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Emili Radikovi¢ Optimizacija procesa proizvodnje i karakterizacija vo¢nog vina od jabuke

Prema Pravilniku o vinarstvu, vo¢no vino je prehrambeni proizvod dobiven alkoholnim
vrenjem soka ili pulpe svjeZeg i za to pripremljenog kosticavog, jezgricavog, jagodicastog,
bobicastog ili ostalog vodéa, iskljuCujuéi vinsko i stolno grozde, a koji ima sadrzaj prirodnog

alkohola od najmanje 1,2 % do najviSe 18 % vol. (MP, 2022).

Kod proizvodnje voc¢nih vina, prvo se dobije sok (most) od Zeljenog voca, koji zatim odlazi na
fermentaciju (vrenje). Fermentaciju obavljaju kvasci, a dobiveno mlado vino, osim u
spremnicima od nehrdajuéeg celika, mozZe dozrijevati i u drvenim badvama, kako bi se
poboljSao okus i kvaliteta samog vina. Tipicno vino sadrzi etanol, Secer, kiseline, vise
alkohole, tanine, aldehide, estere, minerale, vitamine, antocijane i aromati¢ne spojeve.
Voéna vina, budud¢i da su na bazi voca, fermentirana i nisu destilirana, zadrzavaju vecinu
hranjivih tvari prisutnih u izvornom voénom soku (Kosseva i sur., 2017). Najcescée
upotrebljavano voée za proizvodnju voénih vina u svijetu ukljuuje kupine, jagode, jabuke,
marelice, kruske, sljive, breskve, tresSnje, narance, datulje, smokve, dok su tri najpopularnija
voéna vina u Hrvatskoj kupinovo vino (proizvedeno od bobicastog voéa), vino od visnje te

vino od jabuke (Veli¢i sur., 2018a).

Veli¢ i sur. (2018a) navode kako voéna vina obiluju antioksidansima, fitonutrijentima i
mineralima te se smatraju funkcionalnom hranom koja moZe pomod¢i u ocuvanju zdravlja i
smanjenju rizika od mnogih bolesti kao $to su kardiovaskularne bolesti, moZdani udar,

hipertenzija, dijabetes, bubrezni kamencii dr.

Na temelju zadrZavanja i udjela ugljikovog dioksida, vo¢na vina mogu se podijeliti na mirna i
pjenusava, dok im je dopustena alkoholna jakost izmedu 1,2 % i 14 % vol. (Kosseva i sur.,

2017).

Sam tehnoloski proces proizvodnje voénih vina ne razlikuje se mnogo od tehnologije
proizvodnje vina od grozda (Tomi¢ i sur., 2021). Tako proizvodnja voé¢nog vina ukljucuje
osnovne operacije poput muljanja ploda, preSanja, maceracije (predfermentacije),
fermentacije, stabilizacije, zrenja, odlezavanja, filtracije i punjenja u ambalazu (Vine i sur.,
1997). Uz to, postoje odredene varijacije, koje se temelje na koristenom vodu, a koje obi¢no
ukljuCuju korekciju sadrzaja Secera ili ukupne kiselosti voénog soka za proizvodnju vina (Veli¢

i sur., 2018a).




1. Uvod

Poznati su razli¢iti ¢imbenici o kojima ovise sastav i kvaliteta vo¢nog vina, a ukljucuju utjecaj
okolisa (klima i tlo), utjecaj sorte, primarnu preradu voca, stupanj zrelosti plodova te uvjete
fermentacije (pH, temperatura, soj kvasca). Da bi se proizvelo kvalitetno vino, vaino je
provodenje kontrolirane alkoholne fermentacije koja uklju¢uje primjenu sojeva kvasaca
pozeljnih svojstava pa tako kod odabira samog kvasca, potrebno je razmotriti njihove
enoloske, tehnoloske i kvalitativne karakteristike, buduéi da razli¢iti sojevi kvasaca mogu

svojim metabolizmom uvelike utjecati na senzorska svojstva vina (Tomic i sur., 2021).

Obzirom da su znanstvena istrazivanja voénih vina u Hrvatskoj prilicno rijetka, cilj ovog rada
bio je istraziti utjecaj odabranih Saccharomyces i ne-Saccharomyces vinskih kvasaca na
kinetiku fermentacije, odrediti fizikalno-kemijska svojstva, udio ukupnih polifenola i
antocijana te antioksidativnu aktivnost u soku/vinu od jabuke sorte Florina iz ekoloskog

uzgoja.




2. TEORIJSKI DIO



2. Teorijski dio

2.1. VOCNA VINA

Voéna vina se proizvode fermentacijom mosta koji se dobije presanjem raznih vrsta voéa kao
Sto su jabuke, kruske, tresnje, visnje, ribiz, kupine, maline, itd. Samljevene jabuke, kruske ili
drugi plodovi vo¢a se najprije moraju presati da se dobije sok (most), koji zatim ide na
fermentaciju (vrenje). Za fermentaciju se naj¢es¢e koriste selekcionirani kvasci koji dobro
funkcioniraju i na nizim temperaturama (Jemri¢ i sur., 2008). Razli¢ita voéna vina pokazala su
se izvrsnim prehrambenim izvorom minerala, antioksidansa i fitonutrijenata, npr.
karotenoida (karoten i Ilutein), fenolnih spojeva (antocijani, flavonoli, flavan-3-oli,

proantocijanidini, elagitanini i fenolne kiseline) (Veli¢ i sur., 2018b).

Vine i sur. (1997) navode kako je jedna od prednosti proizvodnje vina od jabucastog i
bobicastog voca ta Sto mnoge vrste sazrijevaju tijekom proljetnih i ljetnih mjeseci, puno prije
pocetka sezone berbe grozda, Sto omogucuje veéu ucinkovitost i raznolikost u vinariji. Isto

tako, moguénost dodavanja razlicitih vrsta vina u portfelj proizvoda, privla¢i mnoge vinare.

Povedanje proizvodnje voénih vina od "domaée" male proizvodnje do industrijske
proizvodnje, odvija se mnogo sporije u usporedbi s proizvodnjom vina od grozda (Veli¢ i sur.,
2018b). Ipak, interes za ovakve proizvode raste pa je 1968. godine osnovano Europsko
udruzenje cidera i voénih vina (engl. European Cider and Fruit Wine Association) (AICV). AICV
predstavlja proizvodace cidera i voénih vina iz sljedecih europskih zemalja: Belgija, Danska,
Finska, Francuska, Njemacka, Irska, Luksemburg, Poljska, Spanjolska, Svedska, Nizozemska i
UK. Clanovi AICV-a predstavljaju sve glavne proizvodace cidera, ukljucujuéi Heineken,
Carlsberg i C&C, sto zajedno Cini vise od 80 % svih cidera prodanih diljem Europe, a obveza
¢lanova je proizvoditi cidere i vo¢na vina od fermentiranog voénog soka. To se ocituje u AICV
Kodeksu prakse koji propisuje da voc¢na vina nastaju fermentacijom sokova vocéa, osim
grozda te da se cider i perry proizvode fermentacijom sokova jabuka i krusaka, odnosno bez
dodatka destiliranog alkohola (AICV, 2021). Isto tako, Veli¢ i sur. (2018b) ustvrdili su da je
posljednjih godina povecana proizvodnja i potrosnja voénih vina (osobito kupinovog vina) i u
Hrvatskoj. Medutim, velika vedina proizvodaca su mala obiteljska gospodarstva koja ne
uspijevaju osigurati potrebne koli¢ine za rastude trziste. Stoga, voéna vina su jo$ uvijek

komercijalno nedovoljno zastupljena.

Vina napravljena od jabucastog i bobicastog voéa nude mnogo veéu paletu mirisa i okusa od

vina od groZda te ¢e varirati u boji, okusu i profilu kiselosti, ovisno o tlu i klimi regije u kojoj

5
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se uzgajaju i metodama hortikulture koje se implementiraju u vo¢njacima. Dakle, s jednakim
oprezom treba pristupati pri odabiru sorti vo¢a kako bi se postigli vrhunski rezultati vina.
lako su opée metodologije uglavnom iste kao i za moStove od grozda, treba izuzetno paziti
pri primjeni tlaka na fermentirano bobicasto i jabucasto voce, jer ¢ak i umjereni pritisci mogu
izvudi vrlo opore i gorke fenole iz kostica, pulpe, sjemenki i koZice (Vine i sur., 1997). Pocetna
temperatura fermentacije ne bi trebala iéi ispod 18 °C pa je potrebno voditi ra¢una o tome
da se vrenje ne odvija ni prebrzo ni presporo. Optimalna temperatura ovisi U mnogome o
odabranim kvascima koje primjenjujemo. Opcenito, uz pomo¢ hladenja ili grijanja,
temperaturu je potrebno drzati na oko 20 °C (Kolb i sur., 2007). lako postoje iznimke, veéina
vocnog vina priliéno je kratkog vijeka u usporedbi s vinima od crnog groZda, stoga se ne

preporucuju dugotrajni rezimi odleZzavanja u bocama i drvenim bac¢vama (Vine i sur., 1997).

Odabir voca bitan je korak u proizvodnji, jer su aroma i okus voénog vina najvise njima
odredeni. Voce bi trebalo imati viSi sadrzaj Secera, a slabu kiselost koja se korigira po
potrebi. Ukoliko voée ne sadrzi dovoljno prirodnog Seéera, Se¢er se mozZe se dodati u most

kako bi se ubrzalo vrenje (Veli¢ i sur., 2018b).
Prema Pravilniku o vinarstvu (NN 81/22), vo¢no vino koje se stavlja na trZiste mora imati:

e odgovarajuéa organolepticka svojstva koja moraju zadovoljavati uvjete u pogledu

izgleda (boje i bistroc¢e), mirisa i okusa,
e ukupnu kiselost najmanje 3,5 g/L izraZene kao jabucna kiselina,
e hlapljive kiseline najvise 1,5 g/L izraZzene kao octena kiselina,
o ekstrakta bez Secera najmanje 15 g/L,
e ukupni sumporov dioksid najvise 200 mg/L,
e slobodni sumporov dioksid najvise 30 mg/L te

e pepeo najmanje 1 g/L.
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2.1.1. Podjela voénih vina

Voce koje se koristi za proizvodnju vocnih vina u razli¢itim dijelovima svijeta ukljucuje:
jabuke, bobicasto voce, tresnje, divlje marelice, kruske, kivi, Sljive, breskve, jagode, ribiz,
banane, ananas, indijski orah, Sipak, limun, mandarine, narance, datulje i smokve. Sli¢no kao
kod vina od groZzda, postoje razli¢ite vrste vo¢nih vina ovisno o nacinu pripreme, sa ili bez
destilacije; koristenoj sirovini; i praksi vinifikacije (Kosseva i sur., 2017). Veéina voc¢nih vina
spada u skupinu tzv. mirnih vina jer ne zadrzavaju ugljikov dioksid proizveden tijekom
fermentacije. S druge strane, postoje pjenusava vina koja sadrze znatnu koli¢inu ugljikovog
dioksida. Cideri od jabuke i kruske najé¢eséi su predstavnici pjenusavih voénih vina. S obzirom
na udio alkohola u vinu, vina se mogu kategorizirati kao stolna ili desertna vina. Stolna vina
mogu sadrzavati minimum od 7 % alkohola, ali obi¢no se raspon kre¢e od 11 % do 16 %.
Desertna vina opéenito su vrlo slatka, s udjelom alkohola u rasponu od 16 % do 23 % (Velic¢ i

sur., 2018b).

Pravilnikom o vinarstvu, definirani su sljedeci tehnicki zahtjevi i fizikalno-kemijska svojstva

voénih vina u odnosu na kategorije vo¢nih vina:

— likersko voéno vino je voéno vino kojem je dodan alkohol vo¢nog podrijetla i/ili voéna
rakija, voc¢ni sok i/ili koncentrirani sok cija je stvarna alkoholna jakost od najmanje 13

% vol., a ukupna alkoholna jakost ne vise od 22 % vol.,

— aromatizirano voc¢no vino je prehrambeni proizvod dobiven od voénog vina kojem je
dodan voéni sok, koncentrirani voéni sok, alkohol voénog podrijetla, voéna rakija i
Secer (saharoza), pri ¢emu udio temeljnog vina mora iznositi najmanje 75 % vol. i u
Cijoj se proizvodnji koriste prirodne arome, prirodni aromatski pripravci kao i
aromaticne biljke i njihovi plodovi te je dopuStena uporaba aditiva i pomocnih
sredstava u skladu s posebnim propisima, a Cija je stvarna alkoholna jakost najmanje

13 % vol., a ukupna alkoholna jakost ne vise od 22 % vol.,

— biser voc¢no vino je vo¢no vino Cija je stvarna alkoholna jakost najmanje 5 % vol., a u
zatvorenim posudama ima tlak otopljenog ugljikovog dioksida 1,0 — 2,5 bara pri

temperaturi od 20 °C,
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— pjenusavo vocno vino je vocno vino koje je dobiveno vrenjem od voénog soka il
sekundarnom vrenjem od vo¢nog vina koje, kada se otvori posuda, otpusta ugljikov
dioksid koji potjece iskljuCivo od vrenja i ima tlak od najmanje 3,0 bara kao posljedicu

otapanja ugljikovog dioksida pri temperaturi zatvorene posude od 20 °C,

— razblazeno vocno vino je voéno vino kojem je dopusteno dodavanje aroma i bojila u
skladu s posebnim propisima te je dobiveno razrjedivanjem koncentriranog vo¢nog
vina pri ¢emu ugljikov dioksid koji je sadrzan u proizvodu ne mora u potpunosti

potjecati od vrenja, a Cija je stvarna alkoholna jakost 4 — 6 % vol. (MP, 2022).

2.2. JABUKA

Najrasprostranjenija vrsta vo¢aka u svijetu je upravo jabuka, biljna vrsta roda Malus, iz
porodica ruza (Rosaceae). Kako se dobro prilagodava razli¢itim ekoloskim uvjetima, uzgoj
jabuke je prosiren na sve kontinente, a u svjetskoj proizvodnji zauzima mjesto iza banana i
agruma. Pogodna je i za preradu pa neke od preradevina koje se dobivaju su: sok, sirup,
jabukovaca, rakija, kompot, marmelada, dZem, osuSene jabuke, ocat, jabucna kiselina, pektin

itd. (Miljkovi¢, 2021).

Jabuka se proSirila po svijetu iz podrucja koje se prostire od Male Azije, preko Kavkaza do
SrediSnje Azije, Himalajskog podruéja Indije i Pakistana i zapadne Kine. Na ovom velikom
podrucju raste ¢ak 25 vrsta iz roda Malus (Jemri¢ i sur., 2008). Prema tome, najvedi
proizvodaci jabuka se nalaze upravo u Aziji, a to su Kina, Turska, Iran i Indija, s time da je Kina
najvedi proizvodac u svijetu. Na podrucju Europe najviSe jabuka proizvode Italija, Francuska i

Njemacka (Miljkovi¢, 2021).

Smatra se da je klju¢nu ulogu u Sirenju vrsta u nova podrucja imala vrsta Malus sieversii
(Ledeb.) M. Roem koja se odlikuje velikom raznolikoséu u veli¢ini plodova, zajedno s vrstama
Malus sylvestris (L.) Mill. i Malus baccata (L.) Borkh. sto je dovelo do nastanka jabuke na
ovim prostorima danas (Jemri¢ i sur., 2008). Rod Malus obuhvaca 33 vrste jabuka od kojih
samo neke po bioloskim osobinama imaju odredena poljoprivredna, odnosno gospodarska
znacenja. Sorta Florina (Querina) na Slici 1 je najvaznija sorta iz skupine sorti otpornih prema
Cadavoj krastavosti, kako sa stajaliSta kvalitete ploda, takoder i s obzirom na rodnost i
vrijeme zrenja. Preporucuje se za uzgoj samo u sjevernim podrucjima, gdje plodovi postizu

intenzivniju i atraktivniju boju. Razvija bujna stabla uspravnog rasta, cvate kasno, a intenzitet
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cvatnje je srednji. Rodnost joj je srednja do visoka. Plod joj je srednje veli¢ine do srednje
velik, promjenjiva oblika kratkog stoSca do okruglast, asimetrican s lagano naznacenim
rebrima na popre¢nom presjeku. KoZica je srednje debela, Zutozelene boje, a dopunska boja
je svjetlucava, ali dva puta manje intenzivna na sredini ploda. PovrSina koZice je glatka,
pomalo vostana, s hrdastim zrakama u udubljenju peteljke. Meso joj je bijelo-krem fine
teksture, dosta konzistentno, so¢no, srednje slatko-kiselkasto, lagano aromati¢no, ugodnog

okusa. Berba ove sorte odvija se krajem rujna ili pocetkom listopada (Miljkovi¢, 2021).

Slika 1 Jabuka sorte Florina iz ekoloskog uzgoja (lzvor: Autor)

Usporedujuci konvencionalni i ekoloski uzgoj voc¢a s obzirom na sigurnost hrane, ekoloski
uzgojeno voce pokazuje neke jasne prednosti, jer sadrzi manje toksikanata poput pesticida,
mikotoksina i nitrata. Takoder, prema dostupnoj literaturi, voce iz ekoloSkog uzgoja moze

sadrzavati veci udio fenolnih spojeva (Veli¢ i sur., 2018b).

Svaka sorta jabuke pogodna je za dobivanje jabu¢noga vina, ali pojedine sorte daju nesto
bolje rezultate. Ono Sto je vazno kod sorte jabuke za proizvodnju jabu¢noga vina je omjer
Secera i kiselina, trpkost (astringencija), aroma i okus. Osim sadrzZaja alkohola, posebnu ulogu
u ocuvanju i senzori¢kim svojstvima jabucnoga vina ima i kiselina. Za proizvodnju jabucnih
vina poZeljno je koristiti sorte jabuka bogate organskim kiselinama, a one se mogu podijeliti
na Cetiri skupine, ovisno o koli¢ini tanina i kiselina Sto prikazuje Tablica 1 (Jemri¢ i sur.,

2008).
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Tablica 1 Podjela sorti jabuka za proizvodnju vina prema udjelu kiselina i tanina u soku (Jemri¢ i

sur., 2008)

Skupina sorti KolicCina kiselina ' Koli¢ina tanina

(g/100 mL soka) (g/100 mL soka)

Slatke <0,45 <0,2
Gorko-slatke < 0,45 >0,2
Kisele > 0,45 <0,2
Gorko-kisele | > 0,45 >0,2

Jemri¢ i sur. (2008) navode kako se slatke sorte jabuke najéesée koriste za kupaziranje s
aromatic¢nim sortama kako bi se ublazila aroma. Gorko-slatke sorte imaju mali udio kiselina,
no visi udio tanina Sto im daje karakteristicnu trpkost, a Ciji intenzitet moze varirati. S druge
strane, sorte s visokim sadrzajem organskih kiselina sluze kao baza cideru u koji se dodaje do
10 % cidera pripremljenog od sorti s povecanim udjelom tanina. Sorte namijenjene
proizvodnji jabuénoga vina znacajno se razlikuju od jabuka za konzumaciju u svjezem stanju,
jer imaju grublji i trpki okus zbog povisenog sadrzaja tanina. Takve sorte gube manje arome
tijekom fermentacije od stolnih sorti. Takoder, i pojedine stolne sorte su prikladne za
proizvodnju vina od jabuka, a rezultati istraZzivanja su pokazali kako se medu njima isticu
sorte Idared, Fuji, Gala i Granny Smith. Kod jabuka ili npr. tresanja, pozeljnije je za

proizvodnju vina koristiti pomalo prezrele plodove voc¢a (Veli¢ i sur., 2018b).

2.2.1. Kemijski sastav jabuke

Kemijski sastav jabuka varira ovisno o sorti i hortikulturnoj praksi, a poznavanjem sastava
razli¢itih sorti, posebice Seéera, organskih kiselina, dusi¢nih spojeva i polifenola, prati se
napredovanje fermentacije i organolepticka svojstva proizvedenog vina (Wicklund i sur.,
2021). Glavni sastojci ploda jabuke ¢ine voda i ugljikohidrati (Seceri, Skrob, pektini, celuloza,
hemiceluloza, organske kiseline, tanini), a oni u manjim kolicinama su proteini, lipidi,
vitamini, minerali, fenolni i aromatski spojevi. Energetska vrijednost jabuke je mala, pa tako

100 grama svjezeg ploda iznosi oko 58 kcal. Hranjivi sastojci otopljeni u vodi su Seceri,
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organske kiseline, pektini, minerali, pojedini vitamini, aromati¢ne i fenolne komponente
(Miljkovi¢, 2021). Vazinu skupinu kemijskih spojeva u jabuci zauzimaju bioaktivne tvari,
posebice polifenoli, to¢nije flavonoidi. Polifenoli su od vaznosti za okus i aromu, kako u
jabukama, tako i u preradevinama, a ukljucuju flavonole (uglavnom kvercetin glikozide),
flavan-3-ole (katehine i procijanidine), klorogensku kiselinu, katehin, epikatehin, kumarnu
kiselinu, antocijane i druge. Udio fenolnih komponenti ovisi o sorti, klimatskim uvjetima i
uvjetima skladistenja nakon berbe (Wicklund i sur., 2021). Mendoza-Wilson i sur. (2016)
tvrde kako su najzastupljeniji proantocijanidini koji se nalaze u kori, a imaju pozitivne ucinke

na zdravlje ljudi zbog antioksidativnih svojstava.

Zelena boja dolazi od klorofila a i klorofila b, crvena od cijanina, dok je za Zuto-narancastu
boju zasluzan ksantin. Kod svjezih zrelih jabuka, udio ukupnih ugljikohidrata iznosi oko 15 %,
od ¢ega na Secere otpada oko 10 — 13 %, na vlakna (celuloza, hemiceluloza, lignin, pektini,
pentozani) oko 2 %, a koli¢ina organskih kiselina (jabuc¢na, limunska, askorbinska) iznosi 2 — 8
g/L. Udio fruktoze iznosi 5 — 9 %, glukoze 0,4 — 6 %, dok saharoze ima u udjelu od 0,6 — 6 %.
Od ostalih Secera jo$ su zastupljena galaktoza, monoza i maltoza. Proteina jabuke sadrze od
0,2 do 0,6 % (Miljkovi¢, 2021). Sadrzaj dusSika u jabukama ovisi o kvaliteti tla te o wvrsti
gnojiva, a dolazi u obliku aminokiselina od kojih su najzastupljeniji asparagin, asparaginska
kiselina i glutaminska kiselina (Wicklund i sur., 2021). Miljkovi¢ (2021) navodi da
aminokiselina ima viSe u kozici ploda, nego u mesu. Lipidi dolaze u vrlo malim koli¢inama,
uglavnom u obliku kutinsko-vosStane previake na koZici ploda, odnosno kutikule. Sjemenke
sadrie 18 — 24 % ulja, koje kao vazna rezerva osigurava klijanje i razvitak embrija jabuke. Od
vitamina, ustanovljeno je da plodovi jabuke sadrze: vitamin C (askorbinska kiselina), vitamin
B1 (tiamin), vitamin B2 (riboflavin), vitamin B3 (niacinamid), vitamin B5 (pantotenska
kiselina), vitamin B6 (piridoksin), vitamin B12 (kobalamin), vitamin A, vitamin H (biotin),
vitamin E (tokoferol). Ovisno o sorti, jabuka sadrzi 0,2 - 0,7 % minerala (kalij, fosfor,
magnezij, zeljezo, mangan, cink, bakar). Aromatski profil jabuke c¢ine esteri, alkoholi,

aldehidi, ketoni, kiseline, jednostavni Seceri, hlapljive tvari (olefin i etilen) (Miljkovi¢, 2021).

2.2.2. Jabucno vino i cider

Jabuéno je vino fermentirano piée od svjezeg ili koncentriranog soka jabuke. Ima dugu

tradiciju u Europi i zauzelo je vazino mjesto u globalnoj industriji voénih vina (Wang i sur.,
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2004). Kosseva i sur. (2017) navode kako se proces fermentacije soka od jabuke koji se koristi
za dobivanje ugodnog alkoholnog piéa prakticira u istoénom Sredozemlju vise od 2000
godina. Najvedi proizvodadi jabuénog vina su Velika Britanija, Francuska, Irska, Spanjolska,
Njemacka i Svicarska. Od ostalih zemalja tu su Australija, Austrija, Belgija, Kanada, Kina, Novi
Zeland. Cak 45 % ukupne proizvodnje jabuka u Velikoj Britaniji, namijenjeno je proizvodniji
jabuénog vina (Jemric i sur., 2008). Vine i sur. (1997) tvrde kako najbolja vina od jabuke imaju
gotovo bezbojnu nijansu s velikom bistrinom, laganu aromu, a ravnotezom Secera i kiseline

se postize umjerena trpkost.

Razlika izmedu vina od jabuke i cidera je ta Sto je udio alkohola u vinu veéi od udjela alkohola

u cideru pa je potrebno dodati izvor Secera (Kosseva i sur., 2017).

Prema Europskom udruZenju cidera i voénih vina (AICV, 2021) cider je alkoholno piée koje se

dobiva isklju¢ivo potpunom ili djelomi¢nom fermentacijom:
— soka od svjezih jabuka,
— rekonstituiranog soka koncentrata od soka jabuke ili

— mjeSavinom soka od svjeze jabuke i rekonstituiranog soka koncentrata od soka

jabuke.

Udio alkohola koji se nalazi u cideru krece se u rasponu od 1,2 % do manje od 8,5 % vol., a
zabranjeno je dodavanje destiliranog alkohola. Postoje i cideri sa smanjenim udjelom

alkohola na trzistu i klasificirani su kao:
— cider bez alkohola (ili bezalkoholni cider), ukoliko je udio alkohola manji od 0,5 % vol.,

— cider s niskim postotkom alkohola, ukoliko ima vise od 0,5 % vol. i manje od 1,2 % vol.

(AICV, 2021).

U Sjevernoj se Americi rije ,cider” odnosi na mutni nepasterizirani jabucni sok, dok pojam
,hard cider” podrazumijeva fermentirani proizvod od jabuke. Po organoleptickim svojstvima
cideri se uvelike razlikuju zavisno do sirovine, sorte jabuke koja se koristi te tehnoloskih
postupaka proizvodnje. Jabucna vina obi¢no su proizvedena kupaZiranjem vina pojedinih
sorata jabuka, najc¢esce tradicionalno vezanih uz pojedino uzgojno podrudje, s time da odnos
i zastupljenost pojedinih sorata te nacin prerade ovisi isklju¢ivo o samom proizvodacu

(Jemri¢ i sur., 2008). Globalno gledajudi, jabuc¢no vino jest popularno, s razlicitim imenima
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kao $to su cidre (Francuska), sidre (ltalija), sidra (Spanjolska) i applewein u Njemackoj i

Svicarskoj (Kosseva i sur., 2017).

Francuska je najveca svjetska zemlja koja proizvodi cider, a sustizu je Ujedinjeno Kraljevstvo i
SAD. Prema udjelu alkohola, cider se oznacava kao ,soft cider” (1 -5 %) ili ,,hard cider” (6 — 7
%). Isto tako, moze se klasificirati kao ,vintage cider” ili bijeli cider, koji se proizvodi od soka
jabuke blijede boje. Slatki cider ima zaostali Secer nakon vrenja ili se zasladuje nakon
fermentacije, a suhi je bez Secera i s udjelom alkohola od 6 — 7 %. Dodatkom hmelja i zacina
u cider, dobivamo proizvod s antimikrobnim djelovanjem, Sto je znacajno za zdravlje

potrosaca (Kosseva i sur., 2017).

2.3. STARTER KULTURE

Kod proizvodnje vocnih vina, vazno je naglasiti da se na povrsini plodova nalaze razliciti
(nativni) mikroorganizmi poput kvasaca, bakterija i plijesni koji pri preradi voéa mogu
zapoceti sa svojim aktivnostima. Takvi mikroorganizmi stvaraju razli¢ite produkte svojom
izmjenom tvari, a svi koriste Seéer kao izvor hrane. Buduéi da iskljuéivo kvasci proizvode
Zeljeni alkohol (etanol), potrebno je uvjete u supstratu prilagoditi njima, a ostale
mikroorganizme ukloniti ili stvorenim uvjetima otezati njihov rast i razvoj (Kolb i sur., 2007).
Sojevi kvasaca ukljuéeni u proces fermentacije utjeCu na brzinu vrenja, prirodu i koli¢inu
sekundarnih produkata fermentacije te na aromatski profil krajnjeg proizvoda, odnosno vina
(Ribéreau-Gayon i sur., 2000). Kvasci imaju veliki utjecaj na sastav i senzorska svojstva vina
pa je odabir sojeva kvasaca za alkoholno vrenje od iznimne vaznosti. Kvasci kao predstavnici
prirodne ili divlje mikroflore na plodovima, mogu osigurati normalan tijek fermentacije, no
ima i onih koji ometaju ovaj proces, stoga je doSlo do izdvajanja pojedinih kvasaca iz
prirodne mikroflore, odnosno do selekcioniranja kvasaca. Selekcioniranje se sastoji od
odabiranja Cistih kultura pojedinih wvrsti ili sojeva koje se jo$S zovu starter kulture
(Radovanovi¢, 1986). Ciste starter kulture dostupne su u dva oblika: tekud¢i kvasac i aktivni
suhi (liofilizirani) kvasac. Suhi kvasci (liofilizirani) pokazali su se vrlo ucinkoviti, jer imaju duZi
rok trajanja (oko 6 mjeseci), dok je prije primjene tekuéih kvasaca, potrebno njihovo
umnozavanje dodatkom pasteriziranog soka. U most u kojem ¢ée se odvijati vrenje, potrebno
je dodati 2 — 4 vol. % tekuéeg kvasca (npr. na 20 000 L mosta se dodaje 400 — 800 L

umnozZenog kvasca). RazmnozZavanje kvasaca odvija se u viSe stupnjeva, a ovisno o kolicini i
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temperaturi, proces traje nekoliko dana dok se ne dobije dovoljna koli¢ina. Ukoliko koristimo
suhi kvasac, razmnozavanje nije potrebno. Za fermentaciju 1000 L mosta, dodaje se 50 — 100
grama suhog kvasca. Takav kvasac potrebno je rehidrirati u 0,5 — 1 L tople vode (35 —40 °C) i
nakon 20 minuta moZe se dodati u supstrat (Kolb i sur., 2007). Danas se za provodenje
procesa fermentacije obi¢no koriste odabrane Cdiste starter kulture Saccharomyces
cerevisiae, jer one mogu potisnuti divlju mikrofloru i dominirati procesom fermentacije
(Marsico i sur., 2018). Saccharomyces cerevisiae nije jedina vrsta koja raste tijekom
spontanih fermentacija vina. U ranim fazama fermentacije dominira rast kvasaca koji nisu
Saccharomyces, a karakterizira ih niska sposobnost fermentacije. Kada dode do povedanja
koncentracije etanola, nakon prvih nekoliko dana vrenja, takvi kvasci odumiru, a daljnju
konverziju Se¢era u etanol preuzima Saccharomyces cerevisiae, jer je vrsta otporna na visoke
koncentracije etanola. Jedan od tih ne-Saccharomyces vrsta je Torulaspora delbrueckii koja
ima pozitivan ucinak na okus i aromu alkoholnih pi¢a te omogucuje stvaranje manjih koli¢ina
acetaldehida, octene kiseline i etil acetata. Uporaba ovog kvasca u standardnim uvjetima, u
mjesSovitoj ili sekvencijalnoj kulturi sa S. cerevisiae, predloZena je kao nacin smanjenja
sadrzaja octene kiseline u vinu. Unatoc¢ tome, ovaj kvasac proizvodi male koli¢ine etanola i
biomase, a fermentacija je s njim usporena pa se ne postize potrebni udio etanola od 14 %
vol., iako ova vrsta moZe prezivjeti pri spomenutoj koncentraciji. Prema provedenim
istrazivanjima, mjeSovita kultura T. delbrueckii — S. cerevisiae je najbolja kombinacija za
poboljSanje analitickog profila slatkog vina, jer je u omjeru 20:1 proizvela 53 % manje
hlapljivih kiselina i 60 % manje acetaldehida, nego Cista kultura S. cerevisiae (Bely i sur.,
2008). Isto tako, Cus i Jenko (2013) navode kako Torulaspora delbrueckii moze poboljsati
aromu vina, jer ima znacajnu aktivnost enzima B-glukozidaze, veliku sposobnost
biotransformacije monoterpenskih alkohola te ve¢ spomenuto, proizvodnju niskog udjela
octene kiseline. Neki od zanimljivih aromatskih spojeva ¢iju proizvodnju pospjesuje T.
delbrueckii su voéni esteri, laktoni, tioli i terpeni, a oni Ciju proizvodnju inhibira su visi

alkoholi (Ramirez i Velazquez, 2018).

Prema Caridi i sur. (2004), vinski kvasci smanjuju sadrzaj fenola u vinima tako Sto se
uspostavljaju slabe i reverzibilne interakcije izmedu stjenki kvasaca i antocijana putem

apsorpcije. Razli¢iti metaboliti kvasca, poput pirogrozdane kiseline i acetaldehida, reagiraju s
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razli¢itim fenolima, Sto sugerira da oni nude vazan nacin stabilizacije pigmenata tijekom

sazrijevanja i starenja vina.

Obic¢no se u most dodaje oko 3 g/L aktivnhog suhog kvasca, podrazumijevajuc¢i da most nije
kontaminiran mikroorganizmima te da temperatura fermentacije nije preniska. Tijekom
procesa vrenja, povecava se sadrzaj etanola, temperatura, pH i tlak te uz koncentraciju
dobivenog etanola, vazno je i da je kvasac otporan na takve nepovoljne uvjete (Husnjak,

2019).

2.4. PROIZVODNJA VOCNOG VINA OD JABUKE

Tehnologija proizvodnje voénih vina ne razlikuje se puno od procesa proizvodnje vina od
grozda (Tomic i sur., 2021). Proizvodnja jabuc¢nog vina uklju€uje osnovne operacije vidljive na
Slici 2 poput prijema jabuka i njihovog pranja i sortiranja, usitnjavanja ploda, presanja,
pripreme mosta, odvijanja fermentacije ili vrenja, filtracije i odlezavanja mladog vina,

buteljiranja i pasterizacije te skladistenja (Jemric i sur., 2008).

‘ Jabuke ‘

l

‘ Pranje i sortiranje ‘

l

‘ Usitnjavanje ‘

l

‘ Presanje ‘

l

‘ Sok od jabuke/most ‘

|

‘ Priprema mosta ‘

l

‘ Fermentacija ‘

|

‘ Mlado vino ‘

|

‘ Filtracija i odleZzavanje ‘

l

‘ Buteljiranje i pasterizacija ‘

‘ Skladistenje ‘

Slika 2 Shematski prikaz procesa proizvodnje vo¢nog vina od jabuke (Jemri¢ i sur., 2008)
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2.4.1. Priprema jabuke za preradu

Jabuke koriStene za proizvodnju vina moraju biti u punoj zrelosti, $to znaci da se sav Skrob
mora pretvoriti u glukozu koja fermentira te kako bi se aroma u kozici ploda Sto bolje razvila.
Najprije se izdvajaju truli plodovi jabuke, a ostali idu na pranje hladnom vodom. Isto tako,
pozeljno je odstraniti oStecene i natuéene dijelove ploda. Pranjem se uklanjaju prirodno
prisutni mikroorganizmi na plodu koji mogu negativno utjecati na tijek fermentacije, a samim
time i na kakvocu jabucénog vina. Naglasak je na redovitom odrzavanju cijele opreme koja se

koristi za pranje plodova, jer ona ¢esto moZze biti izvor kontaminacije (Jemri¢ i sur., 2008).

2.4.2. Usitnjavanje i presanje jabuka

Usitnjavanje ploda jabuke direktno utjeée na koli¢inu tj. randman soka, odnosno mosta. Sto
su plodovi finije samljeveni, to ée i koli¢ina mosta biti veéa. Plodovi se melju cijeli, s korom i
sjiemenkama, a prilikom procesa dobije se pulpa (Jemri¢ i sur., 2008). Za usitnjavanje se rabe
specijalni mlinovi za voce, kao $to su mlinovi ¢eki¢ari. Tijekom usitnjavanja plodova, vazno je
provesti sumporenje zbog sprje¢avanja nepozeljnih procesa oksidacije (posmedivanja) pulpe,
a time i iscijedenog jabu¢nog soka. PreSanje se odvija pomocu razli¢itih vrsta presa, od
tradicionalnih do onih suvremenijih, uklju¢ujuéi hidraulicke prese, preSe s vijcima, prese s
koSarama i pneumatske prese (Kosseva i sur., 2017). Razlika izmedu tradicionalnih i
suvremenih presa je $to kod suvremenih dobivamo vece iskoriStenje, ali jabu¢ni most slabije
kvalitete u odnosu na starije prese. Postupak je takav da se jabucna pulpa slaze u presu
preko jednog sloja slame ili se stavlja u jutene vreée (Jemric i sur., 2008). Bitan kriterij kod
ovog procesa je tlak, gdje nije bitna visina tlaka, ve¢ njegovo postepeno povecdavanje u
vremenskim intervalima (Kolb i sur., 2007). Tijekom preSanja, nastoji se $to viSe smanjiti
kontakt pulpe s kisikom, kako bi se smanijila aktivnost enzima polifenoloksidaze koja dovodi
do posmedivanja mosta. Zastita od oksidacije moZe se obaviti i spomenutim sumporenjem
pulpe te dodatkom askorbinske kiseline (vitamin C). Dobiveni jabuéni most, potrebno je
prebaciti u tankove od nehrdajuceg celika s pripadnim poklopcima i vrenjacama u kojima ce

se provoditi alkoholna fermentacija (Jemri¢ i sur., 2008).
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2.4.3. Priprema mosta

Kako bi se poboljsala kvaliteta mosta, potrebno ga je tretirati prije fermentacije da bi dobili
vino visoke kakvoce i Zeljenih svojstava. To podrazumijeva korekciju pojedinac¢nih organskih
kiselina, Seéera i hranjiva, ¢ime se povoljno utjee na tijek vrenja i na kakvoéu konaénog
proizvoda. S obzirom na relativno nizak sadrzaj Secera u mostu, dodaje se konzumni Seéer
(saharoza) koji ¢e osigurati preporucenu razinu alkohola. Korekcija pH vrijednosti postize se
dodatkom jabucne, limunske ili neke druge organske kiseline, a mora biti u rasponu od 3,2
do 3,8 (Jemri¢ i sur., 2008). No, Downing (1989) napominje da se moZe osigurati dovoljna
razina kiselosti moSta i odabirom srednje do visoko kiselih sorti jabuka u kupaZzi. Budu¢i da
Delicious jabuke imaju nisku kiselost, trebale bi se mijesati sa sortama s visokim udjelom
kiseline kao Sto su Gravenstein i Jonathan. Dopustena dodana koli¢ina Secera i kiseline te
vrsta kiseline ovisi o zakonodavstvu pojedine drzave. Tijekom faze dosladivanja moguée je
jo$ dodavanje razli¢itih hranjiva za kvasce, prvenstveno dusSika (Jemri¢ i sur., 2008) te
razli¢itih enzimskih pripravaka koji olakSavaju presanje i povedéavaju tako iskoristivost soka, a
osim toga poboljSavaju i ekstrakciju boje tijekom vrenja te smanjuju viskozitet. Takoder,
nakon presanja, most je potrebno odmah zasumporiti. Ovisno o koli¢ini taloga, dodaje se 50
— 100 mL/L sumporovog dioksida (SO2). Nakon punjenja u boce, vino bi trebalo sadrzavati

max. 25 mg/L SO, (Kolb i sur., 2007).

2.4.4. Alkoholna fermentacija

lako je alkoholno vrenje ljudima poznato od davnina, tek 1778. godine je A. Lavoisier opazio
da je to postupak tijekom kojeg se Seéer preraduje u alkohol etanol i CO,. J. L. Gay Lussac je
1815. godine izra¢unao kvantitativne odnose u procesu prema formuli (1) koji su i danas

aktualni:
C6H120692C2H50H + 2C0, (1)
1 mol Setera > 2 mola etanola + 2 mola CO,

Alkoholna fermentacija (AF) je biokemijski proces koji provode kvasci ili neke vrste bakterija
kao sto su bakterije mlijecne kiseline (BMK), a konvertiraju Seéer u etilni alkohol i ugljikov
dioksid. Proces zapocinje razgradnjom Secera od strane kvasaca da bi se formirale molekule
piruvata, Sto je poznato kao glikoliza. Glikolizom molekule glukoze nastaju dvije molekule

pirogrozdane kiseline. Dvije molekule pirogroZdane kiseline zatim se reduciraju u dvije
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molekule etanola i dvije molekule CO,. Pod anaerobnim uvjetima, piruvat se moze
transformirati u etanol, gdje se prvo pretvara u srediSnju molekulu zvanu acetaldehid uz
pomo¢ enzima piruvat — dekarboksilaze, koja dalje oslobada ugljikov dioksid, a acetaldehid
se reducira u etanol uz pomo¢ enzima alkohol — dehidrogenaze. U alkoholnoj fermentaciji,
akceptor elektrona NAD+ reducira se u NADH. Razmjena elektrona koja se dogada u procesu
pomaze u stvaranju ATP-a (Malakar i sur., 2019). Biokemijski put dobivanja alkohola

vrenjem, prikazan je na Slici 3.

Glukoza

.
Glukoza-6-fosfat

v
Fruktoza-6-fosfat

v
Fruktoza-1,6-difosfat
. ) v
Dihidroksiaceton -t Gliceraldehid-3-fosfat
i ; »—» NAD'
l.-,;-.-.:‘[,n . NADH<=
' R 1,3-difosfoglicerinska kiselina

Glicerol-3-fosfat v
- Piruvat
v

Glicerol
Acetaldehid
NADH
NAD: ==
v
Etanol

Slika 3 Biokemijski put alkoholne fermentacije. Crna linija: alkoholni put; crvena linija: glicero-piruvicni

put; Zuti okvir: intermedijarni metaboliti ukljuceni u blok alkoholne fermentacije (Ciani i sur., 2008)

Sam proces je moguce podijeliti na dvije faze: aerobnu i anaerobnu fazu. Pod aerobnim
uvjetima, stanicama kvasca je dostupan kisik te dolazi do razmnoZavanja kvasca, a nakon Sto
je nastao dovoljan broj kvascevih stanica, sprje¢ava se dovod kisika i zapocinje anaerobna
faza u kojoj svojim metabolizmom kvasac razgraduje Secere pri ¢emu dolazi do intenzivnog
pjenjenja i oslobadanja CO (Coton i sur., 2016). Kako udio alkohola raste, tako se vrenje sve
viSe usporava. Ovisno o otpornosti kvasca, kod 18 % vol. alkohola, a u nekim ekstremnim
sluc¢ajevima i kod visih postotaka, vrenje se potpuno zaustavlja. Opcenito se temperatura
vrenja drzi na oko 20 °C. Pri visSim temperaturama, ocekuje se veca koli¢ina visih alkohola
(Kolb i sur., 2007), a niza temperatura fermentacije pridonosi ocuvanju lako hlapljivih

spojeva arome (Jemri¢ i sur., 2008). Brzina fermentacije ovisi o odabiru soja kvasca,
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temperaturi, prisustvu kisika, pH vrijednosti, koncentraciji Secera, razini dusika i ostalih

nutrijenata koji su potrebni stanicama kvasca za rast (Coton i sur., 2016).

Pored etanola i ugljikovog dioksida, kao primarni produkt AF nastaje i glicerol koji daje
punocu okusa i tako poboljsava kvalitetu vina. Isto tako, stvaraju se i sekundarni produkti
poput estera, organskih kiselina (jantarna, jabucna, octena, mlijeCna kiselina), masnih
kiselina, aldehida, ketona, terpena i dr. Ukoliko je u mostu visoki sadrzaj pektina, zbog
dodatka pektinaza koje se koriste za bistrenje i povecanje prinosa soka, kao nusprodukt AF

moze pod odredenim uvjetima nastati i metanol (Kosseva i sur., 2017).

Spremnici u kojima se provodi fermentacija razli¢itih su oblika i volumena te moraju biti
opremljeni odgovaraju¢im poklopcima i vrenjaéama kako zrak ne bi ulazio u prostor
spremnika. Tankovi su napravljeni od razli¢itih materijala koji su otporni na koroziju, a
najéesée od nehrdajuceg Celika ili drveta. Sadrzaj Secera ili ° Brix-a se redovito mjere kako bi
se pratio napredak fermentacije. Fermentacija se odvija sve dok se sav Seéer u potpunosti ne
potrosi (obi¢no Brix ocitanje od oko 8 °Bx). Kada je fermentacija zavrSena, ne stvaraju se vise

mjehurici, zbog zaustavljanja proizvodnje CO; (Kosseva i sur., 2017).

2.4.5. Jabucno-mlijecna fermentacija

Tijekom fermentacije, osim pretvorbe Secera u etilni alkohol, odvija se i pretvorba jabucne
kiseline u mlije¢nu kiselinu. Prvi proces obavljaju kvasci, a drugi proces obavljaju specificne
bakterije koje se zovu malolakticne bakterije, medu kojima su najznacajnije vrste
Oenococcus oeni i Lactobacillus brevis. Pretvorba jabucne kiseline u mlijeénu pomocu
malolakti¢nih bakterija naziva se joS i malolaktic(nom fermentacijom (MF). Jabucna kiselina
ima jak i oStar okus, dok je mlije€na kiselina znatno blaza pa takva jabucna vina imaju manju
kiselost, bolja organolepticka svojstva i mikrobioloski su stabilnija. U tradicionalno
proizvedenim jabucnim vinima ne dodaju se malolakticne bakterije, nego se fermentacija
jabucne kiseline odvija spontano i polako. Malolakti¢ne bakterije su osjetljive na sumporov
dioksid pa koncentracija od 30 do 50 ppm SO; unistava O. oeni. Optimalna temperatura za
malolakti¢nu fermentaciju je od 20 do 25 °C, a preporuca se temperatura od 22 °C, jer je
tada pretvorba jabucne kiseline najveéa. MF se odvija nakon AF i ne utjeCe znacajno na
koli¢inu hlapljivih spojeva koji se najviSe stvaraju u alkoholnoj fermentaciji (Jemri¢ i sur.,

2008).
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2.4.6. Pretok vina s taloga, bistrenje i filtracija

Po zavrSetku alkoholne fermentacije mlado vino od jabuka se pretace, skida s taloga koji
sadrzi autolizirane stanice kvasca i enzime (ukoliko su dodani), a vrijeme pretoka razlikuje se
zavisno od proizvodaca. U Velikoj Britaniji pretakanje i bistrenje provodi se odmah po
zavrSetku fermentacije, dok u drugim zemljama vino ostaje na talogu nekoliko tjedana te se
nakon toga pretace (Jemric i sur., 2008). Predugo €uvanje voénih vina na talogu nije korisno,
jer postoji opasnost od stvaranja sumporovodika (H.S). Pretok se cesto radi pomodu
centrifuga, tako Sto se talog odvaja vrtnjom bubnja. Kontakt sa zrakom kod pretoka mora biti

minimalan kako bi sprijecili nezeljenu oksidaciju (Kolb i sur., 2007).

Postupak bistrenja moze se provesti na nekoliko nacina, od najjednostavnijeg prirodnog
bistrenja uslijed taloZenja Cestica mutnoce preko centrifugiranja pa do bistrenja dodatkom
nekog od sredstava za bistrenje kao Sto su bentonit, Zelatina, agar-agar, tanin, aktivni ugljen,

celuloza i dr. (Jemri¢isur., 2008).

Daljnji postupak bistrenja obuhvaca uporabu sustava za filtraciju koji osigurava kristalnu
bistroéu jabuénog vina. NajceSce se provodi prije punjenja jabu¢nog vina u boce, pri cemu se
u vedini slucajeva koristi sterilna plocasta filtracija (veli¢ina pora manja od 0,2 um) (Jemric i
sur., 2008). Tijekom filtracije, dolazi od odvajanja najfinijih Cestica koje su nakon bistrenja
ostale u vinu, uz pomo¢ sloja poroznog materijala koji omoguéava protok vina, ali ne i ¢estica
taloga. Kod djelovanja filtracijskih materijala, treba razlikovati sitasto (pore filtracijskog sloja
su manje od Cestica taloga) i adsorpcijsko djelovanje. Od svakog materijala za filtriranje,
ocekuje se inertnost u svakom medudjelovanju, tj. da ne uzrokuje promjenu voénog vina,

kako u boji, tako i u okusu i mirisu (Kolb i sur., 2007).

2.4.7. Odlezavanje vo¢nih vina

Mlado vino po zavrSetku AF nije pogodno za konzumaciju jer je neharmoniéno, grubo i s
naglasenim mirisom po kvascu. Potrebno je odredeno vrijeme odleZavanja vina, kako bi ono
postiglo kona¢nu aromu i bouquet, Sto na kraju utjeCe i na kakvocu jabucnog vina.
Odlezavanje se odvija u dvije faze, gdje se prva faza odnosi na promjene nakon AF do
punjenja u boce, a ¢esto traje od 6 do 24 mjeseca. Druga faza zapocinje punjenjem u boce i
uklanjanjem kisika. Tijekom druge faze voéno vino dobiva svoj specifi¢ni blazi i voéni okus

(Veli¢isur., 2018b).
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2.4.8. Punjenje boca

Zbog Secera kojeg sadrzavaju, vo¢na vina moraju biti punjena vruéa ili sterilno ili se boce
nakon punjenja pasteriziraju. Vino koje se puni vruce ili se naknadno pasterizira, mora biti
testirano na toplinsku stabilnost. Za tu svrhu, napune se tri prozirne boce vinom, zatvore i
stave u vodu koja je na predvidenoj temperaturi za punjenje. Nakon toga, boce stavimo u
hladnjak i nakon 24 sata provjeri se ima |li u bocama taloga, ukoliko ima, potrebno je vino
tretirati bentonitom. Voéna vina se u pravilu zatvaraju aluminijskim zatvara¢ima na navoj.
Takvi zatvaradi vrlo su raSireni, jer na prstenastom osiguracu, konzumentu je vidljivo je li ta

boca originalno zatvorena ili je bila otvarana (Kolb i sur., 2007).

2.5. KEMIJSKI SASTAV VOCNOG VINA

Kemijski sastav vo¢nog vina je priliéno slozen i raznolik, a uglavnom ukljucuje vodu, alkohole,
Secéere, organske kiseline te polifenole, vise alkohole, estere, aldehide i ketone koji doprinose

organoleptickom karakteru vina (Kosseva i sur., 2017).

2.5.1. Alkoholi

Glavni predstavnik alkohola u voénim vinima i primarni produkt alkoholne fermentacije je
etanol, a njegov udio izrazava se kao volumni postotak. Proizvodnja etanola najviSe ovisi o:
sadrzaju Secera, temperaturi fermentacije i soju kvasca. Uloga etanola u vinu je visestruka:
zajedno s vodom djeluje kao otapalo u ekstrakciji sastojaka voca, sluzi kao reaktant u
stvaranju vazinih hlapljivih spojeva (npr. etil estera) i klju¢an je za senzorna svojstva,
stabilnost te tijekom odlezavanja vina. Sekundarni produkti metabolizma kvasca ukljucuju i
vise alkohole (koji sadrze vise od dva ugljika). Neki od predstavnika viSih alkohola su n-
propanol, izobutil alkohol (2-metil-1-propanol), 2-metil butanol, izoamil alkohol i 2-fenil
etanol (Veli¢ i sur., 2018a). Pored spomenutih alkohola, vazan je i glicerol koji nastaje. lako je
spoj bez boje i mirisa, nehlapljiv i bez aromati¢nih svojstava, moze indirektno pridonijeti
aromatskom profilu vina naglasavajuci slatkoc¢u, punocu okusa i teksturu vina. Razliciti sojevi
kvasca proizvode razliCite kolicine glicerola pa sposobnost proizvodnje glicerola treba uzeti u
obzir pri odabiru sojeva vinskog kvasca (Veli¢ i sur., 2018b). Glicerol se uglavhom proizvodi
tijekom glicero-piruviénog puta na pocetku alkoholne fermentacije, a njegova razgradnja

moze biti Stetna za kvalitetu vina. ZabiljeZene koncentracije glicerola u cideru krecu se
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izmedu 3 — 6 g/L. Osim etanola i glicerola, u manjim koncentracijama moZe nastati i metanol
u nekim vrstama voc¢nih vina. Medutim, bududi da je toksi¢an za ljude, sadrzaj metanola u
komercijalno dostupnim voénim vinima ne smije prelaziti 200 — 250 mg/L (Veli¢ i sur.,
2018a). Secerni alkoholi, kao $to su alditol, arabitol, eritritol, manitol, mioinozitol i sorbitol se

isto tako mogu naci u voénim vinima u manjim koli¢inama (Kosseva i sur., 2017).

2.5.2. Seéeri

Fruktoza, glukoza i, u nekim vrstama voca, saharoza glavni su Seceri prisutni u voénim
vinima. Njih kvasci fermentiraju tijekom vrenja, proizvodeéi prethodno spomenute glavne
metabolite. Medutim, u usporedbi s grozdem, ostalo voce Cesto ima puno nizi sadrzaj Secera
u sastavu, Sto ga Cini neprikladnim za proizvodnju voénog vina, jer je Secer presudan za rast i
metabolizam kvasca pa se sadrzaj Secera korigira dodatkom saharoze (Veli¢ i sur., 2018a).
Nadalje, Seceri se takoder mogu metabolizirati u vise alkohole, estere masnih kiselina i
aldehide, koji uglavhom definiraju primarni aromatski karakter vina (Veli¢ i sur., 2018b).
Seceri koji nisu fermentirani do kraja, nazivaju se neprevrelim $eéerima koji se prvenstveno
sastoje od pentoznih Secera, kao $to su arabinoza, ramnoza i ksiloza. Prema sadrzaju ukupnih
Secera sva vina se svrstavaju u suha vina ako je sadrzaj neprevrelih Se¢era manji od 1,5 g/L

(Kosseva i sur., 2017).

2.5.3. Organske kiseline

Slicno kao i kod Seéera, sadrzaj organskih kiselina u vo¢u odgovara sadrzaju organskih
kiselina u vo¢nom vinu. Kiselost vina utje¢e na okus i ukupnu kvalitetu, a izrazava se kao
ukupna kiselost. Predstavnici organskih kiselina prisutnih u voénim vinima uklju€uju jabuénu
kiselinu (6,2 g/L), jantarnu (1,3 g/L), limunsku (0,3 g/L) i octenu kiselinu (Kosseva i sur.,
2017). Od hlapljivih kiselina, najzastupljenija je octena kiselina koja se koristi kao parametar
kvalitete vina. Ona je sekundarni metabolit dobiven iz piruvata tijekom AF. Povisena
koncentracija octene kiseline mozZe upudéivati na infekciju i aktivnost bakterija octene
kiseline. Jabucna kiselina takoder znacajno pridonosi kiselosti vina, a njezina se koncentracija
moze smanijiti razgradnjom jabucne kiseline u mlije¢nu malolakticnom fermentacijom (MF)

(Veli¢isur., 2018b).
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2.5.4. Hlapljivi (aromatski) spojevi

Poznavanje hlapljivog, odnosno aromatskog profila vina je od velikog interesa, bududi da su
ti spojevi odgovorni za kvalitetu arome vina. Aroma voénih vina uglavnom je odredena
hlapljivim spojevima koje proizvodi samo voée (aroma sortnog vina), ali mogu nastati i
tijekom alkoholnog i malolakticnog vrenja (aroma fermentativnog vina) ili tijekom punjenja,
odleZzavanja i skladiStenja. Esteri, viSi alkoholi, acetati, organske kiseline i drugi spojevi
skupine su hlapljivi spojevi koji naj¢esce pridonose profilu okusa i/ili arome vina. Osim
navedenih, postoje i mnogi maniji hlapljivi i nehlapljivi spojevi koji ¢ine aromu voénih vina, a

to su aldehidi, ketoni, laktoni, terpeni i fenoli (Veli¢ i sur., 2018a).

Na primjer, vo¢nom okusu tresSnje u vinu pridonose etanol, butanol, pentanol, oktanol,
geraniol, linalol, etil acetat, octena kiselina, izovalerijanska kiselina, oktanska kiselina i
benzaldehid. Prema rezultatima analize, Kosseva i sur. (2017) navode kako su u kupinovom
vinu sastav hlapljivih tvari arome Cinili etil heksanoat, etil acetat, etil oktanoat, izoamil
alkohol, fenetil alkohol i octena kiselina. Aldehidi i ketoni nastaju u manjim kolicinama
tilekom nepotpune alkoholne fermentacije ili oksidacije alkohola, ali su i dalje vrlo vazni za
stvaranje sortnih aroma. Unato¢ tome, u veéim koncentracijama imaju nezeljene ucinke. U
vinu od jabuke nadeni su u koli¢inama od 100 — 150 mg/L. Esteri su odgovorni za vo¢ni
bouquet vina, pri ¢emu pojedinacni esteri imaju veci intenzitet ili kvalitativna svojstva, nego
kada dolaze u kombinaciji. U jabu¢nom vinu, ukupna koli¢ina estera krece se oko 240 mg/L.
U cideru su prisutni heksil-acetat, butil-acetat i 2-metilbutil-acetat, no ako su termicki
obradeni, gube i do 30 % svog izvornog udjela estera i aldehida tijekom skladistenja (Kosseva

i sur., 2017).

2.5.5. Vitamini i minerali

Koncentracija vitamina prisutnih u voéu opada tijekom proizvodnje vina zbog fermentacije,
termickih tretmana i odleZavanja pa su njihove razine u voénim vinima nedostatne da bi bile
znacajne u ljudskoj prehrani. Medutim, vitamin C se ponekad dodaje kao konzervans u
proizvodnji ekoloskih voénih vina (Veli¢ i sur., 2018b). S druge strane, razine nekih vitamina
obi¢no su dovoljne ili vise nego dovoljne da podrze rast mikroba. Sadrzaj biotina (vitamin H) i
nikotinske kiseline (niacin, vitamin B3) je adekvatan za vecinu sojeva kvasca (Veli¢ i sur.,

2018a). Vocno vino sadrzi nesSto vitamina B skupine (tiamin, riboflavin i B12) i, nazalost, vrlo
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male koli¢ine vitamina A, C, D i K. Uzimajudéi sve ove Cinjenice u obzir, moZe se zakljuciti da
umjerena konzumacija vina ipak ne predstavlja dovoljan izvor vitamina potrebnih za
odrzavanje optimalnog nutritivnog statusa i cjelokupnog zdravlja. Od minerala, kalij je
dominantan element prisutan u svim vinima, u rasponu od 742 do 1201 pg/g, dok su ostali

vazni elementi kalcij, sumpor, fosfor, natrij i magnezij (Kosseva i sur., 2017).

2.5.6. Polifenolni spojevi i antioksidativna aktivnost

Polifenolni spojevi pripadaju raznovrsnoj skupini sekundarnih metabolita biljaka neophodnih
za pravilan rast i razvoj. Imaju mnoge funkcije u fiziologiji biljaka, od strukturnih komponenti
do obrane od patogena ili od pigmentacije do antioksidativne zastite. Mnogi fenolni spojevi
pokazuju antibakterijska, antifungalna, antivirusna, antikancerogena i protuupalna svojstva.
Dokazan je i njihov ucinak u lijec¢enju raznih poremecaja poput kardiovaskularnih problema,
astme, alergija, dijabetesa i hipertenzije, vjerojatno zbog njihovog antioksidativnog
djelovanja (Kosseva i sur., 2017). Toj skupini pripadaju antocijani, flavonoli, katehini i dr.
flavonoidi te djeluju na boju i trpkost vina. Fenolni spojevi mogu se klasificirati na razlicite
nacine jer se sastoje od velikog broja heterogenih struktura koje se krecu od jednostavnih
molekula do visoko polimeriziranih spojeva (Veli¢ i sur., 2018a). Prije kromatografskih
metoda, najceséi parametar koji se koristio za opisivanje potencijalne terapeutske vrijednosti
odabranog vina bio je ukupni sadrzaj polifenola. Osim ukupnog sadrzaja polifenola, daje se i
procjena ukupne antioksidativne aktivnosti kao poveznica s bioaktivnim potencijalom
bobicastog ili jabucastog voéa ili proizvoda od istog (Kosseva i sur., 2017). Na temelju
ukupnog sadrzaja polifenola, vina se obi¢no kategoriziraju u tri glavne skupine: (1) s visokim
udjelom ukupnih polifenola, (2) sa srednjim udjelom ukupnih polifenola i (3) s niskim
sadrzajem ukupnih polifenola (Veli¢ i sur., 2018a). Ukupni sadrzaj polifenola u vinu od jabuke
(451 mg galne kiseline/L) znacajno je nizi nego kod vina od tresnje (991 mg galne kiseline/L) i
gotovo Cetiri puta niZi nego kod vina od borovnice (1676 mg galne kiseline/L) (Kosseva i sur.,
2017). Medu fenolnim spojevima s poznatim antioksidativnim djelovanjem isti¢u se
flavonoidi, fenolne kiseline i tanini, a glavni flavanol kod jabucnih vina je epikatehin, zatim ga
slijedi katehin i njihov produkt polimerizacije procijanidin B,. Fenolne kiseline dijele se na
derivate hidroksibenzojeve kiseline (kao Sto su galna, hidroksibenzojeva, salicilna i
protokatehuinska) i derivate hidroksicimetne kiseline. Poznato je da kupinovo vino ima

visoke koncentracije benzojeve i cimetne kiseline, osobito galne, klorogenske, p-kumarinske i
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kafeinske kiseline, dok su prevladavajué¢e hidroksicimetne kiseline u jabuénim vinima
klorogenska i p-kumaroil kininska kiselina. Medutim, one su podlozne brzoj oksidaciji koju
katalizira enzim polifenoloksidaza, dajuci o-kinon, spoj odgovoran za tamnjenje soka/mosta
od jabuka (Veli¢ i sur., 2018a). Isto tako, Veli¢ i sur. (2018a) naglasavaju da voée iz ekoloSkog
uzgoja moze imati veéi sadrzaj polifenolnih spojeva, Sto vjerojatno dolazi od Cinjenice da
biljke pojacano sintetiziraju endogene prirodne obrambene tvari (fenole) zbog odgovora na
bioticki i abioticki stres, u nedostatku gnojiva i pesticida, koji se obi¢no koriste tijekom
konvencionalne proizvodnje. Antocijani su vodotopljivi pigmenti koji pripadaju skupini
flavonoida, a odgovorni su za crvenu, plavu i ljubi¢astu boju voéa, cvijeca, lis¢a, stabljike,
gomolja i podanka. Jaki su antioksidansi, a biljke ih sintetiziraju i nakupljaju u stresnim
uvjetima, kao Sto su ekstremne temperature, UV zracenje te gljivicne i bakterijske infekcije.
Prema strukturi, antocijani su glikozidi koji otpustaju aglikonske antocijanidine pomocu
glikozidaza, a glikozidni dio mogu Ciniti Seceri kao Sto su glukoza, galaktoza, ramnoza, ksiloza
i arabinoza (Ruta i Farcasanu, 2019). Osnovnu strukturu antocijanidina ¢ini flavilium kation, s
metoksilnim i hidroksilnim skupinama prisutnima na razlic¢itim polozajima osnovne strukture
(Veli¢ i sur., 2018a). Postoji Sest antocijanidina koji prevladavaju u prirodi: cijanidin,
delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin i petunidin, a najzastupljeniji su cijanidin i
delfinidin. Ovi spojevi su vrlo osjetljivi te na njihovu stabilnost utjecu: pH, temperatura,
svjetlo, kisik, metalni ioni, intramolekularne veze ili intermolekularne veze s drugim
spojevima (kopigmenti, Seceri, proteini, produkti razgradnje) (Ruta i Farcasanu, 2019).
Proces kopigmentacije je interakcija izmedu bezbojnih ili slabo obojenih molekula, koje se
nazivaju kopigmenti, i antocijana gdje te interakcije vode do povecanja intenziteta boje.
Najcesc¢i kopigmenti su hidroksicimetna kiselina, katehini i flavonoli (Moreno i Peinado,
2012). Crna vina te voéna vina od bobicastog voéa osobito su bogata antocijanima, jer su
dobivena od sirovina s visokim udjelom antocijana. Antocijani su vazni jer utjecu na kvalitetu
vina, igrajuci kljuénu ulogu u svojstvima boje i okusa vina, stabilnosti i u procesu dozrijevanja
vina. Tijekom fermentacije, ali i tijekom sazrijevanja i odleZavanja vina, koncentracija
antocijana se stalno mijenja. Vecéina dosadasnjih studija pokazala je da antocijani tijekom
fermentacije prolaze kroz razli¢ite biotransformacije, fizicke (npr. adsorpcija fermentacijskim
mikroorganizmima, odnosno kvascima) te kemijske (npr. reakcije kondenzacije koje ukljucuju
reakcije s glikolitickim produktima kao Sto su piruvat i acetaldehid ili reakcije s drugim

spojevima prisutnima tijekom vrenja, kao Sto su vinilfenoli dobiveni iz cimetnih kiselina
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pomocu dekarboksilaza) Sto moZe dovesti do stabilizacije ili povecanja koncentracije
antocijana. Isto tako, neki kvasci sudjeluju u de novo sintezi razliCitih spojeva pa tako i
antocijana. Antocijani joS prolaze kroz reakcije razgradnje i oksidacije, taloZzenja s proteinima,
polisaharidima i kondenziranim taninima. Kao rezultat kondenzacije s razli¢itim
komponentama, spojevi izvedeni iz antocijana zadrZavaju svoje pocetne dijelove bogate

elektronima, zajedno sa spektralnim i antioksidativnim svojstvima (Ruta i Farcasanu, 2019).

2.6. FIZIKALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI KAKVOCE VOCNIH VINA

Prema Pravilniku o vinu (NN 57/00), kakvoca vina se utvrduje na osnovu sljedecih fizikalno-
kemijskih pokazatelja: relativna gustoca, alkoholna jakost, ukupni suhi ekstrakt, reducirajudi

Seceri, pepeo, ukupna kiselost, hlapiva kiselost, pH, slobodni SO; i ukupni SO,.

2.6.1. Relativna gustoca

Prema Pravilniku o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od
grozda i vina te vocénih vina, gustoéa je masa vina ili mosta po jedinici volumena pri
temperaturi od 20 °C. IzraZena je u gramima po mililitru i oznacena simbolom Pygc. Relativna
gustoc¢a pri 20 °C (ili specificna tezina pri 20 °C) je omjer gustoée nekoga odredenog
volumena vina ili mosta pri 20 °C prema gustoci istog volumena vode pri istoj temperaturi

(MPSVG, 2004).

2.6.2. Alkoholna jakost

Etanol je glavni produkt alkoholne fermentacije, odgovoran za aromu i stabilnost vina, dok se
metanol i ostali alkoholi pojavljuju u manjim koncentracijama (Amidzi¢ Klari¢ i sur., 2016).
Alkoholna jakost izrazena volumenom je broj litara etanola sadrzanog u 100 litara vina, a oba
volumena mjerena pri temperaturi od 20 °C. lzrazava se simbolom »% vol.« kako navodi
Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i

vina te voénih vina (MPSVG, 2004).
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2.6.3. Ukupni suhi ekstrakt

Prema Pravilniku o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od
grozda i vina te voénih vina, ukupni suhi ekstrakt ili ukupna suha tvar ukljucuje sve tvari koje
nisu hlapive pod specificnim fizickim uvjetima. Ovi fizi¢ki uvjeti moraju biti takvi da tvari koje
¢ine ekstrakt pretrpe $to je moguée manje promjene u tijeku izvodenja testa (MPSVG, 2004).
U ekstrakt spadaju ugljikohidrati, mineralne tvari, glicerol, butilen, glikol, nehlapive kiseline
(vinska, jabucna, mlije¢na), tanini i tvari boje (Husnjak, 2019). Ekstrakt bez Seéera je razlika
izmedu ukupnog suhog ekstrakta i ukupnih Secera, a reducirani ekstrakt je razlika izmedu
ukupnog suhog ekstrakta i ukupnih Secera iznad 1 g/L, kalijeva sulfata iznad 1 g/L, prisutnog
manitola ili drugih kemijskih supstanci koje su mozda bile dodane vinu. Ekstrakt se izrazava u

gramima po litri i treba biti odreden unutar najblizih 0,5 g (MPSVG, 2004).

2.6.4. Reducirajudi Seceri

Prema Pravilniku o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od
grozda i vina te voénih vina, reducirajuci Seceri su svi Seceri, koji imaju keto ili aldehidne
funkcionalne skupine. Njihovo odredivanje vezano je za redukciju alkalne otopine bakar (Il)
soli (MPSVG, 2004). Slobodna aldehidna ili ketonska skupina omogucuje im da rade kao
redukcijska sredstva. Svi monosaharidi su reducirajuéi Seceri, dok se disaharidi mogu
klasificirati kao reducirajuéi i nereducirajuci, gdje je npr. saharoza nereducirajudi (Jain i sur.,

2021).

2.6.5. Pepeo

Sukladno Pravilniku o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda
od grozda i vina te vo¢nih vina, sadrzaj pepela definiran je kao ukupnost svih produkata koji
ostaju nakon Zarenja taloga preostalog od isparavanja vina. Zarenje se izvodi tako da se svi
kationi (iskljucivsi kation amonija) pretvore u karbonate ili druge bezvodne anorganske soli
(MPSVG, 2004). Amidzi¢ Klari¢ i sur. (2016) navode da §to je vino kvalitetnije, u njemu se

nalazi veéa koncentracija pepela i minerala.
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2.6.6. Ukupna kiselost

Vrsta voca, klimatski uvjeti i geomorfoloSke karakteristike tla, odreduju sadrzaj organskih
kiselina u voéu pa u konacnici i u vo¢nom vinu (Veli¢ i sur., 2018a). Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od grozda i vina te voénih vina
navodi kako je ukupna kiselost vina suma njegovih titrabilnih kiselina kad ga se titrira do pH 7
sa standardnom alkalnom otopinom. Ugljikov dioksid nije ukljuen u ukupnu kiselost
(MPSVG, 2004). Prema Pravilniku o vinu, vino u prometu mora sadrzavati ukupnu kiselost

najmanje 4,5 g/L izraZenu kao g/L vinske kiseline (MPS, 2000).

2.6.7. Hlapiva kiselost

Kako navodi Pravilnik o fizikalno-kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda
od groZda i vina te vocénih vina, hlapiva kiselost predstavlja homologe octene kiseline
prisutnih u vinu u slobodnom obliku ili u obliku soli (MPSVG, 2004). Prema Pravilniku o vinu,

hlapiva kiselost izrazava se kao octena kiselina u g/L (MPS, 2000).

2.6.8. pH vrijednost

Kiselost voéa jedan je od najvaznijih parametara u proizvodnji vina. pH vrijednost je
pokazatelj jaine kiselosti soka ili vina, dakle mjera napredovanja zrelosti. Preciznije, pH je
mjera koncentracije vodikovih iona i relativne sposobnosti neutralizacije alkalnih hidroksilnih
iona. pH vrijednost se izrazava na ljestvici od 0 (najkiselije) do 14 (najluznatije), s
neutralnoséu na pH 7 (Vine i sur., 1997). Sukladno Pravilniku o fizikalno-kemijskim
metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groida i vina te voénih vina, pH se
odreduje tako da se mjeri razlika u potencijalu izmedu dviju elektroda uronjenih u ispitivanu
tekucinu. Potencijal jedne od elektroda je u funkciji pH vrijednosti tekucine, dok druga

elektroda ima stalan i poznat potencijal te predstavlja referentnu elektrodu (MPSVG, 2004).

2.6.9. Ukupni i slobodni SO,

U industriji vina, SO; Cesto se dodaje mostu i vinu kao konzervans, kako bi se sprijecio rast
bakterija i usporio proces oksidacije inhibicijom oksidativnih enzima. Takoder, SO
poboljSava voéne okuse i svjeZinu arome vina. Obi¢no se dodaje kao kalijev ili natrijev

metabisulfit. SO, u vinu dolazi u dva oblika: slobodni i vezani. Slobodni mozZe reagirati i tako
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pokazati i germicidna i antioksidativha svojstva. Vezani SO, je onaj koji je reagirao (i
reverzibilno i ireverzibilno) s drugim komponentama unutar vina. Kombinacija vezanog i

slobodnog SO, naziva se ukupni SOz (Monro i sur., 2012).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Cilj rada bio je istraziti utjecaj odabranih komercijalnih kvasaca roda Saccharomyces oznake
011 BIO (Zymaflore®, Laffort, FR), RMS2 (Actiflore®, Laffort, FR) i X16 (Zymaflore®, Laffort,
FR) te utjecaj koinokulacije ne-Saccharomyces vinskog kvasca oznake ALPHA TD (Torulaspora
delbrueckii) (Zymaflore®, Laffort, FR) sa X16 u omjeru 10:1 na kinetiku fermentacije,
fizikalno-kemijska svojstva, udio ukupnih polifenola i antocijana te antioksidativnu aktivnost
u soku/vinu od jabuke sorte Florina iz ekoloskog uzgoja. Kinetika alkoholne fermentacije
pradena je u laboratorijskom mjerilu primjenom serija mikrofermentacijskih eksperimenata.
Nakon provedenih mikrofermentacija i analiza dobivenih uzoraka, provela se statisticka

obrada dobivenih rezultata s ciljem optimizacije procesa proizvodnje voénog vina od jabuke.

3.2. MATERUALI

Sirovine:
e sok od jabuke iz ekoloskog uzgoja sorte Florina (Hrvatska)

e komercijalni kvasci roda Saccharomyces: 011 BIO (Zymaflore®, Laffort, FR) (dalje u
radu K1), RMS2 (Actiflore®, Laffort, FR) (dalje u radu K2) i X16 (Zymaflore®, Laffort,
FR) (dalje u radu K3)

e mjesSovita kultura ne-Saccharomyces vinskog kvasca ALPHA TD (Torulaspora

delbrueckii) (Zymaflore®, Laffort, FR) i kvasca X16 (u omjeru 10:1) (dalje u radu K4)

Kemikalije:

e kalijev metabisulfit (K25205)

e Seler saharoza (bijeli, rafinirani)

e Folin-Ciocalteu-ov reagens

e natrijev karbonat (Na,COs)

e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) reagens

e etanol

e pufer KCl

e pufer natrijev acetat bezvodni
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e klorovodi¢na kiselina (HCI)

e destilirana voda

3.3. OPREMA

Tijekom pripreme uzoraka soka za AF koristeni su:
e rucno mjesalo i plasticna posuda
e Erlenmayerove tikvice volumena 2 L
e analiticka vaga (Adam, model Nimbus) je koristena za vaganje enoloskih preparata

e |aboratorijska vaga (Kern PLE 420-3N) je koriStena za vaganje pripremljenih uzoraka u

Erlenmayerovim tikvicama
e pH metar (Mettler Toledo) za odredivanje pH vrijednosti soka od jabuke
e digitalni refraktometar (HI 96813) za odredivanje Secera (°Bx) u soku od jabuke
e termometar
e vrenjade
Tijekom analiza mladog vina koristeni su:
e digitalni refraktometar HI 96813 za odredivanje Secera u vinu
e pH metar (Mettler Toledo) za odredivanje pH vrijednosti mladog vina
e spektrofotometar (LLG-uniSPEC 2)
Tijekom pretoka mladog vina u boce koristeni su:
e elektri¢na pumpa Buon Vino (broj modela: GY-4U7R-6PYV)
e rucna Cepilica zatvaranje boca

e tamne boce
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3.4. METODE

3.4.1. Proces proizvodnje vina od jabuke u laboratorijskom mjerilu

Za proizvodnju vina od jabuke koristen je sok od jabuke iz ekoloSkog uzgoja sorte Florina. Sok
je Cuvan i transportiran u bag-in-box pakiranju. Iz takvog pakiranja prireden je jedan uzorak
svjezeg soka od jabuke ukupnog volumena od 12 L. U svjezem, pocetnom soku je odreden
udio Secera od 12,5 °Bx pomocu refraktomera te pomoéu pH metra (Mettler Toledo)
odredena je pH vrijednost 3,59. Kako utvrdena koli¢ina Secera nije bila dovoljna za
proizvodnju vina, provedeno je dosladivanje do 20 °Bx s 107 g/L bijelog, rafiniranog Secera,
tj. 1284 grama je dodano na ukupni volumen soka od 12 L. pH dosladenog soka iznosio je
3,73. Za potrebe provedbe serije mikrofermentacijskih istraZivanja, sok od jabuke
pripremljen na prethodno opisan nacin, razdijeljen je u osam (8) Erlenmeyerovih tikvica
volumena 2 L. U svaku Erlenmeyerovu tikvicu dodano je 1,5 L soka jabuke. Takoder,
pripremljena je i tikvica s 1,5 L destilirane vode koja se koristila kao kontrola isparavanja
tijekom AF. Ostala enoloska sredstva su dodavana u Erlenmeyerove tikvice prema odvagama
za 1,5 L soka pa je tako provedeno sumporenje sa 35 mg/L kalijevog metabisulfita (K2520s),
tj. u svaku tikvicu dodana je odvaga od 0,0525 g K;S;0s na 1,5 L soka. Za alkoholnu
fermentaciju su upotrebljena Cetiri komercijalna vinska kvasca, Cija se pakiranja mogu vidjeti
na Slici 4. Uzorci su pripremljeni u paralelama uz kontrolnu tikvicu s destiliranom vodom.
Aktivni suhi kvasci dodani su u koncentraciji od 30 g/hL (0,3 g/L), tj. u svaku tikvicu je dodano
po 0,45 g kvasca na 1,5 L soka. U prve dvije tikvice, oznacene s K1 1i K1 Il, dodan je odabrani
kvasac roda Saccharomyces oznake 011 BIO (Zymaflore®, Laffort, FR), u druge dvije oznacene
s K2 1i K2 1l, dodan je takoder odabrani kvasac roda Saccharomyces oznake RMS2 (Actiflore®,
Laffort, FR) te u tikvice oznacene s K3 | i K3 Il, dodan je isto selekcionirani Saccharomyces
vinski kvasac oznake X16 (Zymaflore®, Laffort, FR). Kod zadnje dvije tikvice oznacene s K4 | i
K4 1lI, izvrSena je koinokulacija s ne-Saccharomyces vinskim kvascem naziva ALPHA TD
(Torulaspora delbrueckii) (Zymaflore®, Laffort, FR) uz K3 — X16 Saccharomyces kvasac u
omjeru 10:1 pa je u navedene dvije tikvice dodano 0,4050 g ALPHA TD i 0,0450 g X16. Na sve
tikvice postavljene su vrenjace, kako bi se sprijeCio ulazak zraka te pravilno provela

fermentacija. Na takav nacin pripremljeni pocetni uzorci prikazani su na Slici 5.
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Slika 4 Pakiranja odabranih Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvasaca (lzvor: Autor)

Slika 5 Pripremljeni uzorci u Erlenmeyerovim tikvicama s vrenjacama (lzvor: Autor)

Mikrofermentacije su provedene na prosje¢noj temperaturi od 21 °C u zamracenom
prostoru kako je prikazano na Slici 6. Tikvica s vodom u koju je bio uronjen termometar

koristena je za praéenje temperature fermentacije. Poslije 40 dana fermentacije, napravljen
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je pretok mladog vina i odjeljivanje taloga. Pretok vina napravljen pomodu elektricne pumpe
marke Buon Vino (GY-4U7R-6PYV) te zaostali talog prikazani su na Slici 7.

Mlado vino od jabuke pretoéeno je u tamne boce u kojima je nastavljalo daljnje dozrijevanje

i odlezavanje na podrumskoj temperaturi (Slika 8).

BELSEFESC IS Se v

Slika 6 Uzorci u zamracenom prostoru na pocetku alkoholne fermentacije

(lzvor: Autor)

Slika 7 Pretok mladog vina od jabuke pomocu pumpe i zaostali talog (Izvor: Autor)
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Slika 8 Vino od jabuke u tamnim bocama na daljnjem dozrijevanju i odlezavanju

(lzvor: Autor)

3.4.2. Pracenje fermentacijske aktivnosti kvasca — odredivanje mase CO,
oslobodenog tijekom mikrofermentacija

Za mjerenje mase tijekom provedbe mikrofermentacija, koristena je laboratorijska vaga
(Kern PLE 420-3N), a vaganje je provedeno pri sobnoj temperaturi, $to je prikazano na Slici 9.
Praéenjem promjene mase uzoraka u Erlenmayerovim tikvicama tijekom intervala od 24 sata
za vrijeme procesa AF od 40 dana, izracunata je koli¢ina CO, proizvedena metabolizmom

kvasca.

Slika 9 Mjerenje mase uzoraka tijekom provedbe mikrofermentacije

(Izvor: Autor)

36
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Masa oslobodenog CO; tijekom mikrofermentacija izraunata je kao razlika promjene mase
tikvice u kojoj se provodila fermentacija i promjene mase tikvice slijepe probe (tikvica s
vodom) prikazana formulom (2):

m=m;—my(g9)

gdje je:
m — masa oslobodenog CO; u fermentacijskoj tikvici [g]
m4 — gubitak mase tikvice (razlika mase tikvice izmedu dva mjerenja) [g]

m, — razlika mase tikvice slijepe probe izmedu dva mjerenja [g].

Brzina nastajanja CO; odredena je na nacin da je masa oslobodenog CO; u odredenom
vremenskom intervalu podijeljena s vremenom trajanja tog intervala i volumenom uzorka,

prema formuli (3):

aco, _ 4m_ .
dt ~ VxAt (9/L;24h) ()
gdje je:
%— brzina nastajanja CO; [g/L; 24h]

Am — masa CO; oslobodenog u vremenskom intervalu At [g]
At — vremenski interval izmedu dva mjerenja [24h]

V —volumen uzorka [L].

3.4.3. Odredivanje refraktometrijske vrijednosti

Refraktometrija je odredivanje indeksa loma svjetlosti (refrakcije) neke tvari, u ovom slucaju
soka/vina od jabuke. Za mjerenje se koristi mjerni instrument (refraktometar), koji mjeri kut
pod kojim se zraka svjetlosti lomi, prelaskom iz otopine u staklenu prizmu poznatog indeksa
loma. Indeks loma otopine proporcionalan je njihovoj koncentraciji pa refraktometrija sluzi
kao brza analiticka metoda za odredivanje koncentracije Seéera u vinima i sokovima,
alkohola u alkoholnim pi¢ima i za odredivanje koncentracije masti u mlijeku. Refraktometar
daje rezultat obradenih uzoraka u obliku stupnjeva Brix-a (°Bx). Za analizu je koristen

refraktometar tvrtke Hanna Instruments (HI 96813 Wine Refractometer).
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Slika 10 Refraktometar HI 96813 (lzvor: Autor)

3.4.4. Odredivanje ukupnih polifenola

Prvo je potrebno pripremiti Folin-Ciocalteu reagens i otopinu natrijeva karbonata. Priprema
Folin-Ciocalteu reagensa napravljena je tako da je otpipetirano 3,3 mL reagensa u odmjernu
tikvicu od 100 mL te se tikvica nadopunila do oznake destiliranom vodom. Otopina natrijeva
karbonata priredena je tako Sto se odvagalo 7,5 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenu
¢asicu te se pomocu destilirane vode odvaga kvantitativno prenesla u odmjernu tikvicu od
100 mL i nadopunila do oznake destiliranom vodom. Rezultati se preracunavaju iz

kalibracijske krivulje galne kiseline.

Prema postupku, u epruvetu je otpipetirano 0,2 mL uzorka (vina od jabuke), 1,8 mL
destilirane vode, 2,5 mL pripremljenog Folin Ciocalteu reagensa te 2 mL otopine natrijeva
karbonata. SadrZaj epruvete je promuckan i ostavljen 2 sata na tamnom mjestu pri sobnoj
temperaturi. Slijepa proba pripremljena je destiliranom vodom (2 mL). Apsorbancija uzoraka

mjerena je na spektrofotometru (LLG-uniSPEC 2) pri 765 nm.

3.4.5. Antioksidacijska aktivhost DPPH metoda

Prireden je DPPH reagens na nacin da se otopilo oko 20 mg reagensa (na vrhu staklenog
Stapica) u etanolu, a apsobanca mjerena na 517 nm trebala je biti oko 1. Spektrofotometar je

'nuliran' etanolom.
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Otpipetirano je 0,2 mL vina od jabuke i dodano 3 mL DPPH reagensa te se reakcijska smjesa
ostavila 15 minuta stajati. Nakon toga, mjerena je apsorbanca pri 517 nm, a za slijepu probu

umjesto uzorka, koristen je etanol. Rezultat se preracunava iz kalibracijske krivulje troloxa.

3.4.6. Spektrofotometrijsko odredivanje antocijana

Prvo je pripremljena otopina pufera KCI, pri ¢emu je otopljeno 0,186 g KCl-a u 50 mL
prokuhane i ohladene vode te se mjerila pH vrijednost uz podeSavanje dodavanjem HCl-a do
vrijednosti pH 1. Nakon Sto je dobivena Zeljena pH vrijednost, nadopunila se odmjerna
tikvica do 100 mL. Zatim je priredena otopina pufera bezvodnog natrijevog acetata, gdje se
otopilo 3,28 g u 50 mL prokuhane i ohladene vode, mjerila se pH i podesavana je s dodatkom

HCl-a, dok pH nije bila 4,5. Na kraju, tikvica se nadopunila do 100 mL.

Prema zadanom postupku, otpipetirano je 0,2 mL uzorka (vina od jabuke) u dvije epruvete. U
prvu epruvetu dodalo se 2,8 mL KCl-a (pH 1), a u drugu epruvetu 2,8 mL natrij acetat pufera
(pH 4,5). Otopina uzorka se ostavila stajati 15 minuta te je nakon 15 minuta mjerena
apsorbanca oba razrjedenja pri 520 nm i 700 nm. Nula se na spektrofotometru podesavala

destiliranom vodom.

Izrac¢un je napravljen prema formuli (4):

A*M*FR*1000
ex1

Koncentracija antocijana = (mg/L) (4)

gdje je:

A — apsorbanca uzorka, A=(As20-A700)pH 1 — (As520-A700)pH 4,5
M —449,2

FR —faktor razrjedenja (ukupni volumen/volumen uzorka)

&—molarna apsorptivnost: 26900.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. UTJECA) DODATKA SACCHAROMYCES | NE-SACCHAROMYCES VINSKIH
KVASACA NA KINETIKU FERMENTACUE

Praéena je fermentacijska aktivnost selekcioniranih Saccharomyces i ne-Saccharomyces
vinskih kvasaca u soku/vinu od jabuke tijekom alkoholne fermentacije. Istrazivanje je
provedeno u laboratorijskom mjerilu primjenom serija mikrofermentacijskih eksperimenata.
Fermentacijska aktivnost kvasca se moze pratiti posredno, jednostavnim odredivanjem mase
oslobodenog CO;, sto je u stehiometrijskom odnosu s potroSnjom Secera i proizvodnjom
etanola (Petravi¢-Tominac i sur., 2013). Tijekom proizvodnje vina od jabuke, serijom
mikrofermentacijskih eksperimenata, pracena je fermentacijska aktivnost odabranih
komercijalnih kvasaca roda Saccharomyces kako je navedeno: 011 BIO (Zymaflore®, Laffort,
FR) (K1), RMS2 (Actiflore®, Laffort, FR) (K2) i X16 (Zymaflore®, Laffort, FR) (K3) te
koinokulacija sa ne-Saccharomyces kvascem ALPHA TD (T. delbrueckii) (Zymaflore®, Laffort,
FR) uz X16 (Zymaflore®, Laffort, FR) u omjeru 10:1 (K4). Fermentacija je pracena tijekom 40
dana, pri srednjoj vrijednosti temperature uzoraka od 21 °C. Rezultati usporedbe aktivnosti
kvasaca u uzorcima K1, K2, K3 i K4 prikazuju srednju vrijednost izmedu dvije paralele uzorka
u kojemu je provedena AF, a prikazani su graficki na Slici 11 te na Slici 12, dok Slika 13

graficki prikazuje promjenu specifi¢ne brzine fermentacije soka od jabuke kvascem K3 — X16.

Slika 11 prikazuje fermentacijsku aktivnost kvasaca K1, K2, K3 i K4 te je vidljivo kako je
fermentacija zapocela veé¢ prvog dana u svim uzorcima. Nadalje, vidljivo je da je profil
krivulje gotovo isti za sve uzorke, no kod uzoraka K4 gdje je izvrSena koinokulacija,
primjecuje se manji nagib krivulje, sto upucuje na to da se u tim uzorcima oslobodilo manje
ukupnog CO3, u odnosu na ostale ispitane uzorke. Slican trend i oblik krivulje je dobiven u
radu Bely i sur. iz 2008. kod istrazivanja utjecaja mjeSovite kulture Torulaspora delbrueckii —
Saccharomyces cerevisiae na fermentaciju s visokim udjelom Secera, gdje je vidljivo da
mjesovita kultura ima niZu sposobnost fermentacije od Cistih kultura kvasaca. Nakon 40 dana
AF, masa nastalog CO; je gotovo podjednaka u svim ispitanim uzorcima. Kvasac K2 pokazao
je najvecu kataliticku moé s 103,13 g ukupno nastalog CO,, slijedi ga uzorak K1 s 103,00 g,
zatim uzorak K3 s 101,82 g, a mjeSovita kultura u uzorku K4 proizvela je najmanje ukupnog

CO; 0d 89,51 g.

Slika 12 prikazuje proizvodnju CO; u vinu od jabuke unutar intervala od jednog dana te je

vidljivo da je najveéa brzina nastajanja CO;, odnosno fermentacije postignuta tre¢i dan
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vrenja. Produkcija CO; bila je najvisa u K3 uzorku i iznosila je 12,76 g (CO2)/L dan te slijede
K2, K1 i K4 uzorci s iznosima od 12,05, 11,58 i 8,85 g (CO.)/L dan. Faza burnog vrenja trajala
je oko tjedan dana, nakon cega slijedi tiho vrenje i usporavanje specificne brzine
fermentacije. Vidljivo je iz grafickog prikaza da se krivulje kvasaca K1 te K2 prakticki
preklapaju, odnosno njihova je fermentacijska aktivnost gotovo jednaka. Kvasac K3
pokazivao je najve¢u promjenu specificne brzine fermentacije tijekom prvih osam dana, a
nakon toga, vecu promjenu specificne brzine fermentacije, sve do osamnaestog dana,
pokazuju kvasci K1 te K2 zajedno. Poslije osamnaestog dana pa sve do kraja fermentacije,
iako malu vrijednost specificne brzine fermentacije, no vecu od svih ostalih kvasaca,
pokazuje mjesSovita kultura kvasaca K4. Razlog tomu je Sto selekcionirani kvasci K1, K2 i K3
brie provode fermentaciju, odnosno njihova aktivnost se u tome periodu ve¢ postupno
zaustavlja, dok kvasci K4 jos uvijek provode fermentaciju, jer je njihova aktivnost bila sporija
u odnosu na ostale ispitane kvasce tijekom alkoholne fermentacije. Slican trend
fermentacijske kinetike imali su Petravi¢-Tominac i sur. (2013) tijekom proizvodnje vo¢nog

vina od kupine te Husnjak (2019) tijekom proizvodnje vo¢nog vina od kruske.
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Slika 11 Fermentacijska aktivnost odabranih komercijalnih kvasaca 011 BIO
(Zymaflore®, Laffort, FR) (K1), RMS2 (Actiflore®, Laffort, FR) (K2) i X16 (Zymaflore®,
Laffort, FR) (K3) te ALPHA TD (Zymaflore®, Laffort, FR):X16 (10:1) (K4) tijekom

proizvodnje voénog vina od jabuke
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dco,/dt [g(CO,)/Ldan]
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Slika 12 Promjene specificne brzine fermentacije soka od jabuke primjenom
odabranih komercijalnih kvasaca 011 BIO (Zymaflore®, Laffort, FR) (K1), RMS2
(Actiflore®, Laffort, FR) (K2) i X16 (Zymaflore®, Laffort, FR) (K3) te ALPHA TD
(Zymaflore®, Laffort, FR):X16 (10:1) (K4)
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Slika 13 Promjena specifi¢ne brzine fermentacije soka od jabuke kvascem K3 — X16

(tocke oznacavaju srednje vrijednosti * SD za dvije tikvice s kvascem K3 — paralele)
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4.2. UDIO UKUPNIH POLIFENOLA | ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST VINA OD
JABUKE

Nakon analize ukupnih polifenola prikazane Tablicom 2, vidljivo je da dolazi do smanjenja
udjela ukupnih polifenolnih spojeva u vinu od jabuke u odnosu na sok od jabuke. Jabucni sok
tako ima najvisu koncentraciju ukupnih polifenola te srednja vrijednost iznosi 204,940 mg
galne kiseline/L, a najmanje polifenola je nadeno u K1 | uzorku u iznosu od 121,231 mg galne
kiseline/L. Koinokulacija sa Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvascem u uzorcima K4 nije
utjecala na koncentraciju ukupnih polifenola, jer nije primije¢en znacajan pad ili porast same
koncentracije. Kelebek i sur. (2009) navode sliéan trend smanjenja ukupnih polifenola u
vo¢nom vinu od narance u odnosu na sok od narance u svom istraZzivanju, to¢nije doslo je do
smanjenja koncentracije ukupnih polifenola s 317 mg galne kiseline/L u soku na 162 mg
galne kiseline/L u vinu. Cakar i sur. (2016) odredivali su ukupne polifenole u jabuénom vinu
sa Se¢erom i u jabu¢nom vinu bez Secera, a rezultati su pokazali da je koncentracija ukupnih
polifenola bila za oko pet puta visa, nego u vinu od jabuke u ovom radu, odnosno 770,89 mg
galne kiseline/L za jabucno vino sa Secerom i 584,28 mg galne kiseline/L za jabucno vino bez
Secera. Prema Amidzi¢ Klari¢ i sur. (2020), u analiziranim uzorcima kupinovog vina, ukupni
polifenoli kretali su se u rasponu od 868 — 2581 mg galne kiseline/L, $to je puno viSe u
odnosu na vina od jabuke. Takoder, Veli¢i sur. (2018a) u svom radu odredili su koncentracije
ukupnih polifenola u rasponu od 733 — 2698 mg galne kiseline/L za vino od kupine, 584 — 743
mg galne kiseline/L za vino od tresnje te 160 — 470 mg galne kiseline/L za vino od jabuke. Iz
navedenih podataka, vidljivo je kako vina od bobiéastog voéa sadrze veci udio polifenolnih
spojeva od voc¢nog vina od jabuke. S tehnoloSkog aspekta proizvodnje voc¢nog vina od
jabuke, polifenolni spojevi utjeCu na razvoj boje, trpkosti, goréine te neki od njih posjeduju i

antioksidativno djelovanje.
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Tablica 2 Koncentracija ukupnih polifenola u uzorcima prera¢unata na mg/L galne kiseline

- 0,313 0,302 121,231 121,231 121,231
- 0,315 0,319 126,231 127,769 127,000
- 0,348 0,349 138,923 139,308 139,120
- 0,357 0,357 142,385 142,385 142,380
- 0,333 0,330 133,154 132,000 132,580
- 0,341 0,350 136,231 139,692 137,960
- 0,306 0,304 122,769 122,000 122,380
- 0,336 0,330 129,231 132,000 130,620
- 0,303 0,310 202,692 207,179 204,940

Na Slici 14, za antioksidativnu aktivnost voénog vina i soka od jabuke, prisutan je isti trend
kao i kod odredivanih polifenola. Sok od jabuke ima najviSu antioksidativnu aktivnost u
vrijednosti od 0,284 mmol TE/L, slijedi ga uzorak K3 Il s 0,201 mmol TE/L, a najmanju
antioksidativnu aktivnost pokazao je uzorak K1 | u vrijednosti od 0,175 mmol TE/L, iz ¢ega je
vidljiva poveznica izmedu ukupnih polifenola i antioksidativne aktivnosti, odnosno jabucni
sok koji ima najvise polifenola, istice se i najjatom antioksidativnom aktivnoS¢u. Razlog
najviSih koncentracija upravo u nepreradenom soku, najvjerojatnije lezi u tome Sto se dio
polifenola gubi tijekom fermentacije. S druge strane, u istraZzivanju koje su proveli Heinonen i
sur. (1998), gdje su odredivali antioksidativnu aktivnost za preko 44 razli¢ita voéna vina, nije
ustanovljena korelacija ukupnog sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti. No, rezultati
su pokazali da svi uzorci voénih vina (vina od bobicastog voca te vina od jabuke) posjeduju
znacajno antioksidativno djelovanje. Kalkan Yildirim (2006) izvijestio je o smanjenju
antioksidativne aktivnosti vo¢nih vina ovim redoslijedom: vino od borovnice, kupine, crnog
duda, visnje, jagode, maline, marelice, dunje, jabuke i naposljetku, dinje. Slicno tome, Ljevar
i sur. (2016) izvijestili su da vina od kupine, viSnje, maline i crnog ribiza imaju znacajno veci
antioksidativni kapacitet od vina od jagode i jabuke. Potvrdena je jaka pozitivha korelacija
izmedu udjela polifenola u voénim vinima i njihove antioksidativne aktivnosti. Tako su vina

od kupine, viSnje i crnog ribiza s najve¢im udjelom ukupnih polifenola, oc¢ekivano, pokazala
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najvecu antioksidativnu aktivnost. No, unato¢ neSto niZzem sadrZaju ukupnih polifenola u
vinu od maline, antioksidativni kapacitet bio je u skladu s trima gore navedenim vinima. Ovi
rezultati upuéuju na to da bi neki pojedinaéni polifenolni spojevi ili skupine ovih spojeva,
osobito ako su prisutni u veéem omjeru u ukupnom sadrzaju polifenola, mogli pridonijeti
antioksidativnim svojstvima vina. Na primjer, pokazalo se da se veliki postotak
antioksidativne modi crnog vina moze izravno povezati s njegovim koncentracijama
flavonoida i katehina. Takoder, skupini slobodnih antocijana se isto pridaje velika vaznost.
Unato¢ tome, antioksidativni kapacitet voénih vina nije bio u korelaciji s odredenom
fenolnom skupinom (antocijani, fenolne kiseline, ukupni flavan-3-oli ili kvercetin). Medutim,
doprinos ovih skupina u odnosu na njihove relativne koli¢ine i predloZenu antioksidacijsku
ucinkovitost, kao i njihov sinergistic¢ki ucinak u ukupnom antioksidativnom kapacitetu vina,

ne moze se iskljuciti.
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Slika 14 Antioksidativna aktivnost soka od jabuke te vina od jabuke izraZzena kao mmol

TE/L odredena DPPH metodom
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4. Rezultati i rasprava

4.3. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE ANTOCIJANA

Koncentracija antocijana u mg/L u soku od jabuke te u uzorcima vina prikazana je graficki na
Slici 15. Vidljivo je da je najviSe antocijana pronadeno u uzorku K1 Il u koncentraciji od 1,252
mg/L, a najmanju koncentraciju imali su sok od jabuke i uzorak vina K2 | od 0,501 mg/L. Ruta
i Farcasanu (2019) navode kako tijekom vrenja, antocijani prolaze kroz razlicite
biotransformacije te stupaju u kemijske reakcije s drugim spojevima prisutnima tijekom
procesa fermentacije, Sto moze dovesti do stabilizacije ili povecanja koncentracije antocijana
u finalnom proizvodu. Alpeza (2008) navodi kako u mladim vinima njihova koncentracija
moze biti visoka (preko 1 g/L), no zbog brojnih reakcija u kojima sudjeluju (prvenstveno s
drugim polifenolima), njihov sadrzaj opada dozrijevanjem. S druge strane, istrazivanja su
pokazala kako moZe do¢i do povecanog gubitka antocijana tijekom proizvodnje vina i
procesa dozrijevanja, koje moze biti uzrokovano razli¢éitim mehanizmima, ukljucujudi
kopigmentaciju, polimerizaciju ili oksidaciju (Liu i sur., 2015). lako su vrijednosti
koncentracija dobivene u ovom radu male, nasuprot drugih istraZivanja su vrlo znadajne.
Ljevar i sur. (2016) ustanovili su u svom radu da najviSe antocijana ima vino od crnog ribiza,
zatim vino od viSnje, maline, kupine i jagode, dok u vinu od jabuke antocijani nisu bili
utvrdeni. Isto tako, Veli¢ i sur. (2018a) nisu pronasli antocijane u vinu od jabuke. U
istrazivanju na uzorcima kupinovog vina kojeg su proveli Amidzi¢ Klari¢ i sur. (2020),
koncentracija antocijana kretala se u Sirokom rasponu od 5,07 mg/L do 217 mg/L. Iz
navedenih podataka, vidljivo je da vina od jabuke sadrze znacajno manje koncentracije

antocijana, u odnosu na vina od bobicastog voca.
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Slika 15 Koncentracija antocijana u mg/L u soku i vinu od jabuke
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4.4. FIZIKALNO-KEMIJSKI POKAZATELJI KAKVOCE VOCNOG VINA OD JABUKE

Rezultati provedene fizikalno-kemijske analize voénog vina od jabuke dani su u Tablici 3.
Uoceni je manji sadrzaj alkohola kod uzoraka s mjesovitom kulturom kvasaca (ALPHA TD i
X16) (K4 1i K4 1), a samim time takvi uzorci imaju i veci sadrzaj neprevrelog Seéera, u odnosu
na ostale ispitane uzorke s Cistim starter kulturama. Svi dobiveni uzorci voénog vina od

jabuke zadovoljavaju Pravilnik o vinarstvu (NN 81/22).

Tablica 3 Rezultati analize fizikalno-kemijskih pokazatelja kakvoce vina od jabuke nakon provedenih

mikrofermentacija

Sadrzaj o o Sadrzaj Sadrzaj
o Sadrzaj Sadriaj : o
Sadrzaj ukupnog . o ukupnog slobodnog Ukupni Sadrzaj
Oznaka ukupnih hlapivih S
alkohola suhog S S sumporovog sumporovog pH Seceri neprevrelog
uzorka kiselina kiselina S (et Bt
(vol %) ekstrakta /1) () dioksida dioksida (g/l) Secera(g/l)
(/1) (mg/1) (mg/1)
L 1265 2030 488 062 40,96 22,40 373 1,92 1,60
KLl 12,78 2020 518 0,66 34,56 2048 3,74 1,92 1,60
o 1262 21,20 518 0,57 40,96 21,76 3,73 255 1,59
| k2n  [EPYY 21,30 525 0,59 38,40 21,12 3,75 1,90 1,62
el 1248 2,70 518 0,71 35,84 21,76 376 2,47 1,54
| k3n  [EEPE) 21,00 518 071 32,00 21,12 3,76 2,55 1,59
O 11,09 4450 548 0,66 40,96 1920 3,72 38,90 20,80
| kan [EEETRY 44,80 540 0,66 42,24 19,84 3,71 41,37 21,60
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeéi zakljucci:

Proizvedeno voéno vino od jabuke zadovoljava parametre kakvoce vina propisane

Pravilnikom o vinarstvu (NN 81/22).

Tijekom provedbe mikrofermentacija, najveéu koli¢inu ukupnog CO, proizveo je komercijalni
kvasac Actiflore® RMS2 (intenzivnija fermentacija), dok je mjeSovita kultura kvasaca

Zymaflore® ALPHA TD i Zymaflore® X16 proizvela najmanje ukupnog CO..

Odabrani komercijalni kvasac Zymaflore® X16 imao je vedéu specificnu brzinu fermentacije na
samom pocetku vrenja (tre¢i dan fermentacije), dok su nakon faze burnog vrenja (deveti dan
fermentacije) vecu specifi¢nu brzinu fermentacije imali kvasci Actiflore® RMS2 te Zymaflore®

011 BIO.

MijeSovita kultura odabranih komercijalnih kvasaca Zymaflore® ALPHA TD i Zymaflore® X16
pogodna je za proizvodnju poluslatkih te slatkih voénih vina od jabuke s nizim udjelom

alkohola.

Nakon provedene alkoholne fermentacije, doslo je do smanjenja udjela ukupnih polifenola u
vinu od jabuke u odnosu na sok, pri ¢emu nije utvrdena jasna korelacija izmedu

koncentracije ukupnih polifenola i antioksidativne aktivnosti.

Uzorak voénog vina od jabuke proizveden pomocu kvasca Actiflore® RMS2 ima najvedi
sadrzaj ukupnih polifenola, dok najviSu antioksidativhu aktivnost ima uzorak proizveden

pomocu kvasca Zymaflore® X16.

Utvrdeno je povecanje koncentracije antocijana u svim uzorcima proizvedenog vo¢nog vina
od jabuke u odnosu na polazni sok od jabuke. Najvec¢a koncentracija antocijana izmjerena je
u uzorcima vocnog vina od jabuke koja su proizvedena pomocu odabranog komercijalnog

kvasca Zymaflore® 011 BIO.

50



6. LITERATURA



Emili Radikovi¢ Optimizacija procesa proizvodnje i karakterizacija vo¢nog vina od jabuke

AICV, European Cider and Fruit Wine Association: European cider trends 2021. AICV,
Brussels, 2021.

Alpeza |: Temelji kemijskog sastava vina. Glasnik zastite bilja 6, 147, 2008.

Amidzi¢ Klari¢ D, Klari¢ I, Mornar A, Veli¢ D, Veli¢ N: Blackberry wines mineral and heavy
metal content determination after dry ashing: multivariate data analysis as a tool for
fruit wine quality control. International Journal of Food Sciences and Nutrition 67:514-

523, 2016.

Amidzi¢ Klari¢ D, Klari¢ I, Mornar A, Veli¢ N, Veli¢ D: Assessment of bioactive phenolic

compounds and antioxidant activity of blackberry wines. Foods 9:1623, 2020.

Bely M, Stoeckle P, Masneuf-Pomarede |, Dubourdieu D: Impact of mixed Torulaspora
delbrueckii—Saccharomyces cerevisiae culture on high-sugar fermentation. International

Journal of Food Microbiology 122:312-320, 2008.

Caridi A, Cufari A, Lovino R, Palumbo R, Tedesco I: Influence of yeast on polyphenol

composition of wine. Food Technology and Biotechnology 42:37-40, 2004.

Ciani M, Comitini F, Mannazzu |: Fermentation. Encyclopedia of Ecology, 1548-1557.
Academic Press, 2008.

Coton E, Coton M, Guichard H: Cider (Cyder; Hard Cider): The Product and Its Manufacture.
Encyclopedia of Food and Health, 119-128. Elsevier Ltd, Amsterdam, 2016.

Cakar U, Petrovi¢ A, Zivkovi¢ M, Vajs V, Milovanovi¢ M, Zeravik J, Djordjevic B: Phenolic
profile of some fruit wines and their antioxidant properties. Chemistry and Industry

70:661-672, 2016.

Cu$ F i Jenko M: Influence of yeast on quality of Gewiirztraminer wine, Food Technology and

Biotechnology 51:547-553, 2013.
Downing DL: Apple cider. Processed Apple Products, 168-186, Springer, New York, 1989.

Heinonen IM, Lehtonen PJ, Hopia Al: Antioxidant activity of berry and fruit wines and liquors.

Journal of Agricultural and Food Chemistry 46:25-31, 1998.

52



6. Literatura

Husnjak B: Optimizacija procesa proizvodnje i karakterizacija vo¢nog vina od kruske.

Diplomski rad. Prehrambeno-tehnoloski fakultet, Osijek, 2019.

Jain BP, Goswami SK, Pandey S: Chapter 2 — Carbohydrate. Protocols in Biochemistry and

Clinical Biochemistry, 5-22. Academic Press, 2021.

Jemri¢ T, Sindrak Z, Skendrovi¢ Babojeli¢ M, Fruk G, Mihaljevié Zulj M, Jagati¢ Korenika AM:
Proizvodnja jabuénog vina na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima, Sveuciliste u

Zagrebu, Agronomski fakultet, Zagreb, 2008.

Kalkan Yildirim H: Evaluation of colour parameters and antioxidant activities of fruit wines.

International Journal of Food Sciences and Nutrition 57:47-63, 2006.

Kelebek H, Selli S, Canbas A, Cabaroglu T: HPLC determination of organic acids, sugars,
phenolic compositions and antioxidant capacity of orange juice and orange wine made

from a Turkish cv. Kozan. Microchemical Journal 91:187-192, 2009.

Kolb E, Demuth G, Schurig U, Sennewald K: Voéna vina — Proizvodnja u kuc¢anstvu i obrtu. ITD

Gaudeamus d.o.o., PoZega, 2007.

Kosseva MR, Joshi VK, Panesar PS: Science and technology of fruit wine production, Elsevier,

2017.

Liu S, Yang H, Li S, Zhang J, Li T, Zhu B, Zhang B: Polyphenolic compositions and chromatic
characteristics of bog bilberry syrup wines. Molecules 20:19865-19877, 2015.

Ljevar A, Curko N, Tomasevi¢ M, Radosevi¢ K, Gaurina Sréek V, Kovacevi¢ Gani¢ K: Phenolic
composition, antioxidant capacity and in vitro cytotoxicity assessment of fruit wines.

Food Technology and Biotechnology 54:145-155, 2016.

Malakar S, Paul SK, Pou KRJ: Biotechnological Interventions in Beverage Production. The
Science of Beverages Volume 19: Biotechnological Progress and Beverage Consumption,

1-37. Elsevier Science, 2019.

53



Emili Radikovi¢ Optimizacija procesa proizvodnje i karakterizacija vo¢nog vina od jabuke

Marsico AD, Perniola R, Cardone MF, Velenosi M, Antonacci D, Alba V, Basile T: Study of the
influence of different yeast strains on red wine fermentation with NIR spectroscopy and

principal component analysis. J. 1:133-147, 2018.

Mendoza-Wilson AM, Castro-Arredondo SI, Espinosa-Plascencia A, Robles-Burguefio Mdel R,
Balandran-Quintana RR, Bermudez-Almada Mdel C: Chemical composition and
antioxidant-prooxidant potential of a polyphenolic extract and a proanthocyanidin-rich

fraction of apple skin. Heliyon 2:e00073, 2016.
Miljkovié I: Jabuka. Vlastita naknada autora, Zagreb, 2021.

Monro TM, Moore RL, Nguyen MC, Ebendorff-Heidepriem H, Skouroumounis GK, Elsey GM,
Taylor DK: Sensing free sulfur dioxide in wine. Sensors 12:10759-10773, 2012.

Moreno J, Peinado R: Enological chemistry, 53-77, Elsevier, 2012.
MP, Ministarstvo poljoprivrede: Pravilnik o vinarstvu. Narodne novine 81/22, 2022.

MPS, Ministarstvo poljoprivrede i $umarstva: Pravilnik o vinu. Narodne novine 96/96, 07/97,

117/97, 57/00, 2000.

MPSVG, Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodnoga gospodarstva: Pravilnik o fizikalno-
kemijskim metodama analize mosta, vina, drugih proizvoda od groZda i vina te vocnih

vina. Narodne novine 106/04, 2004.

Petravi¢-Tominac V, Mesihovi¢ A, Mujadzi¢ S, Lisi¢ar Vukusi¢ J, Oros D, Veli¢ D, Veli¢ N,
SreCec S, Zechner Krpan V, Petrovi¢c Z: Production of blackberry wine by
microfermentation using commercial yeasts Fermol Rouge and Fermol Mediterranée.

Agriculturae Conspectus Scientificus 78:49-55, 2013.
Radovanovi¢ V: Tehnologija vina. Gradevinska knjiga, Beograd, 1986.

Ramirez M, Veldzquez R: The yeast Torulaspora delbrueckii: An interesting but difficult-to-

use tool for winemaking. Fermentation 4:94, 2018.

Ribéreau-Gayon P, Dubourdieu D, Donéche B, Lonvaud A: Handbook of Enology Volume 1:

The microbiology of wine and vinifications. John Wiley & Sons Ltd., Paris, 2000.

54



6. Literatura

Ruta LL, Farcasanu IC: Anthocyanins and anthocyanin-derived products in yeast-fermented

beverages. Antioxidants 8:182, 2019.

Tomié A, Stubli¢ K, Stambuk P, Fruk G, Mihaljevi¢ Zulj M: Utjecaj kvasaca na kakvoéu voénog

vina od Sljive. Glasnik zastite bilja, 72-78, 2021.

Veli¢c D, Amidzi¢ Klari¢ D, Veli¢ N, Klari¢ |, Petravi¢-Tominac V, Mornar A: Chemical
constituents of fruit wines as descriptors of their nutritional, sensorial and health-

related properties. Descriptive Food Science, 59-91. IntechOpen, 2018a.

Veli¢ D, Veli¢ N, Amidzi¢ Klari¢ D, Klari¢ I, Petravié¢-Tominac V, Kosmerl T, Vidrih R: The
production of fruit wines — a review. Croatian Journal of Food Science and Technology

10:279-290, 2018b.

Vine RP, Harkness EM, Browning T, Wagner C: Winemaking — From grape growing to market

place, Chapman & Hall, New York, 1997.

Wang D, Xu Y, Hu J, Zhao G: Fermentation kinetics of different sugars by apple wine yeast

Saccharomyces cervisiae. Journal of the Institute of Brewing 110:340-346, 2004.

Wicklund T, Guyot S, Le Quéré JM: Chemical composition of apples cultivated in Norway.

Crops 1:8-19, 2021.

55



7. PRILOZI



7. Prilozi

Prilog 1 Izgled omota CD-a za diplomski rad

Sveuciliste u Osijeku
Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Emili Radikovié
OPTIMIZACIJA PROCESA PROIZVODNIE |

KARAKTERIZACIJA VOCNOG VINA OD
JABUKE

Diplomski rad

Osijek, rujan, 2022.

Prilog 2 Izgled prednje strane CD-a za diplomski rad

57



