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1. Uvod

Vino, poznato joS od davnina kao alkoholno piée, je zapravo poljoprivredno - prehrambeni
proizvod dobiven potpunim ili djelomicnim alkoholnim vrenjem masulja ili mosta, od svjeZzeg
i za preradu pogodnog grozda, prema Zakonu o vinu (NN 32/19). Uz vodu i alkohole kao
najzastupljenije sastojke vina, prisutni su jos i Seceri, kiseline, ostali hlapljivi spojevi, a etanol,
kao produkt alkoholne fermentacije, najzastupljeniji je alkohol u vinu, dajuci vinu specifi¢na

organolepticka svojstva (lvi¢, 2022).

Za same potros$ace bitna su odredena senzorska svojstva vina, kao $to su aroma i boja, koji su
takoder i parametri kvalitete vina, a na njih utjeCu upravo spomenuti hlapivi, ali i nehlapivi
spojevi u vinu. Na kvalitetu vina ne utjecu samo skladiStenje i proizvodnja vina, nego i procesi
prerade, i sam uzgoj vinove loze iz koje ¢e se kasnije proizvoditi odredeno vino. Kroz razne
biokemijske, fizikalne, kemijske i mikrobioloske procese tijekom rasta i razvoja vinove loze i
prerade u vino dogadaju se promjene u vidu boje i arome, spojeva koji na njih utjecu (lvi¢,
2022). Tijekom tih procesa nastaju i fenolni spojevi odgovorni za, po ljudsko zdravlje, pozitivna
antioksidativna svojstva i daju trpkost vinu, a najucestaliji predstavnici su antocijani, fenolne
kiseline i flavonoidi. Njihov udio uvelike ovisi o sorti vina, nacinu proizvodnje i prerade, a vise
su zastupljeni u crnim vinima, porijeklom iz kozZice, peteljke i sjemenke (Garrido i Borges,

2013).

Sorta crnog groZda cabernet sauvignon, nastala kao krizanac sorti sauvignon blanca i cabernet
franca, rasprostranjena je po cijelome svijetu, jako je otporna sorta, a vino dobiveno od te

sorte grozda je bogato Se¢erom, kiselinama, alkoholima i tvarima arome.

Fermentacija je najvazniji proces u proizvodnji vina, tijekom kojeg se Secer iz grozda pod
utjecajem kvasaca roda Saccharomyces cerevisiae i djelovanjem enzima pretvara u alkohol
etanol i CO; kao glavne produkte procesa. Specificno za crna vina, provodi se fermentacija
masulja dobivenog muljanjem groZzda zajedno sa ¢vrstim dijelovima bobice. Specifiéno za
proizvodnju crnih vina je i postupak maceracije koji je vazan za dobivanje boje, a rijec je o
ekstrakciji fenolnih spojeva iz koZice poput tanina i antocijana, koji su znacajni i za aromu vina

(Ivi¢isur, 2021a).

Polifenolni spojevi su jedna od najrasirenijih skupina spojeva opéenito u biljkama, pa tako i u
grozdu. Proizvodi su sekundarnog metabolizma biljaka i nisu esencijalni za ljude. Najveéa
skupina ovih spojeva su flavonoidi, sa preko 5000 do sad poznatih spojeva, a najvaznije

podskupine su antocijani, flavonoli i flavan-3-oli. Prisutne su joS i fenolne kiseline. Polifenoli
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su uvelike zasluzni za organolepticka svojstva vina, kao $to su boja, miris i trpak okus. Ono sto
je iznimno vaZno za ove spojeve, pogotovo za flavonoide, je njihova antioksidacijska aktivnost,
odnosno sposobnost inhibiranja ili odgadanja oksidacije nekog supstrata i to neutralizacijom
slobodnih radikala dajuci im svoj elektron te tako inhibiraju njihov razvoj. To je posebno
znacajno u ljudskom organizmu, jer antioksidansi mogu sprijeciti rizik od nekih bolesti

krvoZilnog sustava (Jakobek, 2007).

Cilj ovog rada je bio ispitati utjecaj temperature tijekom burne fermentacije na polifenole i
aromu vina Cabernet Sauvignon. U tu svrhu postavljen je pokus s dvije fermentacijske posude
pri ¢emu se u jednoj provodilo hladenje tijekom alkoholne fermentacije vina Cabernet
Sauvignon, dok se u drugoj nije provodilo. Na pocetku, tijekom te po zavrSetku fermentacije

uzeti su uzorci vina Cabernet Sauvignon u kojima se odredivao polifenolni sastav i aroma.
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2.1. VINOVA LOZA | PROIZVODNIJA CRNIH VINA

Vinova loza pripada porodici Vitaceae, a sorte iz roda Vitis, vrste Vitis vinifera koriste se za
proizvodnju vina prema Zakonu o vinu (NN 32/19). Vrsta Vitis Vinifera spada u podrod Euvitis
i jedina je prisutna euroazijska vrsta (lvi¢, 2022). Cesto se kriza s drugim vrstama roda Vitis,
posebno sa sjevernoamerickim zbog njihove otpornosti na filokseru i niske temperature, pa

se kao takve koriste kao podloga za euroazijske sorte.

2.1.1. Morfologija vinove loze

Vinova loza je kao biljka grmolika, drvenasta, listopadna, jednogodisnja, s viticama, a svaka
biljka zasebno se naziva trs. Trs sadrzi nadzemni dio (stablo s ograncima, listovi, vitice, cvjetovi,
grozdovi) i podzemni dio, korijen (Slika 1). Svaki trs sadrZi vegetativne organe za opskrbu
vodom i hranjivim tvarima, a to su stablo, mladice i listovi i generativne za razmnoZavanje, kao
Sto su cvjetovi, cvatovi, grozdovi (Blesi¢ i sur., 2013). Korijen, kao glavni dobavlja¢ vode i
skladiSte za nutrijente poput ugljikohidrata, mozZe dosecii do 30 m duboko u tlo (Maleticisur.,

2008).

Stablo, kao glavni nadzemni dio, moze dostiéi Sirinu do 10 cm i visinu od 40 do 150 cm, ovisno
o sorti (MiroSevi¢, 1996). MozZe se razviti vegetativno, i to iz zimskih pupova. Iz pupova se
razvijaju i mladice, koje mogu biti rodne i nerodne, a rodne su one iz kojih se razvijaju grozdovi.
Sami pupovi mogu biti ljetni (zaperci), zimski (pravi) i spavajuci (pricuvni), s time da su zimski
pupovi oni koji su rodni, a ostali, kao Sto i njihov naziv kaZe, su pricuvni u sluéaju iznimnih
uvjeta kao Sto je nedostatak hranjiva (MiroSevi¢ i Karoglan Konti¢, 2008). Listovi vinove loze
su specifi¢ni za svaku sortu te se po tome mogu prepoznavati razli¢ite sorte. Sadrze lice i nali¢je
s dla¢icama, koje drze peteljka i plojka te se s obzirom na duljinu plojke dijele na male listove

(od 10 do 12 cm), srednje (17 do 20 cm) i velike (duze od 20 cm) listove (Maleti¢ i sur., 2008).
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Slika 1 Podzemni i nadzemni dijelovi vinove loze (Blesi¢ i sur., 2013)

Grozdovi se razvijaju iz cvatova na mladici (najviSe do pet cvatova na mladici) koji obi¢no
sadrze od 100 do 1500 cvjetova, ovisno o sorti (Mirosevié¢ i Karoglan Konti¢, 2008). Vitice sluze
za pri¢vrscivanje i penjanje biljke za neki potporanj oko kojeg se one uvijaju. Grozdovi su kao i
listovi specifi¢ni za svaku sortu, a sastoje se od peteljke i bobica koje se na njoj drZze. Postoje
razni oblici grozdova, veliCine, zbijenosti. Peteljka je znacajna za randman kod proizvodnje
vina, $to joj je vedi udio (koji moze biti i do 8%) to je manji randman i obratno (Moreno i
Peinado, 2012). Bogata je taninima koji daju trpkost vinu, posebno crnim vinima. Bobice daju
grozdovima specifiénost za svaku vrtu. Sastoje se od koZice i siemenke, koje su takoder bogate
polifenolima, i mesa u kojem se nalazi grozdani sok koji je najznacajniji dio za proizvodnju vina.
Na masu bobice u njezinoj punoj zrelosti udio mesa doseze od 75 do 85% (MiroSevié i Karoglan

Kontié, 2008).
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2.1.2. Konvencionalni uzgoj vinove loze i proizvodnja vina

Proizvodnja vina zapocinje branjem groZzda i to kad groZzde dosegne svoju tehnolo$ku zrelost,
odnosno kad je omjer Seéera i kiselina najpovoljniji za upotrebu, ovisno o sorti. Nakon branja
slijedi postupak muljanja — runjenja koji za svrhu ima oslobadanje groZzdanog soka iz bobice,
alii odvajanje taninima bogate peteljke, pri ¢emu se dobije masulj. Masulj je smjesa grozdanog
soka i ¢vrstih dijelova bobice, odnosno kozZice, siemenke i mesa. Dobiveni masulj se sumpori
pomocu kalijevog metabisulfita (K2S:07) u zavisnosti o zrelosti grozda, vremenu berbe,
temperaturi mosta, i to sve kako bi se sprijecio utjecaj Stetnih mikroorganizama i usporavanja
oksidacijskih procesa, te zbog procis¢avanja masulja od nedistoca koje se taloZze u njemu

(Grainger i Tattersall, 2005; Tomas i Kolovrat, 2011).

Za proizvodnju crnih vina znacajnu ulogu ima postupak maceracije masulja tijekom koje se
ekstrahiraju polifenolni spojevi, tvari arome i boje te mineralne tvari iz ¢vrstih dijelova bobice

(Slika 2). Maceracija se provodi najc¢esée na sobnoj temperaturi od 25°C (lvi¢, 2022).

Slika 2 Postupak maceracije masulja kod proizvodnje crnih vina (Tomas i Kolovrat, 2011)

Najvazniji postupak u proizvodnji vina je anaerobna alkoholna fermentacija. U procesu
fermentacije bitnu ulogu igraju selekcionirani kvasci roda Saccharomyces cerevisiae, pa moze
¢ak i rod Candida, Cija je glavna uloga pretvorba Seéera iz mosta, odnosno glukoze u etanol,
koji je i glavni produkt alkoholne fermentacije uz CO2 (Rainieri i Pretorius, 2000). Sam proces
je kataliziran enzimima koje navedeni kvasci metaboliziraju. Djelovanje kvasaca i njihovih
enzima potice i razvoj tvari arome. Bitno je takoder da se kontrolira temperatura fermentacije
koja ne smije biti veca od 35°C da se ne bi usporio rad kvasaca, dok su temperature od 15 do
20°C pogodne za povecanje udjela alkohola i razvoj intenzivnije arome te smanjenje udjela

octene kiseline (Claus, 2019; Grainger i Tattersall, 2005).
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Prvi dio fermentacije je buran, pri ¢emu se stvara pjena na povrsini, nakon cega slijedi
pretakanje mosta u nove, Ciste posude koje se pune do kraja i zatvaraju. Nakon pretakanja
slijedi tiha fermentacija, a moguca je i malolakticka fermentacija kod koje bakterije mlije¢no-
kiselog vrenja rodova Lactobacillus, Leuconostoc i Pediococcus prevode jabuénu kiselinu u
mlijeénu koja je puno slabija uz razvoj arome na maslac. Sprjeava se sumporenjem il

hladenjem vina (Grainger i Tattersall, 2005; Ivi¢ 2022).

Smirenje vina oznacdava kraj fermentacije, a na dnu posude se stvara nepozeljni talog koji se
uklanja pretakanjem mladog vina i sumporenjem. TaloZenje se mozZe pospjesiti utjecajem
niske temperature (¢ak do -6°C) pri ¢emu se izdvajaju soli vinske kiseline tartarati. Prvi pretok
vina je otvoreni, uz prisustvo zraka kako bi se uklonili neugodni mirisi, nakon cega slijedi
zatvoreni pomocu kojeg se sprjecava oksidacija aromatskih spojeva (Calus 2019; lvi¢ 2022).
Mlado vino se jos dodatno bistri pomodu sredstava za bistrenje poput Zelatine ili bentonita, a

sve u svrhu uklanjanja koloidnih Cestica koje su uzrok mutnoce (lvi¢, 2022).

Vino odlezava u drvenim bacvama ili tankovima od nehrdajuceg celika kako bi se dobila
punoca okusa i razvile poZeljne tvari arome. Nakon odleZavanja vino se puni u staklene boce

ili tetrapak, plasti¢ne boce te bag-in-box (lvi¢, 2022).

2.2. CABERNET SAUVIGNON

Jedna od najpoznatijih sorti crnih vina, Cabernet Sauvignon, potjece iz francuske pokrajine
Bordeaux, prisutna je i u Primorskoj Hrvatskoj te kontinentalnim podregijama Slavonija,
Moslavina, Pljesivica, Prigorje, Podunavlje. Ima specifican peterodjelan, tamnozelen, srednje
veliki list, blago crvenkastu peteljku, zbijeni grozd stoZastog oblika i manje bobice s crno-plavo
obojenom koZicom (MiroSevic¢ i Turkovi¢, 2003). Uzgaja se podjednako dobro i na dubokim, i
na plitkim i suhim tlima. Kao sorta vrlo je otporna na bolesti vinove loze kao Sto su
peronospora, truljenje i smrzavica, ali je manje otporna na gljivicne bolesti (Robinson i sur.,
2012). Dozrijeva kasno, a grozdani sok je jako bogat kiselinama (5-7 g/L) i Se¢erima (23 g/L).
Vino ove sorte ima snaznu aromu na bobicasto voce i visnje te tamnu ¢okoladu, daje lagano
trpak okus a boja je tamnocrvena do ljubiasta. Zbog visokog udjela Secera vino ima sadrzaj
alkohola od 12 do 13 vol.%, ukupnog ekstrakta od 18 do 26 g/L, a glicerola od 7,5 do 9,5 g/L
(Zorici¢, 1996).
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2.3. KEMIJSKI SASTAV VINA

2.3.1. Alkoholi

Najvazniji i najzastupljeniji pripadnik iz ove skupine spojeva je etanol, dvovalentni alkohol, uz
CO; glavni produkt alkoholne fermentacije mosta/masulja i to pretvorbom Secera, odnosno
glukoze ili fruktoze. Enzim koji katalizira ovu reakciju je alkohol dehidrogenaza. Volumni
postotak u vinima mu varira ovisno o sorti, klimatskim uvjetima tijekom uzgoja, nacinu
proizvodnje, a prema Pravilniku o proizvodnji vina (NN 2/05) minimalna koli¢ina u vinima mu
mora biti 8,5 vol.%, a maksimalna moze i¢i i do 14 vol.% pa ¢ak i viSe za neka specijalna vina.
Kao najzastupljeniji alkohol doprinosi organolepti¢kim svojstvima vina, dajuci slatkastu i voénu

aromu te pun i osvjezavajuci okus (Alpeza, 2008).

Drugi po zastupljenosti alkohol je glicerol, trovalentni alkohol koji poput etanola utjec¢e na
organolepticka svojstva i kvalitetu vina, dajuéi mu slatko¢u i pun okus (Ribéreau-Gayon i sur.,
2006). Tijekom procesa fermentacije mu je koli¢ina od 2 do 11 g/L, no kasnije tijekom
odlezavanja opada. Po tome se mozZe i odrediti kraj procesa odlezavanja vina, posto je tada

koncentracija glicerola najées¢e manja od 1 g/L (Moreno i Peinado, 2022).

Metanol je treci najznacajniji alkohol u vinima, a produkt je hidrolize pektinskih spojeva koju
katalizira enzim pektinesteraza. Pektina ima najvise u koZici bobica groZda, zbog ¢ega su vise
zastupljeni u crnim vinima cija proizvodnja ukljuéuje maceraciju i fermentaciju masulja. Vece
koli¢ine metanola su nepoZeljne zbog njegove otrovnosti, pa se koli¢ina etanola u vinima

kontrolira i ne bi smjela biti ve¢a od 150 mg/L (Moreno i Peinado, 2012).

Ostali alkoholi su manje zastupljeni i imaju viSe od dva ugljikova atoma u svojoj strukturi. Kao
sekundarni produkti alkoholne fermentacije, u vinima u manjim koli¢inama do 400 mg/L imaju
povoljan ucinak za aromu, dok u veéim koncentracijama stvaraju nepozeljne arome. S
kiselinama u vinu daju estere takoder poZeljne za aromu vina. Najznacajniji predstavnici su

propan-1-ol, izobutilni alkohol i heksan-1-ol (lvi¢, 2022).

2.3.2. Kiseline

Kiseline su jedna od glavnih komponenta vina, najzastupljenija nehlapiva kiselina je vinska

kiselina, pomocu koje se izrazava kolicina kiselina o vinu, ciji je raspon od 4 do 14 g/L prema

Pravilniku o proizvodnji vina (NN 2/05). Jo$ su prisutne i jabu¢na kiselina, te limunska i
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jantarna. Udio kiselina opada tijekom sazrijevanja grozda te kasnije tijekom prerade u vino, a
tijekom alkoholne fermentacije nastaju i neke nove poput octene ili oksalne kao sekundarni

produkti. Kiseline u reakciji s etanolom daju estere (Alpeza, 2008; Ivi¢, 2022).

Vinska kiselina potjece iz zelenih dijelova vinove loze, s mineralima K i Ca daje soli tartarate
koji su glavni sastojak taloga nakon odlezavanja vina u baévama pod utjecajem snizenja
temperature. Jantarna kiselina doprinosi gorkom okusu vina, a limunska svjezi citrusni okus. |
jedna i druga nastaju iz nekoliko metabolizama, kao $to su degradacija glutaminske kiseline

(jantarna) i Krebsov ciklus, glikoliza, metabolizam plijesni roda Botrytis (limunska) (lvi¢, 2022).

Hlapive kiseline su one koje najviSse doprinose aromi vina, sekundarni su produkti alkoholne
fermentacije ciji je najznacajniji predstavnik ranije spomenuta octena kiselina. MoZe nastati
aerobno pomodu bakterija octene kiseline roda Acetobacter u procesu oksidacije etanola ili
anaerobno tijekom same alkoholne fermentacije. Ima velik zna¢aj za aromu vina, ali samo pri
nizim koncentracijama, ispod 0,9 g/L (lvi¢, 2022). Vece koncentracije octene kiseline u vinima
su indikator mikrobioloskog kvarenja vina. Ostale kiseline takoder doprinose ukupnoj aromi

vina u nizim koncentracijama, a to su masla¢na kiselina (aroma maslaca), propionska (masna

nota) i masne kiseline s do 10 ugljikovih atoma (lvi¢, 2022).

2.3.3. Esteri

Esteri su spojevi koji imaju najveéi doprinos ukupnoj aromi vina. Nastaju kao sekundarni
produkti alkoholne fermentacije zasluzni za svjezu, vo¢nu aromu, a pripadaju skupinama
acetatnih estera viSih alkohola i etil estera masnih kiselina. Razvijaju se i kasnije, tijekom
dozrijevanja vina, pri ¢emu im koncentracija opada zbog smanjenja temperature i utjecaja
kisika, ali zbog svoje lake hlapivosti i dalje odrzavaju prisutnu vo¢nu aromu (lvié, 2022). Esteri
su pogotovo zasluzni za spomenutu voénu aromu mladih vina, a najzastupljeniji od estera je
svakako etil-acetat u koncentracijama 50 — 60 mg/L no u veéim koli¢inama daje dojam
ocitkavosti (Alpeza, 2008). Nakon etil-acetata, zastupljeni su jos i etil-heksanoat, etil-oktanoat,

fenil-acetat i drugi (Zorici¢, 1996).

2.3.4. Aldehidi i ketoni

Jedni od spojeva koji znacajno utjecu na organolepticka svojstva i aromu vina su aldehidi i

ketoni. Najznacajniji predstavnik koji nastaje tijekom alkoholne fermentacije je acetaldehid,
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no vec¢im se djelom prevede u etanol pomocu alkohol dehidrogenaze. Vise koncentracije
acetaldehida mogu dati neugodan miris na oksidiranost, pa se iz tog razloga dodaje sumpor.
Opcenito aldehidi, pogotovo oni s ve¢im brojem ugljikovih atoma, doprinose voénoj i slatkastoj
cvjetnoj aromi. U crnim vinima najznacajniji aldehidi su heksanal s voénom notom, metional s
aromom kuhanog krumpira i aldehidi koji doprinose cvjetnoj noti. Ketoni su puno manje
zastupljeni od aldehida u vinu i zasluZzni su za masla¢nu aromu, a u koncentracijama ve¢im od

1 mg/L stvaraju neugodne arome po uzeglom (lvi¢, 2022; Moreno i Peinado, 2012).

2.3.5. Terpeni

Terpeni su organski spojevi koji se sastoje od izoprenskih jedinica (CsHs), po ¢emu se dijele na
monoterpene (sa dvije izoprenske jedinice), seskviterpene (tri izoprenske jedinice) i diterpene
(Cetiri izoprenske jedinice). U vinu doprinose vo¢noj i citrusnoj aromi u koncentracijama ispod
1 mg/L, te daju poseban trpak okus crnim vinima (Moreno i Peinado). Prirodno su prisutni u
¢vrstim dijelovima bobice, pogotovo koZici i siemenkama, i ¢esto dolaze kao vezani terpeni
(vezani sa Secerima u obliku glikozida) (Slika 3). Tijekom prerade grozda u vino, u procesu
maceracije i alkoholne fermentacije djeluje enzim glikozidaza, koji je prirodno prisutan u
grozdu, pri cemu djeluje na vezane terpene i oslobadaju se za ukupnu aromu mnogo znacajniji
slobodni terpeni. Posto su slobodni terpeni znacajni i pozeljni za ukupnu aromu vina, pogotovo
crnih, a aktivnost glikozidaze se tijekom procesa prerade smanjuje, gleda se na metode koje
bi tijekom prerade u vino mogle zadrzati njenu aktivnost, recimo pomocu kvasaca

Saccharomyces koji sintetiziraju ovaj enzim (lvi¢, 2022).
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Slika 3 Strukturne formule terpena (lvi¢, 2022)

2.3.6. Polifenolni spojevi

Ovi heterogeni, za Covjeka neesencijalni organski spojevi nastaju kao sekundarni produkti
metabolizma biljaka, a poseban znacaj imaju za boju i okus voca i proizvoda na bazi voca, a jos
uz to imaju i poZeljna antioksidacijska svojstva. Sto se ti¢e grozda, najvise ih ima u kofzici i
drugim ¢vrstim dijelovima bobice, u crnim vinima je veca koncentracija polifenolnih spojeva
nego u bijelim, te se kreée u rasponu od 1800 i 3000 mg/L (lvi¢, 2022). Mogu nastati i tijekom
prerade vina u metabolizmu kvasaca ili tijekom odlezavanja u drvenim baévama ekstrakcijom
iz drveta. Specifi¢ni su po tome $to u svojoj strukturi na aromatskim prstenima sadrze razli¢ito
rasporedene hidroksilne skupine, pa ih po tome dijelimo na flavonoide i neflavonoide (lvi¢,

2022).

2.3.6.1 Flavonoidi

Flavonoidi sadrze flavansku strukturu, koju ¢ini difenilpropanski kostur (C6-C3-C6). Vec¢inom
su u biljkama vezani sa Se¢erima pa dolaze u obliku glikozida, i to najéeSce za D-glukozu -
glikozidnom vezom, no mogu biti i slobodni odnosno aglikoni ili vezani s drugim polifenolnim
spojevima. U nastavku su opisani najzastupljeniji flavonoidi u crnim vinima (Ivi¢, 2022).

Flavonoli

ViSe su izraZeniji u bijelim vinima u kojima su i glavni nositelji boje, nego u crnim vinima gdje

su zamaskirani tamnijim pigmentima, antocijanima. Daju svjetlo Zutu boju vinima te dolaze u
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obliku glikozida. U crnim vinima su prisutni miricetin, izoramnetin, kvercetin i kempferol (lvi¢,
2022).

Flavan-3-oli i proantocijanidini

Najzastupljeniji spojevi ove skupine su katehin i epikatehin, zajedno sa svojim derivatima
galokatehinom i galoepikatehinom. Stvaraju polimere, proantocijanidine odnosno
kondenzirane tanine, koji sadrze 2 do 60 monomera katehina ili epikatehina. S obzirom na
mjesto povezivanja, za vino su najznacajniji proantocijanidini tipa B, s 2 do 7 monomernih
jedinica povezanih preko C4-C6 ili C4-C8 veza. Proantocijanidini se tijekom procesa prerade
vina povezuju u jo$ vece polimere, tanine, zajedno s flavonolima, s molekulskom masom od
2000 do 5000 daltona (Ivi¢, 2022).

Antocijani

Pigmenti koji vo¢u i povréu daju crvenu, plavu i ljubi¢astu boju, topljivi u vodi, nastaju
povezivanjem antocijanidina sa Sederima, i to oligosaharidima poput rutinoze, soforoze,
glukorutinoze ili s monosaharidima, najvise glukozom. Tako povezani kao glikozidi kroz proces
glikozilacije daju stabilnije strukture. U grozdu, odnosno vinu antocijani se dijele na cijanidine,
delfinidine, malvidine, peonidine i petunidine, ovisno o mjestu vezanja hidroksilne i metilne
skupine u flavanskoj strukturi. Antocijani se zbog svoje nestabilnosti, moguée oksidacije i
sulfitne dekoloracije vezu s drugim komponentama u nove polimere kako bi zadrzali svoju
stabilnost (Andersen i Jordheim, 2006; lvi¢, 2022).

Antocijani se jos mogu podijeliti na monoglikozide (prisutni kod Vitis vinifera sorti), diglikozide
(europsko-americki hibridi) i triglikozidi (nisu prisutni u grozdu), prema broju molekula Sec¢era
povezanih s antocijanidinom. Sto se tice boje crnih groZda, s obzirom na koncentraciju
pojedinih antocijana i njihovoj kopigmentaciji, razlikuje se od sorte do sorte. Malvidin je

najzastupljeniji antocijanidin u crnim vinima i najzasluzniji za boju crnih vina (lvi¢, 2022).

2.3.6.2 Neflavonoidi

Neflavonoidi nisu spojevi koji nose boju, ali povezani s flavonoidima doprinose boji vina, dajuéi
im stabilnost, doprinose aromi vina i antioksidacijskoj aktivnosti. Fenolne kiseline su
najzastupljeniji predstavnik i u prirodi dolaze u vezanom obliku za Sec¢erima kao glikozidi, s
vinskom kiselinom ili u obliku etera. Slobodne fenolne kiseline mogu se dobiti samo procesima
hidrolize katalizirane kiselinama, luZzinama ili enzimima. Inace su derivati benzojeve i cimetne
kiseline (Rentzsch i sur., 2009).

Hidroksibenzojeve kiseline

U vinu su prisutne kao slobodne fenolne kiseline, sa strukturom C6-C1. Najzastupljeniji

predstavnik ove skupine je galna kiselina, s koncentracijom i do 95 mg/L, dok je ostalih kiselina,
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poput salicilne, p-hidroksibenzojeve, protokatehinske i dr., manje od 10 mg/L. U vinu odnosno
grozdu su prisutni i esteri ovih kiselina iz kojih one i nastaju procesom hidrolize tijekom
proizvodnje vina. Tako se galna kiselina dobiva hidrolizom galata, tj. estera flavan-3-ola

(kondenziranih tanina) (Rentzsch i sur., 2009).
Hidroksicimetne kiseline

Ove kiseline, strukture C6-C3, prisutne su u koZici bobice groida, samim time im je
koncentracija vise u crnim vinima nego u bijelim. Vezane su za vinsku kiselinu kao esteri ili se
pojavljuju u obliku glikozida. Njihovi derivati, naj¢es¢e u trans konfiguraciji, u crnim vinima
mogu posluZiti kao markeri za odredivanje sorti grozda (Ivi¢, 2022). Najzastupljenija je

kaftarna kiselina, koja ¢ini i do 50% ukupne koncentracije ovih kiselina (Rentzsch i sur., 2009).

2.3.7. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi su vrlo znacajni spojevi gledajuci ljudsko zdravlje, jer umanjuju ili sprje¢avaju
djelovanje slobodnih radikala i oksidacijske procese koje kroni¢no djeluju negativnho na
kardiovaskularni i neuroloki sustav ¢ovjeka. Cesto ih ¢ovjek mora uzimati putem hrane, iako
je i umanjoj mjeri sam sposoban sintetizirati ih u vidu vitamina i minerala. Zbog mogucnosti
odgode ili sprje¢avanja kvarenja hrane, sve se vise provodi istraZzivanja o tome kao zamjenu za
umjetne aditive (lvié¢, 2022). U vinu najznacajniju antioksidativnu ulogu imaju fenolni spojevi
koji su sposobni donirati vodik ili elektron slobodnom radikalu te ga na taj nacin onesposobiti,
odnosno stabilizirati. Fenolni spojevi takoder ulaze u reakciju sa slobodnim kisikom te na taj
nacin sami sebe sprjecavaju od oksidacijskog djelovanja, buduci da u svojoj strukturi sadrze
hidroksilne skupine i manje stabilne nezasi¢ene dvostruke veze (Fernandez-Pachdn i sur.,

2004).

Fenolni spojevi su klju¢ni u odrzavanju niskog redoks potencijala vina, Sto pozitivho utjece na
odlezavanje i kasnije poZeljna organolepticka svojstva vina. Fenolni spojevi kao potencijalni
oksidanti najcesce oksidiraju u dikinone iz dihidroksifenola (katehini i antocijanidini) te tvore
hidrogen perokside koji mogu oksidirati druge spojeve i tako dati nepozeljne komponente,
naprimjer s etanolom tvore acetaldehid. MoZe dodi i do stvaranja smedih pigmenata, Sto
takoder nije pozZeljno organolepticko svojstvo. Glicerol, slobodne aminokiseline i sumpor
dioksid su takoder potencijalni oksidanti u vinu (Ferndndez-Pachén i sur., 2004). Oksidirani
fenolni spojevi mogu polimerizirati spajanjem s drugim fenolnim spojevima, pri ¢emu se

reorganizacijom strukture ponovo mogu dogoditi nove oksidacijske reakcije i nove
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polimerizacije, a kako bi se to sprijecilo i kako se ne bi naruSavala stabilnost u vinu, potrebno

je smanijiti doticaj vecih kolicina kisika (Ivi¢, 2022; Moreno i Peinado, 2012).

2.3.8. Aroma vina

Aroma, kao jedno od najznacajnijih organoleptic¢kih svojstava vina, rezultat je kombinacije
djelovanja velikog broja razli¢itih organskih, lako hlapivih kemijskih spojeva poput alkohola,
aldehida, ketona, estera, terpena, kiselina i hlapivih fenola, a njihova koncentracija i jadina
djelovanja ovisi o zrelosti groZzda, nacinu uzgoja, klimatskim i fizioloSkim uvjetima, procesu
prerade (Moreno i Peinado, 2012). Takoder bitnu ulogu igraju kemijske, biokemijske i
mikrobioloSke reakcije uz djelovanje pojedinih enzima tijekom fermentacije i odleZavanja vina
(Ivi¢, 2022). Aroma je jako vazan pokazatelj kvalitete vina, indikator je zrelosti, kvarenja ili
zdravstvene ispravnosti. Aroma se s obzirom na podrijetlo spojeva koji ju ¢ine primarne

(sortne), sekundarne (fermentacijske) i tercijarne (,,bouquet”) arome (Belda i sur., 2017).
Primarne arome

Primarne arome su one koje daju osnovu za razlikovanje razliitih sorti vina, a razvijaju se
tijekom zrenja grozda. To mogu biti slobodne aromatske molekule poput monoterpena,
metoksipirazina i tiola, ili se radi o prekursorima poput nezasi¢enih masnih kiselina, fenolnih
kiselina, karotenoida, konjugata S-cisteina i prekursori dimetilsulfida (lvi¢, 2022). Ovi su
spojevi u grozdu najzastupljeniji u pokozici, zbog ¢ega posebno za aromu crnih vina znacajnu
ulogu ima proces maceracije, tijekom kojeg se ti spojevi ekstrahiraju iz pokozice u most. Na
aromu pojedine sorte najvise utjeCu terpeni, i to slobodni terpeni koji se razvijaju iz vezanih
terpena (prekursora, vezanih za Seéere kao jednostavni glikozidi) djelovanjem enzima

glikozidaze u procesu maceracije i fermentacije (lvi¢, 2022).
Sekundarne arome

Sekundarne arome nisu nista drugo nego kombinacija lako hlapivih spojeva koji nastaju kao
sekundarne produkti tijekom alkoholne i malolakti¢ke fermentacije, djelovanjem kvasaca i
bakterija mlije¢ne kiseline te njihovih enzima. To su najvec¢im djelom visi alkoholi (izobutilni,
izoamilni, propan-1-ol, 2-eniletanol), acetat i etil esteri, monoterpenski alkoholi, aldehidi

(acetaldehid, propanal, heksanal, benzaldehid) i ketoni (diacetil) (lvi¢, 2022).
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Tercijarne arome

Nastaju tijekom odleZavanja i sazrijevanja vina u drvenim bacvama (oksidativni ,, bouquet”) ili
u staklenim bocama (reduktivni ,bouquet”), tijekom raznih kemijskih i enzimskih reakcija (lvic,
2022). Mogu nastati novi spojevi ili se modificirati ve¢ postojeci te na taj nacin doprinose
ukupnoj aromi vina. Tako na primjer dolazi do promjene u sastavu nekih terpenskih spojeva,
poput linaloola, tijekom fermentacije, gdje im pocinje opadati koncentracije tijekom

odredenog vremena (za linalool 20 mjeseci odlezavanja) (Oliveira i sur., 2008).

2.4. KROMATOGRAFSKE METODE

Ove analiticke metode najbolje su metode za kvantitativnho odredivanje sastava odnosno
pojedinih komponenata neke smjese koje se tijekom procesa odredivanja i razdvajaju. Postoji
viSe nacina razdvajanja komponenata smjese, ovisno o njihovoj ionskoj jakosti, moguénosti
adsorpcije, hlapivosti i dr. Kromatografske metode se temelje na propustanju analizirane
smjese koja je tekuéina ili plin, a naziva se mobilna (pokretna) faza, kroz kolonu ili preko ploha
u kojima se nalazi stacionarna (nepokretna) faza koja je najceSce ¢vrsta tvar ili tekucina.
Najéesce se u prehrambenoj industriji koriste tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

(HPLC) i plinska kromatografija (GC) (Coskun, 2016).

2.4.1. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija se kao separacijska analiticka metoda jako ¢esto koristi u prehrambenoj
industriji, pogotovo za odredivanje tvari arome u namirnicama. Temelj ove metode je plinska
mobilna faza koja prolazi kroz kolonu ispunjenu silikonskim uljima, ugljikovodicima velike M,
ili esterima na krutom nosacu. Prolazedi kroz tako ispunjenu kolonu, plin eluira komponente
uzorka, pri ¢emu se najprije razdvajaju lakse hlapive komponente (Slika 4). Kod procesa
eluiranja se konstantno unosi inertni plin koji ispire komponente smjese s kolone, a najé¢esée
se koriste vodik, helij, dusik ili argon (lvi¢, 2022). Pri tom navedeni inertni plinovi ne smiju
reagirati s uzorkom, pri ¢emu moraju biti suhi i visoke Cistoce. Za Sto bolje i efikasnije
razdvajanje komponenti smjese, bitno je da i sama kolona bude kemijski inertna prema tim
komponentama, termicki stabilna, selektivha i nehlapiva. Detektori koji se koriste za

identifikaciju komponenti mogu mijeriti toplinsku vodljivost komponenti pa ih na taj nacin
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detektirati, ili raditi na principu ultraljubicaste i infracrvene spektrometrije, spektrometrije

masa, radioaktivnoj ionizaciji itd (lvi¢, 2022).

[ Kolona

Razdvajen
spojevi

Mabilna fama Y

Y Deteltor
Dotok
otapala "Iy
cpka Citpad
A

Ventil za Bafunalo - T

dozitanje Vrijerme —
uzotka s Srnimanje
komponentaros kromatograma
& BIC

Slika 4 Shematski prikaz plinske kromatografije (Blazevi¢, 2016)

U sklopu plinskog kromatografa najc¢e$¢e se koriste detektori koji rade na principu
spektrometrije masa. Sam detektor se sastoji od ionskog izvora, masenog analizatora i
detekcijskog sustava, a rad mu se temelji na razlikovanju molekula prema njihovom omjeru
mase i naboja (m/z). Molekule se u ionizatoru bombardiraju elektronima pri ¢emu se kidaju
kemijske veze unutar njihove strukture i nastaje velik broj iona karakteristi¢nih za pojedinu
molekulu. lonima se odreduju masene razlike pomocu elektromagnetnog polja pri cemu se
kvantificiraju. Maseni spektar prikazuje vrijednosti na dijagramu pomoéu navedenog omjera
m/z. Svaka komponenta, svaki spoj smjese ima svoj vlastiti maseni spektar, a ukupni spektar

smjese se dobije linearnim zbrajanjem komponenti (lvi¢, 2022).

Za izolaciju hlapivih komponenti u analizi uzorka pomodéu plinskog kromatografa s masenim
detektorom (GC-MS) koristi se novija metoda mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME). Ova vrlo
jednostavna metoda, bez potrebe dodatnih kemikalija, efikasna je za razdvajanje samo
hlapivih komponenti uzorka, Sto sprjecava ulaz kisika i vlage u kolonu. Aparature za ovu
metodu sastoji se od igle ispunjene vlaknom koje predstavlja polimernu stacionarnu fazu na
kojoj se adsorbiraju hlapive komponente. Najéeséa vlakna koja se koriste su
polidimetilsiloksan (PDMS) sa slojem poliakrilata (PA) i razlicite kombinacije PDMS-a s drugim
polimernim vlaknima. Vazno je tijekom analize odrzavati temperaturu i vrijeme ekstrakcije

konstantnima radi Sto boljih rezultata. Nakon adsorpcije hlapivih spojeva na vlakno, ono se
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postavlja u injektor plinskog kromatografa gdje pod utjecajem visoke temperature i vakuuma

dolazi do desorpcije pojedinih komponenti s vlakna u kolonu (lvi¢, 2022).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je ispitati utjecaj temperature tijekom burne fermentacije na
polifenolni sastav i aromatski profil crnog vina sorte Cabernet Sauvignon. Taj se utjecaj
ispitivao pomocu pokusa s dvije fermentacijske posude, od kojih je jedna bila koriStena za
proces fermentacije s hladenjem, dok se u drugoj posudi nije provodilo hladenje tijekom
fermentacije vina Cabernet Sauvignon. Uzorci vina su uzeti na samom pocetku fermentacije,
tijekom i nakon zavrSetka fermentacije, u kojima se zatim odredivao polifenolni sastav i
aroma. U svrhu odredivanja polifenola, antocijana i antioksidacijske aktivnosti koristio se
spektrofotometar, a pomocu instrumentalne plinske kromatografije i mikroekstrakcije na
¢vrstoj fazi (SPME) odredivao se kvantitativni udio tvari arome. Uredaj koji se koristio tijekom
pokusa su bili plinski kromatograf tvrtke Agilent 7890B s maseno-selektivnim detektorom

Agilent 5977A (Wardencki i sur., 2009).

3.2. MATERUALI

3.2.1. Crno vino Cabernet Sauvignon

U svrhu ovog rada koriSteno je crno vino Cabernet Sauvignon, iz grozda uzgojenog na
konvencionalni nacin (berba 2018. godina) u Zmajevcu, podregija Baranja, Hrvatska. Vinogradi
su medusobno udaljeni 5 km zracne linije. Za konvencionalni uzgoj, grozde se S$pricalo

minimalno 6 puta, u kiSnim sezonama i ¢e$¢e, pomodéu komercijalnih preparata na bazi bakra.

3.2.2. Kemikalije
3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje aromatskog profila

Tvari arome u crnom vinu Cabernet Sauvignon odredivani su pomocu plinskog kromatografa
americke tvrtke Agilent 7890B, s masenim detektorom Agilent 5977 A (Wardencki i sur., 2009).
Uzorci su se uzimali mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPME) i to pomocu igle s punilom od
polidimetilsiloksana-divinilbenzena (PDMS/DVB) koje sluzi kao polimerna stacionarna faza.
Injektirano je 5 mL uzorka u staklenu vijalu od 10 mL, zajedno s 10 uL inertnog standarda
mirtenola i 1 g NaCl radi bolje ekstrakcije spojeva arome. Vijala zatvorena teflonskim ¢epom

se mijesala 5 minuta u vodenoj kupelji na temperaturi od 40 °C kako bi se nadprostor unutar
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vijale ispunio hlapivim spojevima arome, koji se potom uzimaju pomocu SPME igle s
polimernim punilom. Nakon 45 minuta adsorpcije tvari arome na punilo pri 40 °C igla se
prenese na injektor plinskog kromatografa gdje se odvija toplinska desorpcija spojeva arome
u kolonu koja je prethodno zagrijana, te na taj nadin na masenom detektoru najprije
dospijevaju lakse hlapivi spojevi. Pomoéu unaprijed postavljenih baza spojeva iz ameri¢kog
Nacionalnog Instituta za Standarde i Tehnologiju te retencijskog indeksa identificirani su pikovi
na kromatogramu, na osnovu masenih spektara spojeva. Za izra¢un retencijskog vremena
pojedinih spojeva, analiziran je standard sa smjesom ugljikovodika C7-C30, pri identicnim GC

— MS uvjetima, i to pomodu jednadzbe:

logt, —logt
R1=100xn+[(N—n)M
logty —logt,

pri éemu je:

Rl — retencijski indeks;

n — broj C atoma u alkanu koji izlazi prije nepoznatog spoja;
N — broj C atoma u alkanu koji izlazi nakon nepoznatog spoja;
X — nepoznati spoj;

t — retencijsko vrijeme (min).

Spojevi arome koji su odredivani:

e esteri (etil-heksanoat, dietil-sukcinat, etil-oktanoat, fenil-acetat, etil-dekanoat, etil-
laurat, izopropil-laurat, izoamil-dekanoat, heksil-salicilat, etil-tridekanoat, etil-miristat,
izopropil-miristat, diizobultil-ftalat, etil-pentadekanoat, metil-palmitat, dibutil-ftalat,

etil-palmitat, izopropil-palmitat, etil-linoleat, etil-oleat, etil-stearat);

e alkoholi (heksan-1-ol, metionol, benzil alkohol, oktan-1-ol, fenetil alkohol, nonanal,

dodekanol);
e kiseline (octena, oktanska, dekanska kiselina);
e terpeni (citronelol, damascenon, farnesen, nerolidol, fluoren, farnesol, fenantren);

e aldehidi i ketoni (dekanal, dodekanal, geranil aceton, lilial, tetradekanal, a-

heksilcinamal).
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Slika 5 Tipi¢an prikaz pikova dobivenih plinskom kromatografijom (Wardencki i sur., 2009)

3.3.2. Odredivanje ukupnih polifenola

U crnom vinu sorte Cabernet Sauvignon iz konvencionalnog uzgoja odredena je koncentracija
ukupnih polifenola pomocu Folin-Ciocalteu metode (lvi¢, 2022). U epruvetu je otpipetirano
0,2 mL uzorka crnog vina, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL otopine Folin-Ciocalteu reagensa i 8
mL 7,5%-tne otopine NaCOs. Nakon muckanja i stajanja 2-20 sati u mraku pri sobnoj
temperaturi, mjerila se apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm, na spektrofotometru Cary 60
UV-Vis tvrtke Agilent. Takoder je odredena i slijepa proba s destiliranom vodom umjesto
uzorka. Provodena su 3 mjerenja po uzorku, a rezultati su izrazeni kalibracijskom krivuljom

galne kiseline (g galne kiseline/L uzorka).

3.3.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi u crnom vinu Cabernet Sauvignon odredeni su pomocu spektrofotometrije
s AICl; reagensom, pri éemu je u epruvetu otpipetirano redom 0,5 mL uzorka, 4 mL destilirane
vode i 0,3 mL 5%-tne otopine NaNO;, a nakon 5 minuta dodano je i 1,5 ml 2%-tnog reagensa
AICl3 te nakon jo$ 5 minuta 2 mL 1 M otopine NaOH i 1,7 mL destilirane vode (lvi¢, 2022). Za
slijepu probu se koristila Cista destilirana voda. Mjerila se apsorbancija na 510 nm u tri

paralele, a rezultati su izrazeni pomocu kalibracijske krivulje katehina (g katehina/L uzorka).

3.3.4. Odredivanje monomernih antocijana

Monomerni antocijani u crnom vinu Cabernet Sauvignon odredeni su pH-diferencijalnom
metodom, zasnovanoj na transformaciji strukture kromofora antocijana tijekom promjene pH
vrijednosti manifestirane kao promjene spektra apsorbancije (Ivi¢, 2022). Koristene su dvije

epruvete, u svaku je dodano 0,2 mL uzorka, u jednu epruvetu dodano je 2,8 mL pufera pH 1
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(0,025 mol/L KCl, pH podesen koncentriranom HCI), a u drugu 2,8 mL pufera pH 4,5 (0,4 mol/L
CH3CO2Na x 3H.0, pH podesen koncentriranom HCI). Apsorbancija je mjerena na
spektrofotometru nakon 15 minuta pri 512 i 700 nm. Rade se tri mjerenja, te se za rezultat
uzima srednja vrijednost izrazena kao mg cijanidin-3-glukozida/L uzorka. Apsorbancija uzorka

racunata je prema jednadzbi:
A= (As12 — A700)pH 1,0 — (As12 — A700)pH 4,5

a koncentracija monomernih antocijana prema jednadzbi:

mg) Ax MW x FR x 1000

monomerni antocijani (—
L exl

gdje su: A — apsorbancija uzorka (As12 —na 521 nm; Azg0 — na 700 nm),

MW — relativna molekulska masa cijanidin-3-glukozina,

FR — faktor razrjedenja: FR = Vukupni

7’
Vuzorka

€ —molarni ekstincijski koeficijent cijanidin-3-glukozda,

| — duljina kivete (1 cm).

3.3.5. Odredivanje polimerne boje

Odredivanje polimerne boje je zapravo pracenje degradacije antocijana u crnim vinima prema
metodi s reakcijom antocijana s bisulfitom pri ¢emu nastaje bezbojni kompleks, a boja nastala
polimerizacijom antocijana s taninima je otporna na djelovanje bisulfita (lvi¢, 2022).
Provedena su tri mjerenja za svaki uzorak, a rezultati izrazeni kao srednja vrijednost. Koristene
su dvije epruvete po uzorku, u svaku je otpipetirano 0,2 mL uzorka, u jednu je dodano 3,0 mL
vode, a u drugu 2,8 mL vode i 0,2 mL kalijevog bisulfita (1:5). Apsorbancija se mjerila na 420
nm, 512 nm i 700 nm. Prema idu¢im jednadzbama izracunao se udio boje nastale

polimerizacijom:

) ] boja nastala polimerizacijom
polimerna boja (%) = - - x 100
gustoca boje

gdje su: boja nastala polimerizacijom (uzorak tretiran bisulfitom):
boja nastala polimerizacijom = [(A420 — A700) + (As12 — A700)] x FR

gustoca boje (kontrolni uzorak tretiran vodom):
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gustota boje = [(Asz0 — A700) + (As12 — A700)] X FR
Asz0— apsorbancija na 420 nm (stupanj posmedivanja),
As1, — apsorbancija na 512 nm (smanjenje intenziteta crvene boje),
Azo0 — apsorbancija na 700 nm,

FR — faktor razrjedenja.

3.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti postoji viSe metoda koje se mogu koristiti, a
univerzalna metoda ne postoji zbog velikog broja spojeva razlicitih struktura koji imaju
antioksidacijska svojstva. Zbog toga se radi viSe metoda za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti kako bi rezultati bili sto bolji. Odreduje se spektrofotometrijski, a metode koje se

koriste su DPPH, CUPRAC, ABTS i druge (Jakobek, 2007).

3.3.6.1 DPPH

Ova metoda temeljena je na primjeni DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) reagensa (ljubi¢aste
boje sa stabilnim dusikovim radikalom) koji se u prisutnosti antioksidansa reducira, prima
elektron od antioksidansa i prelazi iz ljubi¢aste u Zutu boju. Ovo je takozvani SET mehanizam
(eng. single electron transfere) gdje antioksidans donira elektron DPPH reagensu. DPPH
reagens ima mogucnost reagiranja sa cjelokupnim uzorkom, i s hidrofilnim i s lipofilnim
dijelom, pa ¢ak i sa slabijim antioksidansima (lvi¢, 2022). Za ovaj postupak otpipetirano je 0,2
mL uzorka (crnog vina Cabernet Sauvignon) i 3 mL DPPH u epruvetu te se nakon 15 minuta
stajanja mjerila apsorbancija na 517 nm. Za slijepu probu koristena je samo destilirana voda.
Napravljena su po tri mjerenja za svaki uzorak, a rezultati su izraZeni kalibracijskom krivuljom
Troloxa u mg TE/100 g.
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4.1. TABLICNI PRIKAZ ANALIZOM DOBIVENIH REZULTATA

Tablica 1 Spojevi arome identificirani u uzorcima Cabernet Sauvignon vinu na pocetku fermentacije, 5. i 10. dan fermentacije te na kraju

fermentacije uz hladenje fermentacijske posude (15 °C)

S HLABENJEM

Spoj (ug/L) RI* RT** Poc. ferm., temp.=15°C 5. dan, temp.=15°C 10. dan, temp.=15°C Kraj ferm., temp.=15°C
Esteri

Etil-heksanoat 996 18,0884 844,0 £1,3 890,0 + 3,1 909,9 4,0 897,2 + 1,8
Dietil-sukcinat 1179 28,5835 902,0+ 5,4 4239 % 4,2 1404,4 + 5,0 441,5 + 5,9
Etil-oktanoat 1191 29,2983 3056,7 £ 12,3 2978,8 £ 22,5 2944,6 + 23,3 3376,3 £ 12,8
Fenil-acetat 1249 32,0440 365,3 £ 4,1 2970 £ 15 374,8 £ 2,3 359,9 4,7
Etil-dekanoat 1383 38,1931 2564,9 + 19,2 2584,7 + 32,5 3028,7 + 33,3 3239,7 £ 19,8
Etil-laurat 1583 42,3116 694,6 £ 5,2 403,1 £ 1,2 427,3 £ 2,0 494,1 £ 5,7
Izopropil-laurat 1615 42,8071 51,2 £+ 1,0 47,8 * 0,5 175 £ 1,4 329 16
Izoamil-dekanoat 1634 43,0509 65,6 + 1,1 42,8 £ 0,7 37,1+ 16 55,6 + 1,6
Heksil-salicilat 1668 43,5382 68,2 + 0,4 56,5 + 0,8 46,6 + 1,7 46,5 + 1,0
Etil-tridekanoat 1681 43,7169 1295 £ 2,3 111,7 £ 0,5 71,7 + 1,3 86,5 29
Etil-miristat 1787 44,9597 2489 * 41 3039 + 1,2 93,2 + 2,0 295,5 + 4,7
Izopropil-miristat 1817 45,3171 304,5 + 42 132,6 £ 2,5 97,2 + 34 145,9 = 4,7
Diizobutil-ftalat 1862 45,8533 220,4 * 2,2 113,0 £ 3,5 87,9 + 44 110,8 =+ 2,7
Etil-pentadekanoat 1880 46,0726 238,8 + 3,6 231,7 * 35 241,2 + 43 480,8 + 4,2
Metil-palmitat 1909 46,3976 45,0 £ 0,4 23,5 + 0,5 1139 + 1,3 162,8 + 1,0
Dibutil-ftalat 1954 46,8443 1949 £ 3,2 1699,3 + 14,1 175,8 + 15,0 73,9 £ 3,7
Etil-palmitat 1979 47,1123 769,3 £ 7,2 811,6 + 1,5 3429 £ 2,3 626,5 = 7,7
Izopropil-palmitat 2011 47,4129 472 £ 2,2 1233 £ 0,2 1106 * 1,0 1244 = 2,7
Etil-linoleat 2148 48,7533 95,5 + 1,2 21,4 + 0,5 27,0 £ 1,3 20,8 + 1,7
Etil-oleat 2153 48,7939 61,4 + 1,2 116,0 £ 15 336 2,4 70,2 = 1,7
Etil-stearat 2179 49,0213 42,8 + 0,8 346 + 0,6 59,2 + 1,5 341 + 1,4

*RI — retencijski indeks.
**RT — retencijsko vrijeme.



4. Rezultati

Tablica 1 Nastavak

S HLADENJEM
Spoj (ug/L) Poc. ferm., temp.=15°C 5. dan, temp.=15°C 10. dan, temp.=15°C Kraj ferm., temp.=15°C
Alkoholi
Heksan-1-ol 860 8,8201 4554 + 15 3004,7 = 52,5 1559,0 £ 0,9 504,9 + 2,1
Metionol 984 17,1624 154,8 + 2,2 65,5 + 2,5 88,1 £ 1,6 49,9 £ 2,7
Benzil alkohol 1033 20,2820 37,8 £ 1,2
Oktan-1-ol 1071 22,5887 44,1 + 0,8 66,6 + 3,1 53,3 £ 0,3 72,8 + 1,4
Fenetil alkohol 1104 24,9118 17479,1 + 86,5 13852,7 + 41,1 21214,0 + 85,9 11209,8 + 87,0
Nonanol 1168 27,9906 42,0 £ 1,0 55,8 + 0,5 47,8 + 0,5 51,8 + 1,6
Dodekanol 1469 40,1427 206,0 £ 1,1 143,0 £ 1,5 198,0 £ 0,5 257,7 £ 1,6
Kiseline
Octena kiselina 630 3,6934 4756,2 £ 45,5 612,1 £ 2,5 1011,3 + 1,9 1054,1 % 46,0
Oktanska kiselina 1185 28,9490 1333,6 + 23,2 717,0 £ 11,5 885,6 + 10,9 972,7 £ 23,7
Dekanska kiselina 1371 37,4296 725,0 £ 12,1 342,8 £ 8,5 367,7 £ 7,9 351,6 £ 12,7
Terpeni
Citronelol 1221 30,7848 55,1 + 1,0 43,0 £ 0,5 39,3 + 0,1 34,2 £ 1,6
Damascenon 1377 37,6814 136,8 + 4,2 110,5 £ 0,5 108,0 £ 0,1 97,3 + 4,7
Farnesen 1450 39,7610 11,8 £+ 0,2 12,8 + 0,7 18,9 + 0,2 108,3 £ 0,7
Nerolidol 1556 41,8242 152,7 + 1,2 135,0 £ 6,5 106,6 £ 5,9 146,1 £ 1,7
Fluoren 1569 42,0679 39,3+ 04 31,1 £+ 0,5 33,3 +0,1 37,0 £ 1,0
Farnesol 1710 44,1149 205,2 + 51 98,8 + 1,1 88,8 + 0,6 97,4 + 5,7
Fenantren 1779 44,8788 37,1 £+ 1,0 26,7 £ 0,5 16,0 £+ 0,1 29,0 £ 1,5
Aldehidi i ketoni
Dekanal 1197 29,6314 37,6 £ 1,0 66,0 + 0,5 38,1 £ 0,1 20,2 £ 1,6
Dodekanal 1398 38,5344 181,5 = 2,1 67,3 £ 0,1 29,6 £ 0,4 379 2,7
Geranil aceton 1447 39,6716 37,8 £ 1,0 40,2 £ 0,4 39,1 £ 0,2 80,5 + 1,6
Lilial 1517 41,1824 226,1 £ 2,5 98 + 0,1 53,5 + 0,4 36,3 £ 1,3
Tetradekanal 1601 42,5796 472,8 + 11,2 2196 £ 1,2 2029 + 0,6 172,9 + 11,7
a-heksilcinamal 1742 44,4561 70,0 £ 2,2 39,8 + 1,1 36,3 £ 0,6 51,6 £ 2,7

*RI — retencijski indeks.
**RT — retencijsko vrijeme.
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Tablica 2 Spojevi arome identificirani u uzorcima Cabernet Sauvignon vinu na pocetku fermentacije, 5. i 10. dan fermentacije te na kraju

fermentacije bez hladenja fermentacijske posude (15, 19, 25i 20 °C)

BEZ HLADENJA
Spoj (ng/L) 5. dan, temp.=19°C 10. dan, temp.=25°C Kraj ferm., temp.=20°C
Esteri
Etil-heksanoat 996 18,0884 666,1 £+ 17,4 683,3 + 37,3 625,1 + 11,8 468,0 + 9,5
Dietil-sukcinat 1179 28,5835 604,7 £ 15,8 304,2 £ 7,8 325,0 £ 6,4 269,5 £ 5,7
Etil-oktanoat 1191 29,2983 2243,1 + 58,4 2130,0 + 53,4 1946,9 * 35,6 3186,3 + 61,1
Fenil-acetat 1249 32,0440 61,9 + 1,7 197,6 £ 5,1 232,4 + 4,7 334 %+ 1,2
Etil-dekanoat 1383 38,1931 2553,6 + 66,5 1767,0 = 44,4 1944,6 = 35,6 2507,4 + 48,2
Etil-laurat 1583 42,3116 749,4 £ 19,6 287,0 £ 7,4 283,4 + 5,7 3410 £ 7,1
Izopropil-laurat 1615 42,8071 13,5 + 0,5 12,4 + 0,5 23,3 £ 1,0 9,6 £ 0,8
Izoamil-dekanoat 1634 43,0509 45,7 + 1,3 18,3 + 0,7 15,2 + 0,8 22,0 £ 1,0
Heksil-salicilat 1668 43,5382 64,8 + 1,8 78,5 2,2 57,6 £ 1,6 26,6 £ 1,1
Etil-tridekanoat 1681 43,7169 59,8 + 1,7 41,8 + 1,2 32,2+ 1,1 46,8 + 1,5
Etil-miristat 1787 44,9597 305,8 + 8,1 212,7 £ 55 88,121 300,8 + 6,3
Izopropil-miristat 1817 45,3171 137,8 £ 3,7 64,5 + 1,8 115,6 £ 2,6 132,5 = 3,1
Diizobutil-ftalat 1862 45,8533 50,6 + 1,4 18,8 + 0,7 19,0 £+ 0,9 32,8 £ 1,2
Etil-pentadekanoat 1880 46,0726 91,3 + 2,5 101,5 £ 2,7 43,5 £ 1,3 157,3 = 3,6
Metil-palmitat 1909 46,3976 17,1 £ 0,6 149 + 0,6 23,8 £ 1,0 56,3 + 1,7
Dibutil-ftalat 1954 46,8443 140,6 = 3,8 93,7 £ 2,5 26,5 £ 1,0 109,3 + 2,7
Etil-palmitat 1979 47,1123 663,41 + 7,4 199,1 £ 5,2 164,3 = 3,5 369,1 £ 7,6
Izopropil-palmitat 2011 47,4129 41,4 £ 1,2 8,1+04 20,6 + 0,9 27,3 £ 1,1
Etil-linoleat 2148 48,7533 19,9 + 0,6
Etil-oleat 2153 48,7939 182,8 + 4,9 4,1 + 0,3
Etil-stearat 2179 49,0213 22,2 £ 0,7 53,4 £ 1,6

*RI — retencijski indeks.
**RT — retencijsko vrijeme.
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Tablica 2 Nastavak

Alkoholi

Heksan-1-ol 860 8,8201 13129 * 34,3 1595,1 + 40,1 1833,0 * 33,6 3359 £ 7,0
Metionol 984 17,1624 69,9 + 1,9 57,2 £ 1,6 411 £ 1,3 40,5 +* 14
Benzil alkohol 1033 20,2820

Oktan-1-ol 1071 22,5887 83,1 %23 36,1 £ 1,1 448 + 1,4 27,5 £ 1,1
Fenetil alkohol 1104 24,9118 12215,2 + 317,7 11300,3 £ 282,7 11083,8 + 200,1 10063,1 £ 191,8
Nonanol 1168 27,9906 57,7 £ 16 29,2 + 0,9 29,2 £+ 1,1 32,4 £ 1,2
Dodekanol 1469 40,1427 283,5 £ 7,5 81,7 £ 2,2 143,8 + 3,1 145,6 =+ 3,4
Kiseline

Octena kiselina 630 3,6934 2179,3 + 56,8 2848,6 + 71,4 1872,8 + 34,3 2604,9 + 50,1
Oktanska kiselina 1185 28,9490 624,5 = 16,4 313,6 £ 8,0 330,6 £ 6,5 318,1 £ 6,6
Dekanska kiselina 1371 37,4296 189,8 + 5,1 495 + 14 78,2 £ 2,0 64,8 + 1,8
Terpeni

Citronelol 1221 30,7848 40,4 £ 1,2 24,9 + 0,8 26,6 £ 1,0 239 + 1,0
Damascenon 1377 37,6814 93,6 £ 2,6 38,6 + 1,2 64,0 + 1,7 57,7 £ 1,7
Farnesen 1450 39,7610

Nerolidol 1556 41,8242 188,3 + 5,0 47,7 £ 14 66,6 + 1,8 53,3+ 1,6
Fluoren 1569 42,0679 37,8 £ 1,1 11,6 £ 0,5 6,8 £ 0,7 12,2 £+ 0,8
Farnesol 1710 44,1149 69,3 + 1,9 353+ 1,1 29,4 + 1,1 28,7 £ 1,1
Fenantren 1779 44,8788 18,1 £ 0,6 96,6 * 2,6

Aldehidi i ketoni

Dekanal 1197 29,6314

Dodekanal 1398 38,5344 65,9 + 1,8 28,6 £+ 0,9 17,9 £ 0,9
Geranil aceton 1447 39,6716 47,1 + 13 18,6 £+ 0,7 18,2 £ 0,9 26,4 £ 1,1
Lilial 1517 41,1824 40,1 + 1,2 17,3 £ 0,6 33,4 1,2 22,1 £ 1,0
Tetradekanal 1601 42,5796 39,1+ 1,1 7,4 £ 0,4 14,4 £ 0,8 18,9 + 0,9
a-heksilcinamal 1742 44,4561 36,7 £ 1,1 12,6 £ 0,5 16,2 £ 0,8 14,2 + 0,9

*RI - retencijski indeks.

**RT — retencijsko vrijeme.
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Tablica 3 Ukupni polifenoli, antocijani, flavonoidi, polimerna boja te antioksidacijska aktivnost izmjerena u uzorcima Cabernet Sauvignon vinu na

pocetku fermentacije, 5. i 10. dan fermentacije te na kraju fermentacije s i bez hladenja fermentacijske posude

S
HLADENJEM

:]74
HLADENJA

Uzorak

Polifenoli (mg/L)

Antocijani (mg/L)

Polimerna boja (%)

Flavonoidi (mg/L)

Antioksidacijska aktivnost
(mg/100g)*

Poc. ferm.,

. 2295,26 + 25,25 196,27 £ 4,46 45,49 + 0,71 973,03 + 4,92 126,82 + 2,25
temp.=15°C
> dan, 2194,11 + 33,71 133,04 & 2,22 51,50 + 1,79 1012,60 + 15,51 115,63 + 0,08
temp.=15°C
10. dan,
, 2567,46 + 39,39 175,00 £ 4,04 48,29 + 0,75 1081,50 + 26,54 109,81 2,00
temp.=15°C
Kraj ferm., 2297,28 + 15,28 169,57 3,93 46,12 + 0,72 1011,60 # 5,49 113,19 £ 1,05
temp.=15°C
Pot. ferm., 2014,13 + 30,97 162,51 2,59 56,00 & 0,85 910,35 + 13,98 102,95 £ 1,90
temp.=15°C
5. dan,° 2499,03 + 18,35 120,28 + 2,94 61,10 + 1,51 1044,14 + 5,98 117,80 + 2,12
temp.=19°C
10. dan,
, 2095,94 + 22,22 159,90 * 3,73 51,50 & 0,79 1111,63 * 6,99 124,05 + 2,21
temp.=25°C
Rl fe"“;' 2460,36 + 37,76 155,33 + 4,04 60,66 + 0,91 856,11 + 1,16 101,39 + 1,88
temp.=20°C
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4.2. GRAFICKI PRIKAZ ANALIZOM DOBIVENIH REZULTATA
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Slika 6 Koncentracija estera, alkohola i kiselina u uzorcima vina Cabernet Sauvignon tijekom

fermentacije sa hladenjem i tijekom fermentacije bez hladenja
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Slika 7 Koncentracija terpena te aldehida i ketona u uzorcima vina Cabernet Sauvignon

tijekom fermentacije sa hladenjem i tijekom fermentacije bez hladenja
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5. Rasprava

5.1. UTJECAJ PROCESNIH PARAMETARA NA KONCENTRACIJU TVARI AROME

Aromatski profil crnog vina sorte Cabernet Sauvignon odreden je analiticki plinskom
kromatografijom s masenim detektorom i mikroekstrakcijom na cvrstoj fazi (SPME). Tvari
arome odredivali se su tijekom burne fermentacije, a rezultati su praéeni u dva razlicita
procesna parametra: tijekom fermentacije uz hladenje, kod koje se kroz cijeli proces nastoji
odrzati konstantna temperatura fermentacije; tijekom fermentacije bez hladenja tijekom koje
dolazi do temperaturnih promjena, Sto automatski utjece na cjelokupni kemijski sastav vina
tijekom procesa te na kraju procesa fermentacije. | kod fermentacije s hladenjem i bez
hladenja praceni su rezultati u 4 razli¢ita vremena: na pocetku fermentacije (i kod hladenja i
bez hladenja pocetna temperatura je 15°C); 5. dan fermentacije (kod procesa s hladenjem
temperatura je 15°C, bez hladenja je 19°C); 10. dan fermentacije (s hladenjem T = 15°C, bez
hladenja T = 25°C); na kraju procesa fermentacije (s hladenjem T = 15°C, bez hladenja T =
20°C). Tako se usporedivanjem rezultata za oba procesa moze vidjeti kako temperatura
tijekom fermentacije utjeCe na aromatski profil vina, a sami rezultati za pojedine skupine

spojeva arome se itekako razlikuju.

Najveca koncentracija spojeva arome u crnom vinu Cabernet Sauvignon prema rezultatima
dobivenih analizom uzoraka je iz skupine alkohola. Kao $to se moze vidjeti u Tablici 1i Tablici
2 te Slici 6, i tijekom fermentacije s hladenjem i bez hladenja, koncentracija alkohola u
uzorcima je uvijek bila visoka, i to preko 10000 pg/L. Kada idemo usporedivati koncentraciju
alkohola tijekom jednog i tijekom drugog procesa, moze se primijetiti da je visSa koncentracija
tijekom fermentacije hladenjem, gdje se odrzava konstantna temperatura od 15°C, no ipak
kod procesa bez hladenja malo povisena temperatura fermentacije utjeCe na degradaciju
alkohola Sto i daje manje koncentracije. Tijekom fermentacije s hladenjem je nakon
odredenog vremena (10 dana) porasla koncentracija alkohola, no ipak je na kraju ona bila
manja nego na pocetku. Kod fermentacije bez hladenja to nije sluéaj, jer se zbog porasta
temperature i kasnijeg hladenja kako se blizi kraj fermentacije postepeno smanjivala
koncentracija alkohola, te je na kraju takoder bila manja nego na pocetku fermentacije. Od
alkohola, najzastupljeniji u uzorcima bio je fenilni alkohol, na kraju fermentacije s hladenjem

11209,8 + 87,0 odnosno na kraju fermentacije bez hladenja 10063,1 + 191,8. Od zastupljenijih
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5. Rasprava

alkohola tu su jos i heksan-1-ol (504,9 + 2,1 s hladenjem; bez hladenja 335,9 + 7,0) te
dodekanol (257,7 = 1,6 s hladenjem; 145,6 + 3,4 bez hladenja) (Tablica 1 i Tablica 2).

Druga najzastupljenija skupina spojeva u analiziranim uzorcima bili su esteri, a ujedno i, prema
broju detektiranih spojeva, najbrojniji. Njihova je koncentracija tijekom fermentacije s
hladenjem ostala priblizno jednaka, Sto znaci da vrijeme fermentacije ovdje nije igralo bitnu
ulogu, a ta je koncentracija na kraju procesa iznosila 11175,9 + 94,1 pg/L, kao sto je vidljivo u
Tablici 1. Tijekom fermentacije bez hladenja je porast temperature uzrokovao pad
koncentracije estera u uzorcima, no kako se blizio kraj fermentacije i smanjivala temperatura,
ponovo se povecavala koncentracija, posto su se ponovo stvorili povoljni uvjeti za nastanak
estera. Njihova koncentracija je na kraju ovog procesa bila malo manja nego na pocetku
(Tablica 1 i Tablica 2) i iznosila je 8095,9 * 164,3 ug/L. Najzastupljeniji iz ove skupine spojeva
bili su etil-oktanoat (3376,3 + 12,8 s hladenjem; 3186,3 + 61,1 bez hladenja), etil-dekanoat
(3239,7 + 19,8 s hladenjem; 2507,4 + 48,2 bez hladenja), etil-heksanoat (897,2 + 1,8 s
hladenjem; 468,0 + 9,5 bez hladenja).

S kiselinama u vinu je potpuno drugacija situacija. Tijekom procesa fermentacije s hladenjem
moze se vidjeti na Slici 6 nagli pad koncentracije kiselina prisutnih u masulju, sto znaci da se s
vremenom trajanja fermentacije smanjuje njihova kolic¢ina, pri konstantnoj temperaturi od
15°C. Koncentracija na pocetku fermentacije je bila 6814,8 + 80,8 ug/L, dok je na kraju
fermentacije s hladenjem iznosila 2378,4 + 82,5 pg/L (Tablica 1). Kod procesa fermentacije
bez hladenja koncentracija kiselina je bila priblizno ista, jedino se malo smanjila nakon 10.
dana fermentacije (posto je tad bila i najveca temperatura procesa, i to 25°C). Na pocetku
procesa iznosila je 2993,6 + 78,2 ug/L, a na kraju procesa 2987,8 + 58,5 ug/L. MoZe se uociti
da na kraju procesa fermentacije bez hladenja ima vise kiselina nego na kraju procesa s
hladenjem (Tablica 2). Najzastupljenija je bila octena kiselina (1054,1 + 46,0 pg/L s hladenjem;
2604,9 + 50,1 pg/L bez hladenja), a prisutne su jos i oktanska kiselina i dekanska kiselina, cije
su koncentracije, za razliku od octene kiseline, puno manje nakon zavrSetka fermentacije bez

hladenja nego nakon zavrsetka fermentacije s hladenjem.

Koncentracija terpena je znatno manja nego od prethodnih skupina spojeva. Tijekom
fermentacije s hladenjem se odrZavala cijelo vrijeme iznad 400 pg/L kao Sto prikazuje Slika 7,
te je na kraju procesa iznosila 549,3 + 17,0 pug/L (Tablica 1). Posto su terpeni jako osjetljivi na

temperaturne oscilacije, tijekom procesa fermentacije bez hladenja se njihova koncentracija
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znatno smanjila, sa 447,5 + 12,3 ug/L na 175,8 + 6,3 pg/L. Tijekom analize uzoraka detektirano
je 7 spojeva iz skupine terpena. Ono $to se moZe primijetiti iz Tablice 1 i Tablice 2 je da
koncentracija pojedinih spojeva varira od pocetka do kraja fermentacije, i u slué¢aju s hladenje
i bez hladenja, Sto dovoljno govori o njihovoj nestabilnosti i osjetljivosti na promjenu uvjeta.
Tako recimo na kraju fermentacije s hladenjem koncentracija farnesenaiznosi 108,3 + 0,7 pg/L
dok je na pocetku bila samo 11,8 + 0,2 pg/L, dok je recimo koncentracija damascenona sa
136,8 + 4,2 pg/L ili farnesola sa 205,2 + 5,1 pg/L pala ispod 100 pg/L (i jednog i drugog oko 97
ug/L). Na kraju fermentacije najvise je bilo nerolidola (146,1 + 1,7 pg/L), ¢ija se koncentracija
tijekom cijelog procesa odrZavala iznad 100 pg/L. Tijekom procesa fermentacije bez hladenja
uopée nije detektiran farnesen, dok se fenantren u potpunosti izgubio nakon povecanja

temperature procesa iznad 20°C.

Aldehidi i ketoni su posljednja skupina spojeva arome, Cija je koncentracija ujedno bila i
najmanja. Kao Sto prikazuje Slika 2, na pocetku fermentacije s hladenjem njihova je
koncentracija bila izrazito visoka, visa od koncentracije terpena, i to iznad 1000 pg/L uzorka.
Vec nakon 5. dana fermentacije koncentracija je pala ispod 500 pg/L te je na kraju procesa bila
399,3 + 21,5 pg/L. Tijekom fermentacije bez hladenja njihova je koncentracija takoder
drasti¢no pala, sa 228,9 + 6,5 pg/L na svega 99,5 + 4,8 ug/L. 1z Tablice 1 i Tablice 2 vidimo da
je ajzastupljeniji spoj iz ove skupine bio aldehid tetradekanal. Ostalih spojeva je na kraju
fermentacije bilo manje od 100 pg/L i koncentracija im se tijekom procesa smanjivala, jedino
se koncentracija geranil acetona povecala s 37 ug/L na 80,5 ug/L. Tijekom fermentacije bez
hladenja u uzorcima uopce nije detektiran dekanal, dok je koncentracija ostalih spojeva do

kraja procesa pala na oko 20 pg/L i manje, a najvise je bilo geranil acetona (26,4 + 1,1 pg/L).

5.2. UTJECAJ PROCESNIH PARAMETARA NA KONCENTRACHUU POLIFENOLA,
ANTOCIJANA | FLAVONOIDA

Rezultati analiza uzoraka crnog vina Cabernet Sauvignon iz konvencionalnog uzgoja grozda
pokazali su da se koncentracija polifenola, antocijana i flavonoida , kroz procese fermentacije
s hladenjem i bez hladenja, nije pretjerano mijenjala, odnosno ostala je poprilicno stabilna.
Kao sto je vidljivo u Tablici 3, polifenola je bilo najvise. Njihova je koncentracija, i u slucaju s
hladenjem i bez hladenja, uvijek bila izmedu 2500 i 2000 mg/L, te im u oba slucaja
koncentracija varira ovisno o vremenu fermentacije i temperaturi. Kod fermentacije bez

hladenja su veca ta odstupanja u rezultatima zbog poviSenja, pa opet sniZzenja temperature.
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No ipak, na kraju fermentacije s hladenjem je bila manja koncentracija polifenola (2297,28 +
15,28 mg/L) nego na kraju fermentacije bez hladenja (2460,36 + 37,76 mg/L). Koncentracija
flavonoida se i u sluc¢aju s hladenjem i u slu¢aju bez hladenja kretala oko 900 mg/Li 1000 mg/L.
Dakle bile su puno manje razlike u dobivenim rezultatima kako je prolazila fermentacija, jedino
Sto je opet poviSenje i snizenje temperature kod fermentacije bez hladenja utjecalo na veée
oscilacije u rezultatima. Pri tom je vidljivo u Tablici 3 da je poviSenje temperature s 15°C na
25°C za 10 dana fermentacije (bez hladenja) utjecalo na veci porast koncentracije flavonoida
(s 910 mg/L na 1111 mg/L), sto dovoljno govori o tome kako blago povisenje temperature
pozitivho utjeCe na njihovo stvaranje. Na zavrSetku procesa bez hladenja (temperatura je
ponovo pala na 15°C), se smanjila njihova koncentracija na 856,11 + 1,16 mg/L i manja je nego
koncentracija na kraju procesa s hladenjem (1011,60 + 4,49 mg/L). Antocijana je ipak najmanje
detektirano, koncentracija im nije prelazila 200 mg/L, kao 3$to je i prikazano u Tablici 3. U
slucaju bez hladenja je koncentracija antocijana bila manja nego u slucaju s hladenjem, a
vidljivo je da i u jednom i u drugom slucaju rezultati rastu i padaju, ovisno o vremenu i
temperaturi, Sto govori o njihovoj nestabilnosti. Nakon 5. dana fermentacije je u oba slucaja
zabiljezena najmanja koncentracija antocijana (133, 04 + 2,22 mg/L s hladenjem; 120,28 + 2,94
mg/L bez hladenja). Utjecaj temperature kod procesa bez hladenja je presudio da je opéenito
kroz cijeli proces, pa tako i na kraju procesa, koncentracija antocijana bila manja nego kod

procesa s hladenjem.

5.3. UTJECAJ PROCESNIH PARAMETARA NA POLIMERNU BOJU VINA |
ANTIOKSIDACISKU AKTIVNOST

Boja vina nije niSta drugo nego posljedica zajednickog djelovanja fenolnih spojeva, poput
antocijana ili terpena, koji su najvise prisutni u sjemenki grozda. Boja vina ovisi o uzgoju
grozda, vremenu prerade u vino, pogotovo maceracije kod crnih vina. Takoder ovisi o nacinu
skladistenja, starenju vina te o prisutnosti neki drugih organskih spojeva, kao Sto su kiseline.
Boja vina se izraZzava su postotcima. Iz Tablice 3 je vidljivo da je jaci intenzitet boje kod crnog
vina Cabernet Sauvignon dobivenog fermentacijom bez hladenja. Kod dobivanja vina
fermentacijom s hladenjem taj je intenzitet iznosio 45 — 50%, a kod procesa s hladenjem je na
kraju bio i 60%. To nam dovoljno govori kako blago povisenje, pa onda sniZzenje temperature

tijekom fermentacije povoljno utjece na intenzitet boje crnog vina Cabernet Sauvignon.
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Sto se ti¢e antioksidacijske aktivnosti, ona je mjerena DPPH metodom, a predstavlja zapravo
utjecaj antioksidanasa, ponajvise fenolnih spojeva, na odrzavanje niskog redoks potencijala
vina, $to je dakako pozitivno. Sto je antioksidacijska aktivnost bila veca, to znaci da je u vino
prisutno viSe antioksidanasa, odnosno da im je veca inhibitorna sposobnost uklanjanja DPPH
radikala. Opéenito je ta aktivnost bila veca kod vina dobivenog procesom fermentacije s
hladenjem. U Tablici 3 moZe se vidjeti kako kod fermentacije s hladenjem tokom vremena
opada antioksidacijska aktivnost, i to s pocetnih 126,82 + 2,25 mg/100 g na 113,19 + 1,05
mg/100 g. Tijekom procesa fermentacije bez hladenja je jasno vidljivo kako povisenjem
temperature tijekom vremena fermentacije raste antioksidacijska aktivnost, samim time bolje
je djelovanje fenolnih spojeva kao reducensa, no ipak na kraju fermentacije i snizenjem
temperature sa 25°C (nakon 10. dana) na 20°C taj iznos opada sa 124,05 + 2,21 mg/100 g na
101,39 + 1,88 mg/100 g.
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6. Zakljucci

Na osnovu dobivenih rezultata i rasprave provedenih u ovom diplomskom radu, mogu se
izvesti sljededi zakljucci:

e Tijekom procesa fermentacije sa hladenjem i bez hladenja, procesni parametri
(temperatura i vrijeme trajanja procesa) imali su znacajan utjecaj na rezultate
dobivene analizom uzoraka.

e Procesni parametri utjecali su i na koncentraciju pojedinih spojeva tijekom procesa
fermentacije sa hladenjem i bez hladenja u odredenim vremenima procesa.

e Qvisno o skupini spojeva koja se promatra, razli¢ito je zadrzavanje spojeva u uzorcima
tijekom fermentacije sa hladenjem i tijekom fermentacije bez hladenja

e PovisSenje temperature tijekom procesa fermentacije bez hladenja povoljno utjece na
povedéanje koncentracije polifenolnih spojeva i veéu antioksidacijsku aktivnost.

e Veda je koncentracija spojeva arome tijekom procesa fermentacije sa hladenjem, nego
kod procesa fermentacije bez hladenja.

e Tijekom fermentacije sa hladenjem, vrijeme odvijanja fermentacije znatno utjece na
promjenu koncentracije alkohola, kiselina i terpena u uzorcima.

e Udio polifenolnih spojeva u uzorcima se tijekom oba procesa fermentacije slabije
mijenja, Sto govori o njihovoj stabilnosti.

e Antioksidacijska aktivnost veca je u uzorcima dobivenih fermentacijom sa hladenjem,
zbog vece koncentracije flavonoida.

o Vedije intenzitet boje u uzorcima iz procesa fermentacije bez hladenja zbog utjecaja
viSih temperatura tijekom samog procesa.
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