji za vino oznacavaju kiselo podrucje
zastupljene su slabo obojene karbinol baze i crveni flavilijum kationi-nosioci crvene boje
vina. Sljubljivanjem flavilijum kationa s ostalim spojevima vina omogucena je polimerizacija
(Oliveira i sur., 2019). Polimer stiti molekulu antocijanidina od oksidacije i drugih kemijskih
modifikacija poput sulfitne dekoloracije. Time doprinosi veéoj stabilnosti i oCuvanju kvalitete

vina.

Zajedno s flavilijum kationima kopigmentiraju i flavonoli. Najzastupljeniji medu njima su:
kvercetin, kamferol i mircetin. U vecoj koli¢ini prevladavaju u vinima od groZzda s debljom
koZzicom poput vina Cabernet Sauvignon. Nadalje, polimerizaciji se prikljucuju i pigmenti
odgovorni za trpkost i gorcinu vina — tanini. Tanini su prisutni u vinima u dva stanja,
hidroliziranom i kondenziranom. Hidrolizirane tanine predstavljaju polimeri galne kiseline i
Secera (najcescée glukoze), a kondenzirane proantocijanidini. Vecina tanina prisutnih u grozdu
i vinima je kondenzirana. Njihova koncentracija opada paralelno s procesom starenja vina
zbog oksidativnih reakcija i taloZenja. Osim Sto utje¢u na okus vina, imaju ulogu u bistrenju
zbog sposobnosti stvaranja kompleksa s proteinima. Proteini uzrokuju mutnocu u vinu pa se

povezivanjem s taninima omogucuje njihovo taloZenje, a ujedno i izdvajanje (Jackson, 2014).

Tvari koje pridonose aromaticnosti, ali i znatnom utjecaju na boju vina su flavan-3-oli.

Obzirom da su smjesteni u sjemenkama i kozZici grozda njihova je koncentracija veéa u crnim
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vinima (Gonzalez-Manzano, 2009). Predstavnici skupine su katehini, epikatéhi)giiii
leukoantocijani. Nositelji su gorcine i trpkosti, medutim, kako se pri polimerizaciji maskiraju
antocijanima, bitno ih je oCuvati jer utje¢u na obojenost vina. U reakciji kondenzacije flavan-
3-ola nastaju ve¢ spomenuti proantocijanidini. Ti bezbojni sekundarni biljni produkti
predstavljaju skupinu monomera, dimera i polimera katehina i epikatehina. Koli¢ina
proantocijanidina u vinima varira ovisno o sorti. Najbogatije proantocijanidinima su Cabernet
Sauvignon, Merlot i Pinot crni. Unato¢ tome Sto ih bijelo i crno grozde sadrzi podjednako,
bijelo vino je siromasno proantocijanidinima (Teixiera i sur., 2013). Koncentracija

proantocijanidina u crnom grozdu varira 1-4 g L™ ovisno o sorti i procesu proizvodnje vina

(Ribéreau-Gayon, 2006).

Fenolne kiseline i stilbeni najvazniji su neflavonoidni spojevi prisutni u grozdu i vinu medu
kojima kljuénu ulogu u sastavu vina igraju hidroksicimetna i hidroksibenzojeva kiselina.
Akumuliraju se u vakuolama koZe i pulpi bobice te ekstrahiraju maceracijom. Najbrojniji
medu njima su derivati hidroksicimetne kiseline koji se obi¢no povezuju s vinskom kiselinom,
alkoholima, Seéerima ili drugim organskim kiselinama pri ¢emu nastaju esteri cimetne, p-
kumarinske i ferulinske kiseline. Hidroksicimetne kiseline odgovorne su za oksidaciju i
posmedivanje vina. No, uz njih za efekt posmedivanja veze se i kaftarinska kiselina koja
djeluje na sirovinu, posebice ako je njeno tkivo osteéeno. Ponasanju kaftarinske kiseline nalik
polifenoloksidazi doprinosi fizicko ostecenje biljke kod kojeg fenoli dolaze u direktan kontakt
s kisikom. Tada posrednici reakcija enzimskog posmedivanja, polifenoloksidaza i peroksidaza,
pretvaraju fenole u kinone koji kasnije polimeriziraju do smede obojenih tvari. Opisane
reakcije dovode do znacajnih promjena boje i arome te u konaénici smanjenja kvalitete vina.
Reakcija promjene boje moZe se odvijati i neenzimskim putem. Hidroksicimetna kiselina u
crnim vinima ima sposobnost kopigmentirati s drugim tvarima vina. Njeno prisustvo tada je

jedva uocljivo zbog prekrivenosti antocijanima.

S druge strane, hidroksibenzojeve kiseline zastupljene su u puno nizim koncentracijama nego
prethodno opisane, medutim, njihovo prisustvo poveéava boravak u hrastovim baévama.
Razlog tomu je visok udio njihovih derivata u drvenim ba¢vama, posebice elaginske kiseline.
Hrast je drvo koje sadrzi oko 10% hidroliziranih tanina. Hidrolizom se razlazu na galnu
kiselinu i dilakton-elaginska kiselina, Cije prisustvo i reaktivnost s antocijanima pojacava

crvenu boju vinima.
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Stilbeni su spojevi koji se sintetiziraju kao odgovor biljke na stres, odnosno prisustvgl @E?
infekcije. Najzastupljeniji medu njima je resveratrol, tj. 3,5,4'-trihidroksistilben. Nastaje u
grozdu kako bi zastitio bobice od Stetnog djelovanja plijesni ili UV zracenja. Njegova je
koncentracija vec¢a u crnim vinima Sto se pripisuje duljoj ekstrakciji tvari iz koZice u tekuéinu,

ali i opcenito ve¢em udjelu fenolnih komponenti u crnom grozdu.

Medu navedenim pigmentima odgovornim za organolepti¢ka svojstva vina kao najznacajnije
tvari boje izdvajaju se antocijani. Opcenito, vizualni atributi vina ovise o nacinu na koji
komponente materije, u ovom slucaju vina, upijaju, odnosno odbijaju zracenje vidljivih valnih
duljina. lako se jacina boje i koncentracija prisutnih tvari moZze mjeriti spektrofotometrom
treba imati na umu da dobiveni podaci nikada nece imati toliki utjecaj kao potrosacevo oko.
Boja vina Cesto se ocjenjuje primjenom sustava koji je osmislila Internacionalna komisija (CIE,
1986). Odreduje se propusnost svjetlosnih zraka pri 445, 495, 550 i 625 nm te procjenjuje
intenzitet boje. Jakost boje sugerira na visoku aromati¢nost vina. Ona se postize dovoljno
dugom ekstrakcijom tvari iz kozZice grozda. Takoder, interakcija izmedu boje i sadrzaja suhe
tvari utje¢e na kvalitetu vina. Crna vina poprimaju ljubicasto-crvene nijanse. Intenzivnije
pigmentirane sorte poput Cabernet Sauvignona mogu boju zadrzati desetljeéima (Jackson,

2014).

Na stabilnost boje antocijana snazno utjecu brojni fizikalni i kemijski parametri obzirom da je
samostalna jedinica antocijana izrazito nestabilna Sto je posebice naglaseno u matriksu
hrane. Rein (2005) je istaknuo devet faktora koji utjecu na njihovu stabilnost: struktura, pH
vrijednost sredine, temperatura, kisik, svjetlost, enzimi, askorbinska kiselina, Seceri i

kopigmentacija.

Utjecaj strukturne grade. Znacajan utjecaj na kemijsku stabilnost i reaktivnost antocijana
imaju glikozilne i acilne skupine te mjesta na kojima se povezuju na aglikon. Osim toga,
utjecaj na ponasSanje molekule pigmenta ima pojacana hidroksilacija koja doprinosi
stabilnosti aglikona, odnosno antocijanidina, dok povecana metilacija djeluje suprotno.
Takoder, stabilnost kemijskoj strukturi daju i ostale preinake poput glikozilne supstitucije ili

aciliranja. Nadalje, stabilnost boje raste pove¢anjem koncentracije antocijana u sustavu.
Utjecaj pH. Antocijani su stabilniji u kiselom mediju pri niskim pH vrijednostima nego u
alkalnim otopinama. Boja koju poprimaju razli¢ita je ovisno o pH otopine u kojoj se nalaze.

Osim kiselosti sredine koja je iznimno bitna za formiranje boje, ona ovisi i o stanju u kojem se
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molekula pigmenta nalazi. Kako je ve¢ navedeno, u ravnoteZznom stanju postoje s{[je)geic’ria\
stanja: kinoidalna baza, flavilijev kation, karbinol ili pseudo baza i halkon. Za dominantnu
crvenu boju vina odgovoran je antocijan prisutan u obliku flavilijum kationa. Kako se pH
sredine sniZava tako i boja vina jaCa. Povedanje pH uzrokovat ée smanjenje intenziteta i
koncentracije pigmenta bududi da je flavilijum kation u tom stanju hidratiziran nukleofilnim
napadom molekule vode $to rezultira stvaranjem bezbojnog karbinol oblika. Tada dolazi do
gubitka konjugirane dvostruke veze pa zbog toga ovaj oblik nema moguénost apsorbcije
vidljivog dijela svjetlosti. S druge strane, kod vrlo visokog pH kation se deprotonira te nastaje

anion koji zraci plavu obojenost.

Utjecaj temperature. Antocijani se lako razgraduju tijekom termicke obrade Sto moze
utjecati na kvalitetu boje, ali i kvalitetu citavog proizvoda. Brzina njihove degradacije
povedava se povisenjem temperature tijekom procesiranja i skladiStenja. Temperatura,
zajedno s promjenama pH i u ovisnosti o vremenu trajanja procesa, igra klju¢nu ulogu u
promjenama antocijana. Povoljna situacija dogada se na temperaturama od 50 °C koje su
pogodne za inaktivaciju enzima polifenol oksidaze odgovorne za enzimsku razgradnju
antocijana. Time se postiZe pozitivan utjecaj na zadrzavanje antocijana. Djelovanje poviSene
temperature u kombinaciji s pH 2-4 dovodi do hidrolize glikozidnih jedinica, stvaranja
aglikona te postepenog gubitka boje obzirom da je novonastali produkt izrazito nestabilan.

Osim toga, degradacijski produkti podlozni su stvaranju nepozeljnog smedeg obojenja.

Smatra se da acilacija molekule poboljSava stabilnost antocijana (Brouillard i sur., 1981).
Takoder, Sadilova i sur. (2009) izvjestili su da je metoksilacija doprinijela strukturnoj
otpornosti prema toplini. Medutim, jedini mehanizam koji omoguéuje visok stupanj
stabilnosti antocijana prema promjenama pH, topline i svjetlosti je kopigmentacija (Francis,

1992).

Utjecaj enzima. Enzimi takoder imaju nepovoljan ucinak na stabilnost boje. Glavni enzimi koji
sudjeluju u razgradnji pigmenata su glikozidaze koje djeluju specificno na mjesto vezanja
aglikona i glikoziliranog ostatka pri éemu nastaje antocijanidin. Svi ostali enzimi koji su
prirodno prisutni u grozdu, poput polifenol oksidaze i fenol oksidaze, takoder imaju
razgradujuce djelovanje. Mehanizam ovog nepovoljnog ucinka zapocinje enzimatskom
oksidacijom fenola te stvaranjem kinona. Oni reagiraju s antocijanima i razgraduju ih

stvarajuéi smede produkte razgradnje.
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Utjecaj kisika i svjetlosti. Kisik moze djelovati na antocijane putem dvaju mehaqugnﬁ:
direktnom oksidacijom ili indirektnim enzimatskim mehanizmima. No, kakvo je god
djelovanje kisika aktivno, prisustvo kisika utjeCe na ubrzavanje degradativnih promjena.
Takoder, ukoliko antocijani djeluju s radikalima kisika, ponasaju se kao antioksidansi. Njihovo

prisutstvo u crnim vinima biljezi pozitivan utjecaj na zdravlje (Rein, 2005).

Svjetlost ima razlicit utjecaj na prisutstvo antocijana, s jedne strane je neophodna za njihovu

biosintezu, a s druge djeluje disruptivno (Patras i sur., 2010).

Utjecaj askorbinske kiseline. Tretiranje voénih proizvoda askorbinskom kiselinom uobicajena
je metoda zaStite od oksidacije, ali i obogacivanja prehrambene vrijednosti proizvoda. U
njenu prisustvu dolazi do ubrzane razgradnje antocijana pri ¢emu se proizvod obezboji (Rein,
2005). Medutim, Del Pozo-Insfran i sur. (2004) su uocili da se u prisustvu askorbinske kiseline

stabilnost aciliranih antocijana povecava.

Utjecaj $ecera. Seceri su prirodno prisutni ugljikohidrati u voéu, a vecéina se preradevina i
dodatno dosladuje u svrhu povecanja udjela Secera i alkohola ili poveéanja konzervirajuée
moci. Pri normalnim temperaturama Sederi imaju razgraduju¢i ucinak na antocijane.
Medutim, kod tehnoloskog postupka smrzavanja javlja se njihovo zastitno djelovanje. Kao
razlog tomu navodi se smanjenje udjela vode u Cijem prisutstvu Seceri imaju veéu

reaktivnost.

Utjecaj kopigmentacije. Kopigmentacija je mehanizam koji sudjeluje u stvaranju
antocijanidnih pigmenata u crnim vinima. Nastaje kao rezultat povezivanja molekule
kopigmenta s antocijanom pri odgovaraju¢éim uvjetima pH medija, temperature,
koncentracije, molekularne strukture, otapala. lzrazito niske pH vrijednosti, poviSene
temperature, dodavanje metanola i soli otapalu faktori su koji imaju nepovoljan odnos
prema provedbi polimerizacije. Najpogodniji preduvjeti su pH izmedu 2 i 5 te tetraedarska
struktura molekule vode u kojoj djeluju jake vodikove veze koje posljedi¢no tomu rezultiraju
uspjesSnijom kopigmentacijom (Rein, 2005). Prema Asenu (1976) koncentracija antocijana
mora biti ve¢a od 3,5x10™° M da bi do reakcija sparivanja uopée doglo. Kopigmente ¢ine tvari
bogate elektronima koje vezu flavilijum kation, neke molekule antocijana te tako stvaraju
polimere odgovorne za stabilnost boje. Ovaj se proces naziva i prirodnim alatom poboljsanja
boje prehrambenih proizvoda koji sadrze biljne vrste bogate antocijanima. Kopigmentima

pripadaju ostali polifenoli, alkaloidi, aminokiseline i neke organske kiseline. Primarni
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mehanizmi  kopigmentacije  obuhvadaju  stvaranje slozenih intermolekularnih® i
intramolekularnih  kompleksa. Ona se moZe odvijati i sekundarnim mehanizmima,

medusobnim sparivanjem antocijana, ali i stvaranjem kompleksa s metalima:

A) intermolekularna kopigmentacija definirana je kao nekovalentna interakcija izmedu
obojenog antocijana i bezbojnog kopigmenta. Vodikove veze i hidrofobne interakcije

predloZene su kao glavne pokretacke sile ovog mehanizma;

B) intramolekularna kopigmentacija definirana je kao kovalentna interakcija pri ¢emu je
kopigment dio antocijanske molekule. Navodi se da je ovaj vid kopigmentacije jadi i
ucinkovitiji od intermolekularnog mehanizma jer rezultira stabilnijom i izrazajnijom

bojom antocijana (Rein, 2005);

C) samoasocijacija je pogodna za ocuvanje boje antocijana posebice tijekom starenja

vina;

D) mnoge varijacije boja nastaju stvaranjem metalnih kompleksa s antocijanima,
medutim, prehrambena industrija ih rijetko koristi zbog mogucénosti kontaminiranja
proizvoda. Najéeséi metali u antocijanskim kompleksima su: kositar (Sn), bakar (Cu),
Zeljezo (Fe), aluminij (Al), magnezij (Mg) i kalij (K) (Starr i Francis, 1973). Samo
antocijani na bazi cijanidina, delfinidina i petunidina, koji imaju vise od jedne

slobodne hidroksilne skupine u B prstenu su sposobni za vezanje s metalima (Osawa,

1982).
INTERMOLEKULARNA KOMPLEKS S
SAMOASOCIACHA KOPIGMENTACIA METALIMA
ey e — L B Mg _J
.:D —. .c o—Mp—c

INTRAMOLEKULARNA ' AGLIKON KOPIGMENT

KOPIGMENTACIJA
— N B

% SECER KISELINA

Slika 12 Mehanizmi kopigmentacije (Rein, 2005)
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Sadrzaj i sastav pojedinih polifenolnih spojeva varira ovisno o sorti, klimatskim uyjeiimg
uzgoja, procesu vinifikacije. Bududi da su sjemenke i koZica bobice grozda ispunjene fenolnim
spojevima, crno vino je zahvaljujudi specifi¢cnom postupku proizvodnje, njihov bogat izvor. U
postupku koncentriranja trebaju se oCuvati u Sto vecoj koli¢ini jer su od presudnog utjecaja
za kvalitetu vina zbog njihovog doprinosa osjetilnim karakteristikama boje, okusa, mirisa,

arome (Hornedo-Ortega i sur., 2020; Jackson, 2014).
ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST POLIFENOLA

Brojni  blagotvorni uéinci poput antialergijskog, antimutagenog, protuupalnog,
antikancerogenog i antibakterijskog djelovanja pripisuju se vinskim fenolima, posebno

flavonoidima crnih vina (Rodriguez-Vaquero i sur., 2013).

Antioksidansi su tvari prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat koji se oksidira
pri cemu inhibiraju njegovu oksidaciju (Halliwell i Gutteridge, 1995). Djeluju kao reducirajuca
sredstva neutralizirajudi, pri tom, slobodne radikale na nacin da im predaju svoj elektron
postizuéi pravilnu ravnotezu organizma te sprijeCivsi daljnju aktivnost radikala. Slobodni
radikali predstavljaju ione, atome i molekule koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u
elektronskom omotacu $to ih ¢ini vrlo reaktivnim prema susjednim molekulama. Jednim
takvim djelovanjem vezu se za molekulu deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i uzrokuju
ostecenje. Konacno, takva nepovoljna reaktivnost dovodi do ostecenja stanicnih struktura i
razvoja degenerativnih bolesti. To se posebno odvija u stanju oksidativnog stresa, odnosno
disbalansa oksidansa i antioksidansa u metabolizmu, praéenog povecanjem razine slobodnih
radikala. Nacin na koji se zdrave stanice bore protiv opisanog stanja je produkcija
antioksidansa. Samim time, njihov manjak dovodi do smanjenja sposobnosti uklanjanja
reaktivnih molekula. Mehanizam popravaka tada ne mozZe efikasno otklanjati nastala

ostecenja Sto rezultira pojavom oboljenja (Lobo i sur., 2010).

Fenolni spojevi su antioksidansi prisutni u biljikama i hrani. Upravo specificnost kemijske
grade koju karakterizira mnostvo hidroksilnih (-OH) skupina i nezasi¢enih dvostrukih veza
osjetljivih na oksidaciju ¢ini polifenole izuzetnim antioksidansima. Antioksidacijska svojstva
polifenola vazna su kod odredivanja zastitne uloge protiv slobodnih radikala. Pretpostavlja se
da su za takvo djelovanje u bioloskim sustavima odgovorne —OH skupine prstena B.
Doniranjem vodikovog atoma ili elektrona radikalima omogucuje se njihova, do tad

nezastupljena, stabilnost (Niculescu i sur., 2018).
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Obzirom da je vino matriks iznimno bogat polifenolnim spojevima, epidemioloske studije su

pokazale da je umjeren unos vina koristan za ljudsko zdravlje (Lépez-Vélez i sur., 2003).
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Istraziti utjecaj koncentriranja reverznom osmozom na zadrZavanje tvari boje u vinu
Cabernet Sauvignon pri tlakovima od 25, 35, 45 i 55 bara, s primjenom i bez primjene
hladenja. Pokuse provesti na uredaju za reverznu osmozu Lab Unit 20 s membranom Alfa

Laval-RO. Pocetni volumen je 3 L.

3.2 MATERUAL | METODE

3.2.1 Priprema koncentriranog vina Cabernet Sauvignon

U provedenim istraZzivanjima koristeno je vino Cabernet Sauvignon. Po¢etna suha tvar vina
bila je 8,2 %. Nakon provedenog postupka koncentriranja reverznom osmozom ispitivane su

tvari boje u koncentriranom vinu.
Pribor

1. Za proces koncentriranja vina reverznom osmozom upotrijebljene su kompozitne
membrane tipa RO98pHt M20. Kod RO membrana porozni sloj (nosac) je izraden

od poliestera. Karakteristike membrana navedene su u Tablici 1.

Tablica 1 Karakteristike RO membrana

Tip membrane RO98pHt M20
Proizvodac Alfa Laval Danska
Materijal poliamid
Rnaci >0,98
Maksimalna radna temperatura °C 60
Maksimalni radni tlak bar 55

Upotrijebljeno je Sest kompozitnih membrana, slozenih u plocasti modul, ukupne

povriine 0,1736 m? (jedna membrana ima povréinu od 0,02893334 m?).

2. Slika 13 prikazuje laboratorijski uredaj za reverznu osmozu ,Lab Unit M20“
danske tvrtke Dow Danmark Separation Systems De Danske Sukkerfabrikker,

Copenhagen, s plo¢astim modulom i membrana tipa Alfa Laval-RO.
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Slika 13 Prikaz uredaja ,Lab Unit M20“ (Smiljani¢, 2013)

Pokusi su provedeni sa vinom Cabernet Sauvignon pocetnog udjela suhe tvari 8,2 %.
Pocetna temperatura vina u tanku kod svih pokusa bila je 20°C. Koli¢ina uzorka u tanku
iznosila je 3 L. Koncentriranje je provedeno pri tlakovima od 25, 35, 45 i 55 bara, s
primjenom i bez primjene hladenja. Kod svih pokusa vino je koncentrirano do
maksimalne koncentracije koju je bilo moguée postiéi, a to je nakon izdvajanja alkohola
22,9 % suhe tvari. Svake 4 minute biljeZio se volumen permeata, temperatura uzorka u
tanku (ukoliko se radilo o postupku s primjenom hladenja biljezila se i temperatura
rashladnog sredstva) i udio suhe tvari. U pokusu s hladenjem koriStena je pokretna
rashladna jedinica koja je prikljuéena na izmjenjiva¢ topline uredaja za membransku

filtraciju. Kao rashladno sredstvo koristila se voda.

3.2.2 Spektrofotometrijska analiza tvari boje

Odredivanje antocijana

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda. pH-diferencijalna
metoda se zasniva na strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni
pH. Antocijani podlijezu reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja se
manifestira promjenom spektra absorbancije. pH-diferencijalna metoda za odredivanje
antocijana omogucava brzo i tocno mjerenje ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost
polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih tvari koje bi mogle smetati. Antocijani su
odredivani metodom prema Giusti i Wrolstadu (2001) s malom modifikacijom (Giusti i

Wrolstad, 2001.). Otpipetirano je 0,2 mL ekstrakta uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 1
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mL pufera pH 1, a u drugu 1 mL pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 minspektrofotometrijski
je mjerena absorbanca uzoraka pri valnim duljinama od 512 nm i 700 nm. SadrZaj antocijana

je izraunat prema slijedeéoj formuli:
C (antocijana) (ME/kg) = (A x M x FR x 1000) / € x |

gdje je:

A - absorbancija uzorka, a izraCunava se prema izrazu:

A = (As12- Az00)pH 1 - (As12 - Azo0)pH 4,5

M - 449,2

FR - faktor razrjedenja

€ - molarna absorptivnost;

26 900 | - duljina kivete; 1 cm
(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijanina odnosno za cijanidin-3-glukozida).
Odredivanje degradacije antocijana

Degradacija antocijana odnosno smanjenje intenziteta crvene boje (As1;) i povecanje

posmedivanja (A40) se izracunava prema formuli:

Gustoca boje kontrolnog uzorka (tretiranog vodom):

Gustoca boje = [(As20 — Azo0) + (As12— Azo0)] X FR
Boja nastala polimerizacijom (uzorak tretiran bisulfitom):
Boja nastala polimerizacijom = [(A420 — A700) + (As12 — A7g0)] X FR
FR — faktor razrjedenja
% boje nastale polimerizacijom = boja nastala polimerizacijom/gusto¢a boje x 100

Odredivanje polifenolnih spojeva

Koncentracija ukupnih fenola se odreduje Folin-Ciocalteu metodom. Metoda se 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.
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Otpipetirano je 0,2 ml uzorka soka odredenog razrijedenja, te dodano 1,8 ml destilirane

vode, 10 ml Folin-Ciocalteu reagensa (1:10; pripremljen tako da da je otpipetirano 3,3 ml
Folin-Ciocalteu reagensa u odmjernu tikvicu od 100 ml i do oznake dopunjeno s destiliranom
vodom), te nakon stajanja 30 sekundi do 8 minuta dodano 8 ml 7,5% Na,COs3 (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 mraénom prostoru
2-20 sati, pri ¢emu dolazi do razvijanja boje, mjeri se apsorbanca na spektrofotometru pri
valnoj dulji od 765 nm. Sadrzaj polifenolnih spojeva je interpoliran pomocu kalibracijske

krivulje galne kiseline i izraZen u g galne kiseline/L uzorka.
Odredivanje antioksidativne aktivnosti
DPPH metoda

Jedna od najrazvijenijih metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti, na osnovi
sintetskih radikala, je reakcija s 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilom (DPPH). To je stabilni slobodni
radikal organskog dusSika. Kod DPPH testa, nestanak DPPH radikala se prati smanjenjem
apsorbancije pri 517 nm, do koje dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidansa ili reakcije s
radikalima (Brand-Williams i sur., 1995.). Dodatkom antioksidansa dolazi do redukcije DPPH
radikala te nastaje aroksil radikal koji dalje ulazi u reakciju s jos jednim DPPH radikalom pri
¢emu dolazi do njihove kondenzacije te kona€no nastaje stabilni oblik. Prednost metode je
brza i jednostavna izvedba, a neki od nedostataka su usko linearno podrucje te stericka
priroda molekule DPPH radikala, koja je pogodnija za male molekule te one imaju bolji

pristup DPPH radikalu.
ABTS metoda

U ABTS metodi prati se raspadanje radikala ABTS + koji nastaje oksidacijom plavo-zelenog
2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazilin-6-sulfonat) (ABTS) djelovanjem fenolnih tvari. U odsutnosti
fenolnih tvari, ABTS + je relativno stabilan, ali u prisustvu donora H* brzo reagira te prelazi u
neobojeni oblik ABTS-a. Promjena boje detektira se spektrofotometrijski pri valnoj duljini

734 nm.

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa i

smjesa se ostavi reagirati 1h i 35 min u mraku. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 734 nm.
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Rezultat se preraCuna iz kalibracijske krivulje trolox-a koji se koristi kao standard za

izrazavanje antioksidacijske aktivnosti. Slijepa proba se priprema tako da se umjesto uzorka

doda ista koli¢ina destilirane vode. Mjerenja su provedena u tri paralele.
CUPRAC metoda

Ova metoda ima za cilj procijeniti sposobnost uzorka da reducira bakrene ione u vodenom
mediju, odnosno odreduje sposobnost uzorka da reducira Cu (Il)-neokuproin kompleks (Apak
i sur., 2004). Osnova metode je da kompleks Nc s reduciranim oblikom metala prikazuje
karakteristicne vidljive apsorpcijske vrpce s maksimalnim intenzitetom na 593 i 450 nm za
CUPRAC test. Prema tome, sposobnost uzorka da reducira metalne komplekse, nakon
odredenog vremena inkubacije stvara odgovarajuce vidljive apsorpcijske vrpce koje se

koriste za odredivanje CUPRAC vrijednosti.
Postupak: otpipetira se 1 mL otopine bakar klorida, 1 mL otopine neokuproina, 1 mL amonij

acetata, 0,2 mL uzorka te 0,8 mL vode. Smjesa se homogenizira te ostavi stajati 30 minuta.
Nakon inkubacije mjeri se absorbanca na 450 nm. Rezultat se preracuna iz kalibracijske
krivulje trolox-a koji se koristi kao standard za izrazavanje antioksidacijske aktivnosti. Slijepa
proba se priprema tako da se umjesto uzorka doda ista koli¢ina destilirane vode. Mjerenja su

provedena u tri paralele.
FRAP metoda

U FRAP metodi se prati redukcija Fe** iona (feri oblik) u Fe?* ion (fero oblik) u prisutnosti
antioksidansa. Nastali ion u prisutnosti TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin) reagensa formira
intenzivno obojeni kompleks koji pokazuje maksimum apsorbancije pri 593 nm (Roginsky i

Lissi, 2005.).

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka i doda 3 mL FRAP otopine. Reakcijska smjesa se dobro
promijesa i ostavi stajati 30 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 593 nm. Za slijepu
probu umjesto uzorka dodana je voda. Antioksidativna aktivnost izracunata je iz kalibracijske

krivulje uz trolox kao standard. Odredivanje je provedeno u tri paralele.
Odredivanje ukupnih flavonoida

Metoda za odredivanje ukupnih flavonoida je Kim, Jeong i Lee s modifikacijom. Kalibracija se

radi s razli¢itim koncentracijama kvarcetina, a linearnost je 0,9953. U epruvete se stavlja 1
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mL otopine vina promijesanog s 0,3 ml 5 % NaNO2, a nakon 5 minuta dodaje se 0,3 mL 10 %

AICl;. Nadalje se nakon 6 minuta sadrZaj neutralizira s 2 mL 1M otopine NaOH. Pri ¢emu
sadrZaj mijenja boju, a zatim se mjeri absorbanca na 510 nm. Izvodi se kvantifikacija koristeci
kalibracijsku krivulju. Rezultat je izrazen u mg ekvivalenata kvarcetina (QE)/100 g vina, a

izrazava se kao srednja vrijednost tri ponavljanja.
Odredivanje polimerne boje

Degradacija antocijana moze se pratiti oéitanjem apsorbance u uzorcima koji su tretirani
bisulfitom. Antocijani s bisulfitom tvore bezbojan kompleks (Slika 14). Boja koja nastaje
polimerizacijom antocijana odnosno nastajanjem kompleksa antocijani/tanini, je otporna na
djelovanje bisulfita. Apsorbanca uzorka tretiranog bisulfitom, na 420 nm predstavlja stupanj
posmedivanja, a gustoca boje se definira kao suma apsorbanci na 420 nm i Avis-max (512
nm). Omjer izmedu polimerne boje i gustoée boje se koristi kao postotak boje koja je nastala

polimerizacijom.

Ry Ry
. OH z 1 OH
H 0 N i HO~ 0
M((;\M R: I- HSO; . | = | Rj
\/ M)/ ot ~ \0 |
| O- glukoza  jaka kiselina || -glukoza
OH OH SO3;H
Flavilium kation (crvena boja) Antocijanin-bisulfit kompleks
(bezbojan)

Slika 14 Nastajanje bezbojnog kompleksa izmedu antocijana i bisulfita (Wrolstad i
sur., 2005)

3.2.3 Odredivanje polifenola HPLC metodom
HPLC analiticki sustav

Analiza flavan -3-ola i fenolnih kiselina izvedena je na HPLC analitickom sustavu (HPLC 1260
Infinity Il s PDA detektorom; Agilent Technologies, CA, USA). Separacija polifenolnih spojeva
izvedena je na Poroshell 120 EC-C18 koloni koja je zasti¢ena pretkolonom (Poroshell 120 EC-

C18, Agilent, USA). Za svaki uzorak provedena su dva mjerenja.
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Koncentrati su razrijedeni na udio topljive suhe tvari osnovnog soka (8,2 %) i profiltrirani

vvvvv

kroz filter Chromafil Xtra (PTFE; 0,45 um, 25 mm) (Macherey-Nagel, Diren, Njemacka) prije
HPLC analize. Permeati su analizirani nerazrijedeni. Metode za analizu flavan -3-ola i fenolnih
kiselina su prethodno validirane (Jakobek i sur., 2012b.). Flavanoli su identificirani na valnoj
360 nm, te fenolne kiseline na 320 nm. Kvantifikacija flavanola i fenolnih kiselina provedena
je na osnovi kalibracijskih krivulja standardnih spojeva (rutina, kvercetina i klorogenske
kiseline). Neki spojevi su odredeni djelomi¢no (neoklorogenska kiselina). Zbrajanjem koli¢ina
pojedinih flavanola i fenolnih kiselina, dobivene su koli¢ine ukupnih flavanola i fenolnih

kiselina, odredenih pomoéu HPLC.

L LR 3
(- .‘.hﬁ 0 .‘o"}&%l! ;I‘Lﬁ!

Slika 15 HPLC analiticki sustav

HPLC metoda za analizu flavanola i fenolnih kiselina

Flavanoli i fenolne kiseline razdvojeni su reverzno-faznom HPLC metodom primjenom 0,1 %
fosforne kiseline kao mobilne faze A te 100 %-nog metanola kao mobilne faze B. Uvjeti
analize prikazani su u Tablici 2. Period re-ekvilibracije izmedu pojedinih analiza bio je 10

minuta. Spektar je sniman u podrucju valnih duljina od 200 do 600 nm.
Uvjeti rada:

- kolona: Poroshell 120 EC-C18 column (4.6 x 100 mm, 2.7 um); pretkolona: Poroshell
120 EC-C18 guard column (4.6 x 5 mm, 2.7 um);

- Protok: 1 mL/min;

42

|

&



g

|
3. Eksperimentalni dio~
-
- Volumen injektiranja: 10 uL; =

- Spektar: 200 do 600 nm.

Tablica 2 HPLC metoda za analizu polifenolnih spojeva

min A (%) B (%)
0 95 5
3 70 30
15 65 35
22 63 37
30 59 41
32 55 45
40 51 49
45 20 80
48 20 80
50 95 5
53 95 5
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4.1 GRAFICKI PRIKAZI ANALIZOM DOBIVENIH REZULTATA S

vooA

3,50
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Koncentraticja (g/L)
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0,00

B Polifenoli

Uzorak 45BH - 5sph

Flavonoidi

Slika 16 Sadrzaj polifenola i flavonoida u po¢etnom uzorku vina Cabernet Sauvignon i
koncentratima dobivenim procesom reverzne osmoze pri tlaku 25, 35, 45 i 55 bara, s
primjenom i bez primjene hladenja
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Slika 17 Sadrzaj antocijana i polimerne boje u pocetnom uzorku vina Cabernet Sauvignon i
koncentratima dobivenim procesom reverzne osmoze pri tlaku 25, 35, 45i 55 bara, s
primjenom i bez primjene hladenja
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Koncentraticja (umol/100 mL)

1 DPPH
FRAP

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

18,02 18,40

Vino 25H 35H 45H 55H

Uzorak

25BH 35BH 45BH 55BH

Slika 18 Antioksidacijska aktivnost DPPH i FRAP metodom u pocetnom uzorku vina Cabernet
Sauvignon i koncentratima dobivenim procesom reverzne osmoze pri tlaku 25, 35, 45 i 55
bara, s primjenom i bez primjene hladenja

Koncentraticja (umol/100 mL)
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CUPRAC

180,00
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22,49 2559 2629 27,82
I I I I
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Uzorak

112,51
106,37 ’
0933 10339 5 -
T T
2082 20,89 21,46 2161

25BH 35BH 45BH 55BH

Slika 19 Antioksidacijska aktivnost ABTS i CUPRAC metodom u pocetnom uzorku vina
Cabernet Sauvignon i koncentratima dobivenim procesom reverzne osmoze pri tlaku 25, 35,
45 i 55 bara, s primjenom i bez primjene hladenja
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B Galna kiselina (+)-katehin (-)-epikatehin

Slika 20 Sadrzaj galne kiseline, (+) — katehina u pocetnom uzorku vina Cabernet Sauvignon i
koncentratima dobivenim procesom reverzne osmoze pri tlaku 25, 35, 45i 55 bara, s
primjenom i bez primjene hladenja
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Slika 21 Sadrzaj kaftarne, kafeinske i kutarne kiseline u pocetnom uzorku vina Cabernet
Sauvignon i koncentratima dobivenim procesom reverzne osmoze pri tlaku 25, 35, 45 i 55
bara, s primjenom i bez primjene hladenja
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Koncentriranje voc¢nih sokova uparavanjem jedan je od procesa konzerviranja 'u

prehrambenoj industriji koji se upotrebljava ve¢ dugi niz godina. Uz mnogobrojne prednosti
jedan od najveéih nedostataka ovog procesa je znadajan gubitak arome i osjetljivih, a
nutritivno vrlo znacajnih sastojaka namirnica kao $to su antocijani i vitamini. Stoga se
provode mnogobrojna istrazivanja kako bi se primijenili drugi postupci koncentriranja i
mogudi gubitci sveli na minimum. Neki od alternativnih postupaka koncentriranja su

koncentriranje zamrzavanjem, perevaporacija i membranski procesi.

Koncentriranje nije uobicajen postupak u tehnologiji proizvodnje vina. Uglavnom se koriste

postupci korekcije vina s ugus¢enim mosStom.

Predmet istrazivanja ovog diplomskog rada bio je utvrditi utjecaj membranskog procesa
reverzne osmoze na zadrZavanje tvari boje vina Cabernet Sauvignon primjenom razli¢itih
procesnih tlakova s hladenjem i bez hladenja uz minimalnu degradaciju visokokvalitetnih

sastojaka samoga vina.

Udjeli polifenola, flavonoida, antocijana, polimerne boje, antioksidacijska aktivnost
(odredena DPPH, FRAF, ABTS i CUPRAC metodom) te udjeli galne, kaftarne, kafeinske i
kutarne kiseline uz udjele (+) katehina i (-) epikatehina u pocetnom uzorku vina i
koncentratima dobivenih postupkom reverzne osmoze pri razli¢itim procesnim uvjetima

tlaka i temperature prikazani su na Slikama 16 — 21.

Pocetni uzorak vina s kojim je provedeno istraZzivanje sadrzavao je 1,85 g/L ukupnih
polifenola. Tijekom procesa koncentriranja nije doslo do gubitka ukupnih polifenola, vec je s
koncentriranjem vina pri svim primijenjenim tlakovima dosSlo do veceg zadrZavanja
polifenola u koncentratima. Pri koncentriranju s hladenjem uocdava se nesSto vece
zadrzavanje ukupnih polifenola nego u postupku bez hladenja. Unato¢ tome, jasno je vidljivo
da povecanje procesnog tlaka ima povoljan utjecaj na poveéanje, odnosno zadrzavanje

ukupnih polifenola.

Istrazivanje Guraka i sur. (2010), ve¢ spomenuto u isticanju kvalitete rada postupkom
koncentriranja reverznom osmozom (RO), pokazalo je da se najveéi udio polifenola i
antocijana zadrZava u koncentratu dobivenom pri visokom tlaku (60 bara) i nisko odrzavanoj
temperaturi (20 °C). Rezultati prikazani u ovom diplomskom radu, u skladu s prethodno

navedenim, pokazuju da udjeli ukupnih polifenola i flavonoida prikazani na Slici 16 pri tlaku
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od 55 bara, primjenom sustava hladenja, imaju veée zadrZzavanje polifenola u odnostr na

ostale postupke koncentriranja pri razlicitim tlakovima, sa i bez hladenja. Tim postupkom
zabiljeZzeno je najvece zadrzavanje ukupnih polifenola (3,11 g/L). Isti trend prati zadrZavanje
flavonoida (1,39 g/L) (Slika 16) i antocijana (16,88 g/L) (Slika 17) u odnosu na ostala
mjerenja. To znacdi da je koncentriranjem vina sorte Cabernet Sauvignon dobiven koncentrat
koji u odnosu na nulti uzorak sadrzi 1,68 puta viSe ukupnih fenola, 1,96 puta viSe flavonoida i
1,91 puta viSe antocijana. Nadalje, primjenom nizeg tlaka pri koncentriranju vina dolazi do
smanjenja udjela ukupnih polifenola i flavonoida u retentatu. Najmanji sadrzaj polifenola i

flavonoida zamijecen je pri procesnom tlaku od 35 bara bez hladenja.

Sliéno navedenom, najmaniji sadrzaj antocijana zamijecen je pri procesnim tlakovima od 35 i
45 bara, takoder u uvjetima bez hladenja (Slika 17). 1z navedenih rezultata proizlazi da
poveéanjem tlaka uz povecanje radne temperature u procesu dolazi do smanjenja sadrzaja
antocijana u ispitivanim uzorcima vina. MoZe se re¢i da su navedeni faktori zacetnici
degradacije antocijana. Razlog tome je povedéanje energije u sustavu primjenom visokih
tlakova. Takav sustav potrebno je hladiti, jer ukoliko se oslobodena energija u obliku topline
ne odvodi pravovremeno iz sustava, do¢i ¢e do povedanja temperatura Sto naposljetku

uzrokuje termicku razgradnju osjetljivih komponenata poput antocijana.

Monomeri antocijana, odnosno slobodni antocijani su vrlo nestabilni i kao takvi podloZniji
raspadu. Polimerizacija je proces koji doprinosi povecanju stabilnosti boje. Naj¢eSce se
antocijani veZu s taninima (galna kiselina) te pomocu razli¢itih mehanizama mogu stvarati
nove spojeve s drugim komponentama vina. Dakle, ukoliko je u vinu zastupljena visoka
koncentracija slobodnih antocijana oni ¢e dodatkom bisulfita stvoriti bezbojan kompleks.
Slijedom toga, intenzitet crvene boje ¢e se smanijiti. Koli¢ina polimerne boje preko koje se
odreduju degradirani antocijani predstavlja udio obojenja polimernog materijala nastalog
raspadom antocijana (Danisman i sur., 2015; Santana i sur., 2014). Rezultati prikazani na Slici
17 pokazuju da postotak degradacije antocijana u koncentratima ne odstupa puno u odnosu
na vrijednost degradacije antocijana u pocetnom uzorku vina. Prosje¢an udio degradiranih
antocijana iznosi 60,83% Sto se od nultog stanja razlikuje za 6,06%. Najveca razgradnja
uocena je pri procesnom tlaku od 45 bara i reZimu bez hladenja, a degradativne promjene od
prosjeka odstupaju za manje od 1%. lako je odstupanje jedva uocljivo, ono postoji, a razlog

tome je primjena temperaturnog rezima bez moguénosti odvodenja energije koja pogoduje
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razgradnji antocijana. IstraZzivanje Danismana i sur. (2015) takoder je pokazalo da pg’irast

temperature utjece na razgradnju antocijana i stvaranje smedih produkata.

Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom (Slika 18) slicnog je trenda kao i
prethodno komentirani spojevi. Pri nizim tlakovima u sustavu bez hladenja vidljiva je slaba
antioksidacijska aktivnost, dok je najveca postignuta primjenom procesnog tlaka od 55 bara

uz hladenje.

Polifenolni spojevi su iznimni antioksidansi te kao takvi sprjecavaju nepozeljno djelovanje
slobodnih radikala donirajuci svoj elektron kako bi zaustavili,napad” slobodnih radikala. Oni
mogu izazvati disbalans naseg organizma te utjecati na razvoj kronic¢nih bolesti (Lobo i sur.,
2010). Usporedbom rezultata istrazivanja dobivenih primjenom Ccetiri razlicite metode
(DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC) koje se medusobno razlikuju prema samom mehanizmu
odredivanja antioksidacijske aktivnosti uo¢eno je da proporcionalno poveéanju tlaka raste
sposobnost zadrZavanja antioksidacijske aktivnosti vinskih koncentrata. Metoda DPPH
oCituje se u mjerenju apsorbancije nakon reakcije antioksidansa s radikalom DPPH. Rezultati
pokazuju da je najveca antioksidacijska aktivnost (18,40 + 0,1 pumol TE/100 mL) detektirana u
koncentratu dobivenom pri procesnom tlaku od 55 bara s hladenjem. FRAP metodom
dobivene su niZe vrijednosti u odnosu na ostale metode. Pocetni uzorak sadrzavao je 1,86 *
0,04 umol TE/100 mL, a u koncentratima vrijednost antioksidacijske aktivnosti kretala se u
rasponu od 2,51 + 0,01 do 3,82 + 0,29 umol TE/100 mL. Na Slici 19 dana je usporedba ABTS i
CUPRAC metode. ABTS metodom najveca antioksidacijska aktivnost izmjerena je u koli¢ini od
27,82 + 0,93 pumol TE/100 mL, dok je CUPRAC metodom detektirana znatno veda
antioksidacijska aktivnost u odnosu na ostale primijenjene metode, a iznosi 164,28 + 7,31

umol TE/100 mL.

Sadrzaj ostalih fenolnih spojeva zastupljenih u poéetnom uzorku vina Cabernet Sauvignon i
koncentratima prikazani su na Slikama 20 i 21. Na Slici 20 je vidljivo da se (+) katehin i (-)
epikatehin u najveéem udjelu nalaze u koncentratu dobivenom pri procesnom tlaku od 55
bara s hladenjem. U odnosu na pocetni uzorak vina koncentracija (+) katehina je znatno

veca, dok je udio (-) epikatehina nesto maniji.

Sadrzaj u vinu prisutnih fenolnih kiselina prikazan je na Slici 21. Dominantne fenolne kiseline
u vinu i koncentratima su kaftarna, kafeinska i kutarna kiselina, inaCe derivati poznate

hidroksicimetne kiseline. Koli¢ina kafeinske kiseline kretala se izmedu 15,70 £ 0,1 i 18,20 +

51



A |
B .

4. Rezultatiiraspraya— %
A i ._k

0,2 mg/L u koncentratu i 13,00 + 0,1 mg/L u pocetnom uzorku. Za razliku od kafeinslke, u

pocetnom uzorku pronadene su nesto vece koli¢ine kaftarne kiseline 49,10 + 0,2 mg/L,”a
koncentrat je sadrzavao od 64,80 *+ 0,1 do 80,80 + 0,5 mg/L. SadrZaj kutarne kiseline u

koncentratu krece se u rasponu od 21,50 + 0,1 do 25,60 + 0,2 mg/L.

Fenolne kiseline kao primarni supstrati za polifenoloksidaze imaju sposobnost stvaranja
smedih produkata. Takoder, podloZne su enzimskoj oksidaciji uslijed kontakta s kisikom pri
¢emu fenoli bivaju pretvoreni u kinone pri ¢emu dolazi do pojave vrlo nepozeljne boje crnog

vina (Rein, 2005).
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. o T ui
Na osnovi dobivenih rezultata mogu se izvesti sljededi zakljucci: -

1. Primjena membranskog procesa RO vrlo je uspjeSna metoda koncentriranja crnog vina
Cabernet Sauvignon. Optimalni parametri zadrzavanja svih ispitivanih komponenata vina;

tvari boje postignuti su pri procesnom tlaku od 55 bara s primjenom hladenja.

2. Porastom tlaka u sustavu raste sposobnost zadrzavanja antioksidativne aktivnosti

koncentrata.

3. U procesima s hladenjem zamijeéeno je veée zadrzavanje ukupnih polifenola.
Povecanjem tlaka povedava se i njihovo zadrzavanje. Medutim, rast koncentracije
polifenola zabiljezen je i u postupku bez hladenja, iako se porast krece nesto slabijim

trendom i dalje je pri visSim tlakovima udio polifenola vedi.

4. Djelovanjem visokih tlakova oslobada se velik udio energije koja, ukoliko se ne odvede iz
sustava, moze imati Stetne ucinke na sastojke vina, prije svega degradaciju antocijana.

Najveca degradacija zabiljeZzena je pri tlaku od 45 bara bez hladenja.

5. Procesom RO postignuta je visoka retencija antocijana kao glavnih nositelja boje crnih

vina.

6. Vedi tlakovi s primjenom hladenja pogoduju boljem zadrzavanju tvari boje i vecoj

antioksidativnoj aktivnosti.
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