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Popis oznaka, kratica i simbola

ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin sulfonska

kiselina) CUPRAC eng. cupric-reducing antioxidant

capacity

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

FRAP eng. ferric-reducing(antooxidant power assay

GC-MS plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (eng. gas
chromatography

— mass spectrometry)

HAT jako paljena bacva (eng. heavy toast)

IAASTD Medunarodna procjena poljoprivrednog znanja, nauke i tehnologije za
razvoj

(eng. International Assessment of Agricultural Scienc and Technology for
Development) LT lagano paljena bacva (eng. light toast)
MT srednje paljena bacva (eng. medium toast)

SPME mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid-phase microextraction)
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1.

Vino predstavlja alkoholno pi¢e duge i bogate povijesti, smatra se da je postojalo i prije
pisanih zapisa, no najstariji arheoloski dokazi vezani za proizvodnju vina pronadeni
su u Kini, prije otprilike 7000 godina prije Krista. Zakon o vinu (NN 32/19) definira
vino kao poljoprivredno prehrambeni proizvod, koji se dobiva potpunim ili djelomicnim
alkoholnim vrenjem masulja ili mosta, prilikom Cega se upotrebljava svjeze i za
preradu pogodno grozde. Kompleksnog je sastava, a kao glavni sastojci se istiCu:
voda, etanol, Seceri, kiseline, viSi alkoholi, hlapivi aromatski spojevi, bioaktivhe

komponente i mineralne tvari (lvi¢ i sur., 2021a).

Kvaliteta vina podrazumijeva niz faktora, odnosno elemenata, koji na odredene
nacine doprinose formiranju temeljca, a zbroj njih rezultira vrhunskom kvalitetom vina.
Cimbenici koji utjeéu na kvalitetu su prvenstveno prirodni faktori kao $to su tlo, klima,
reljef, nadmorska visina, geografska S$irina te blizina velikih vodenih povrSina, zatim
sorta grozda te na kraju ljudski faktor. Nutritivno siromasna i kamenita tla su pozeljna
u vinogradarstvu jer daju vinovu lozu bolje kakvoée u odnosu na plodna, duboka i
vlazna tla. Sorta grozda je kljucna pri odredivanju karaktera vina jer utjeCe na prinos
grozda, sadrZaj SecCera, sastav i sadrzaj kiselina, fizikalno-kemijska i senzorska
svojstva vina, aromu, sadrzaj polifenola, boju i okus. Znanje vinogradara i enologa od
velikog je znacaja u procesima fermentacije, filtriranja, bistrenja, mijeSanja sorti te
odabira vrste ba¢ve za odlezavanje. Odlezavanje vina u hrastovim ba¢vama rezultira
vinima sa taninima i aromom drveta, Sto doprinosi njihovoj kompleksnosti. Zrak ulazi
kroz pore drveta i omogucuje ubrzano sazrijevanje, no nisu sva vina pogodna za ovaj
nacin sazrijevanja. Primjerice, bijela vina ne posjeduju tanine, krhka su, te sazrijevaju

u Celicnim posudama (Pichler, 2018).

Medu najpoznatiju vinsku sortu crnog grozda u svijetu ubraja se Cabernet sauvignon,
nastala je krizanjem grozda sorti cabernet franca i sauvignona bijeloga. Spomenuta
sorta uspijeva u cijelom svijetu zbog prilagodljivosti razli€itim tlima, te otpornosti na
razliCite StetoCine i bolesti. Karakteristike vina su crvena boja, bogatstvo taninima i
sortnim aromama, a ovisno o berbi, arome mogu varirati od biljnih do aroma
bobiCastog vocéa, udio Secera se krec¢e od 20 - 24%, a ukupnih kiselina od 5 — 8 g/L
(Stein i sur., 2018; Tao i sur., 2009).



Cilj rada je bio ispitati utjecaj razli¢itih vinskih posuda na polifenolni sastav i aromu
vina Cabernet sauvignon. U tu svrhu, nakon provedene alkoholne fermentacije vino
Cabernet sauvignon je odlezavalo u posudi od nehrdajuceg Celika, te u hrastovim
barrique bacvama slabog (LT), srednjeg (MT) i jakog paljenja (HT) kroz dvanaest
mjeseci. Po zavrSetku jednogodiSnjeg odleZavanja, uzeti su uzorci vina u kojima je
odredivan polifenolni sastav i aroma te je izvrSeno medusobno usporedivanje.
Polifenoli, antocijani i antioksidacijska aktivhost odredeni su primjenom
spektrofotometrije, a aromatski profil primjenom instrumentalne plinske
kromatografije i mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME). U radu je koristen plinski

kromatograf tvrtke Agilent 7890 B s maseno-selektivnim detektorom Agilent 5977.
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2.1. VINOVA LOZA

Vinova loza (Vitis vinifera) pripada porodici Vitaceae ili Ampelideae, rodu Vitis-u, koji
se dijeli na dva podroda, Muscadinia i Euvitis. U podrod Euvitis se ubrajaju:
sjevernoameriCke (30 vrsta), istoCnoazijske (40 wvrsta) i euroazijske vrste.
SjevernoameriCke se uglavnom Kkoriste kao podloge, buduéi da su otporne na
filkoseru i niske temperature, dok se isto¢noazijske najCeSce upotrebljavaju za
ukrasne svrhe. Euroazijsku vrstu €ini samo Vitis vinifera, a dijeli se na dvije podvrste:

Vitis vinifera L. subsp. Sylvestris i Vitis vinifera L. subsp. Vinifera (Maletic¢ i sur., 2008).

Smatra se jednom od najstarijih uzgajanih biljaka. Prvotna stanita ove biljke
zauzimaju podrucja oko Kaspijskog mora i Mezopotamije, otkud se uzgoj Siri u tri
pravca, isto¢no prema Indiji, juzno prema Palestini i Egiptu, te zapadno prema
Balkanskom poluotoku i Zapadnoj Europi. Zbog svoje prilagodljivosti, danas je

prisutna na svim kontinentima osima na Antartici (Keser, 2019).

2.1.1.Morfologija vinove loze

Cokot ili trs je naziv za svaku pojedinu biliku vinove loze, a dijeli se na podzemni i
nadzemni dio. U podzemni spada korijen, dok se u nadzemni ubrajaju: stablo s
krakovima i ograncima, zapreci, rozgva, pupovi, cvjetovi, cvatovi, listovi, grozdovi i
bobice. Svi navedeni organi imaju odredene funkcije, uloga vegetativnih organa je
opskrba vodom, hranjivima, takoder i njihovo skladiStenje, te sinteza asimilata, dok su
generativni organi zaduzeni za razmnozavanje (Blesi¢ i sur., 2013; Maleti¢ i sur.,
2008).

Uloga korijena je viSestruka, osim Sto pruza CvrstoCu i stabilnost stablu, takoder
omogucuje prijenos vode i hranjivih tvari iz tla, te omogucuje njihovo skladiStenje.
Korijen razvijen iz sjemenke naziva se pravi, odnosno generativni korijen, te se ovaj
nacin razmnozavanja koristi prilikom proizvodnje novih kultivara, ali takoder se moze
razviti i iz vegetativnih organa. Prolje¢e i jesen su doba kada korijen postiZze svoj
intenzivan rast, te mu je u navedenom razdoblju potrebno opskrbiti dovoljno hranjivih
tvari i vode. Takoder, u ovom periodu srednja dnevna temperatura zraka ima bitnu
ulogu (Keller, 2015; Maleti¢ i suradnici., 2008; Keser, 2019).

Stablo se razvija iz zimskih pupova, vegetativnim putem, a uklju€uje dio od razine tla, pa
sve

do mjesta grananja. Sadrzi krakove i ogranke, a u periodu vegetacije, mladice i liSce. U
stablu
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se sadrzani snopovi koji omogucuju transport hranjivih tvari i vode. Visina i debljina

ovise o razli€itim ¢imbenicima (podlozi, na€inu uzgoja i sl.) (MiroSevi¢, 1996).

Iz pupova smjestenih na trsu razvijaju se mladice. Mogu biti rodne ili nerodne. Rodne
mladice sadrZze cvatove koji se razvijaju u grozdove. Mladice se dijele na Cvorove i
internodije, a ¢vorovi sadrze vazne organe poput lista, zimskih pupova, ljetnih pupova
i grozda. Na pocetku vegetacije su zelene boje, a smeda, naranCasta i zuta boja
oznaCavaju kraj vegetacije. U periodu jeseni liS¢e opada s njih, te one postaju

jednogodisnje drvo (Licul i Premuzi¢, 1993).

Pupovi vinove loze dijele se na zimske, ljetne i spavajuce. U istoj godini se razviju i
ljietni i zimski pupovi, ali s obzirom na to da ljetni nisu rodni, najceS¢e se odstranjuju.
Zimski se formiraju u pazuscu lista prilikom vegetacije, pokriveni su sa dva lista, koja
sadrze smolastu tvar te imaju ulogu zastite od mogucih ostecenja i viage. Spavajuci
pupovi su uklopljeni u drvo i u inaktivnom su obliku dok se ne stvore povoljni uvjeti za

pupanje (MiroSevic i Karoglan Kontic, 2008).

Listovi po veli€ini mogu biti: mali (10-12 cm), srednji (17-20 cm) i veliki (> 20cm).
Smijesteni su na koljencu mladice, a sadrze peteljku i plojku, nali¢je im je zelene boje
i prekrivno je dlaCicama. Njihova uloga je od velikog znacaja jer se u kloroplastima
lista obavlja proces fotosinteze, odnosno proizvodnja ugljikohidrata iz vode, COz i
sunceve energije, a takoder omogucuju procese disanja i transpiracije. Osim toga,
pore preko koji se obavljaju navedene funkcije predstavljaju slabu tocku jer je preko
njin bilikka izlozena dgljivicnim parazitima. Pomocu oblika lista loze vrSi se
sistematizacija na skupine i podskupine, svaka pojedinacna sorta ima specifi¢an oblik
(Maleti¢ i sur., 2008).

Cvat oznaCava skup svjetova koji imaju oblik grozda, a formiraju se u zimskim ili
lietnim pupovima. Na jednom cvatu moZe se nalaziti od 100 do 1500 cvjetova u
ovisnosti o kultivaru. Cvjetovi su sitni, pravilnog oblika i u vecini sluajeva hermafroditi,
sastoje se od €aska, vjencica, pradnika, Zlijezde nektarije i tuCka (MiroSevic¢ i Karoglan
Konti¢, 2008).

Buduéi da je vinova loza bilka penjaCica, sadrzi vitice koje omogucavaju
pricvr§¢ivanje uz Zicu. Vitice se smatraju zakrZljalim grozdovima, jer se kod nekih na
vrhovima mogu pojaviti cvjetovi. Prilikom vegetacije dolazi do njihova odrvenjivanja i
posmedivanja (MiroSevic i Karoglan Konti¢, 2008).

Nakon oplodnje iz cvata nastaje grozd koji je graden od bobica i peteljki. Prema
5
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obliku ga

dijelimo na valjkasti, stozasti, valjkasto-stozasti, krilati i nepravilni, prema veliCini na
mali,
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srednje velik, velik i vrlo veliki, te prema zbijenosti na vrlo zbijen, zbijen, rastresit i vrlo
rastresit

(Mirogevié, 1996).

Bobica je gradena od koZice, mesa i sjemenki. Oblik bobice moze biti okrugao,
plosnat, jajolik, ovalan, elipsoidan i sl., dok se po veli€ini dijeli na vrlo velike (> 24
mm), velike (18-24 mm), srednje (12-18 mm), male (6-12 mm) i vrlo male (<6 mm).
Bobice mogu biti razliCite boje, a najceS¢e zastupliene boje su: tamnoplava,
ljubiCasta, zelena i zuta. Udio pojedinih dijelova bobice ovisi o sorti, a u principu
najveci udio zauzima meso (75 - 85%). Rast zapocinje zavrSetkom oplodnje, a traje
do fizioloSke zrelosti. Svaka bobica sadrzi Cetiri sjemenke, medutim, ukoliko je
oplodnja nepotpuna navedeni broj mozZe varirati. Takoder, postoje i besjemene
bobice i pretezno se koriste pri proizvodnji grozdica (MiroSevi¢ i Karoglan Kontic,
2008; Maleti¢ i sur., 2008).

2.2. CABERNET SAUVIGNON

Cabernet sauvignon (Slika 2) istiCe se kao jedna od najpoznatijih svjetskih sorti
grozda za proizvodnju crnog vina. Njezini korijeni potjeCu iz Francuske, toCnije regije
Bordeaux, gdje se uzgaja jos od 17. stolje¢a. Nastala je krizanjem dvije bordoske
sorte, cabernet franc i sauvignon blanc (Bowers i Meredith, 1997). U Republici
Hrvatskoj se uzgaja u mnogobrojnim podregijama: Moslavini, Podunavlju, Slavoniji,

Plesivici, Prigorju i Primorskoj Hrvatskoj. Neke od karakteristika sorte su:

e SnaZan rast;

e Zaobljeni listovi (rubovi listova karakteristiCne crvene boje);

e Dvospolni cvjetovi;

e Grozd je cilindri€no-koni¢nog oblika, duzine 15 cm i Sirine 8 cm;

o Tamnoplava boja bobica, okrugao oblik, promjer 12 -15 mm, socCnost i slatki okus,
miris
ribizle;

e Otpornost na bolesti;

e Dobar urod.
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Vino dobiveno preradom ove sorte obiluje aromama, kiselinama, alkoholima i
bioaktivnim spojevima. Note koje karakteriziraju ovo vino su: crni ribiz, borovnica,

viSnja, tamna ¢okolada i dzem od Sljiva (MiroSevic i Turkovi¢, 2003).

Slika 1 Grozd sorte cabernet sauvignon (Web 1)

2.3. PROIZVODNJA CRNIH VINA

Tehnoloski proces proizvodnje crnih vina prikazan je Slikom 2, a sastoji se od sljedecih
procesa:

e Muljanje- runjenje grozda;

e Maceracija masulja;

e Sumporenje;

e Dodavanje selekcioniranih kvasaca;

¢ Alkoholne fermentacije masulja;

e PreSanja masulja i otakanja mosta;

e Zavrdne alkoholne fermentacije i eventualno malolakti¢na;
e Otakanja mladog vina s taloga;

e Bistrenja;

e Odlezavanja (lvi¢, 2022).
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Slika 2 Shematski prikaz procesa proizvodnje vina (Ivi¢, 2022)

Peteljke obiluju taninima i svojom prisutnoS¢u pridonose gorcini mosta, stoga se
provodi runjenje, odnosno proces odvajanja peteljki od bobica. Prilikom ovog procesa
bitno je da se sjemenke, peteljke i pokoZica ne zdrobe, jer oni predstavljaju nosioce
tanina (Miri¢, 2015).

Muljanjem se provodi gnjeenje grozda, a cilj je razdvajanje Cvrste i tekuce faze. Po
zavrSetku se dobiva grozdani sok (masulj) koji u svom sastavu sadrzi i ¢vrste dijelove
bobica, nakon muljanja bitno je provesti sumporenje. Zadada sumporenja je
spreCavanje kvarenja, oksidacijskih reakcija, nekontroliranog vrenja, ali i ubrzavanje
procesa taloZenja. Koli€ina sumpora koji se dodaje prvenstveno ovisi o zdravstvenom
stanju grozda, zatim o zrelosti, sastavu i temperaturi mosta (Tomas i Kolovrat, 2011;
Grainger i Tattersall, 2005).

Maceracija se provodi u svrhu ekstrakcije tanina, aromatskih i fenolnih spojeva, te
mineralnih tvari koje se nalaze u Cvrstim dijelovima bobica, osim toga ovim
postupkom se dobiva Zeljena boja vina. Temperatura predstavlja vrlo vazan faktor u
ovom procesu, visa temperatura pospjeSuje ekstrakciju, a u praksi se najceSce
upotrebljavaju temperature od 20 — 25 °C (Claus, 2019; Romero-Cascales i sur.,
2005; Tomas i Kolovrat, 2011).
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Prvobitna uloga selekcioniranih kvasaca je fermentiranje glukoze, odnosno
pospjeSivanje alkoholne fermentacije. Takoder, pojedini sojevi mogu izluCivati
hidroliticke i pektoliticke enzime koji u konacnici utjeCu na aromu vina. Uglavhom se
koriste kvasci iz roda Saccharomyces cerevisieae, a neke od prednosti spomenutog
kvasca su podnosenje visokih koncentracija alkohola (do 18 vol%) i brzo taloZenje
(Banovic, 2020; Divol i Bauer, 2010).

Alkoholna fermentacija oznaCava krucijalni proces u proizvodnji vina, odvija se bez
prisustva Kisika, a cilj je pretvorba Secera u etanol i ugljikov dioksid uz pomoc¢ kvasca.
Osim glavnih produkata, etanola i CO2, takoder nastaju i sporedni produkti poput
glicerola, visih alkohola, acetaldehidi, esteri, organske kiseline i dr. Kljuénu ulogu ima
temperatura jer upravo o njoj ovisi tijek fermentacije. Idealna temperatura kreée se od
18 — 25 °C, kod nizih temperatura (< 12 °C) neée doc¢i do degradacije, dok pri viSim
temperaturama (> 30 °C) dolazi do naglog stvaranja CO2, $to dovodi do gubitka

aromati¢nih tvari i alkohola (Kruselj, 2014).

Po zavrSetku alkoholne fermentacije, nuzno je obaviti pretakanje mosta kako bi vino
zadrzalo svjezinu, boju, okus i zadovoljavajucu kiselost. Prilikom pretoka koriste se
isklju€ivo Ciste bacve, te se pretok obavlja u dezinficiranim podrumskim prostorijama.
Dezinfekcija se provodi paljenjem sumpornih traka ili praSkastog sumpora. Ovisno o
stanju vina, pretok se mozZe obaviti bez prisustva zraka ili uz lagano, srednje i jace
zraCenje. Vina sklona posmedivaniju prije pretakanja se podvrgavaju sumporenju (10 -
15 g kalijeva metabisulfita na 100 L vina), osim toga preporuka je dodavanje 2 — 5 g

askorbinske kiseline koja ima ulogu antioksidansa.

Nakon pretakanja slijedi tiho vrenje i, ukoliko je potrebna, malolakti¢na fermentacija.
Tihim vrenjem preostala koliCina neprevrelog Secera se prevodi u etanol i uslijed
smanjene aktivnosti kvasCevih stanica, koja dovodi do autolize, duSiCni spojevi
prelaze u vino. Malolakti¢na fermentacija je neophodna u godinama kad mlado vino
sadrzi veliku koli¢inu ukupnih kiselina, zbog ¢ega vino ima grub i neharmoni¢an okus.
Malolakticnom fermentacijom jabuéna kiselina prelazi u mlijeénu, vina postaju pitkija,
a aroma slozenija. Provode ju bakterije iz rodova Lactobacillus i Leuconostroc,

proces se provodi pod nadzorom (Jakobi, 2015; Grainger i Tattersall, 2005).

Mlado vino nakon prvog pretoka se podvrgava bistrenju, jer je uglavhom mutno zbog
koloidnih &estica. Obzirom na vrstu mutnoce vrSi se odabir sredstava za bistrenje, a

naj¢esce se upotrebljavaju: bentonit, Zelatina i tanin. Moguce je provesti i filtriranje u
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svrhu bistrenja (Jakobi, 2015).
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Za kraj vino se puni u bacve od drveta (barrique bacve) ili inox posude, gdje slijedi
faza odlezavanja kako bi vino razvilo odredene arome i ostvarilo svoj puni potencijal.
Zadnji korak je punjenje u odredeni ambalazni materijal (stakle, plasti¢ne boce,
tetrapake i sl.)(Tao i sur., 2014).

2.4. KEMIJSKI SASTAV VINA

2.4.1. Alkoholi

Sukladno Pravilniku o proizvodnji vina (NN 2/05), alkoholna jakost vina krece se u
rasponu od 8,5 - 14 vol. %. Najzastupljeniji alkohol u vinu je etanol, slijede ga
metanol i glicerol te viSi alkoholi. Etanol je produkt alkoholne fermentacije, ima
organoleptiCku ulogu, a zahvaljujuéi njemu vina su trpka, viskozna, punog okusa,
vo¢ne arome i slatkasta. Metanol nastaje iz pektinskih spojeva, koji se nalaze u
bobicama, a najviSe su zastupljeni u kozici. Buduci da je otrovan i moze dovesti do
smrtnog ishoda, koncentracija ovog alkohola je pod pojaCanim nadzorom. Uloga
glicerola je povecanje viskoznosti, kvalitete, punoce i slatkoCe okusa. Koncentracija
ovisi o upotrijebljenom soju vinskog kvasca i koli€ini SeCera u mostu, a smanjuje se
odlezavanjem vina. Visi alkoholi su zastupljeni u jako malim koli¢inama (do 400
mg/L), poboljSavaju aromu vina, a neki od njih su: izoamil, izobutil, heksan-1-ol,
propan-1-ol i dr. (Hodson i sur., 2017; Moreno i Peinado, 2012; Yue i sur., 2014;
Jackson, 2008).

2.4.2 Kiseline

Koli¢ina kiselina prema Pravilniku o proizvodnji vina (NN 2/05) iznosi od 4-14 g/L.
Kiseline zastupljene u vinu se dijele na hlapljive i nehlapljive, te se njihova
koncentracija mijenja kroz proces proizvodnje. Predstavnici hlapljivih kiselina u mostu
su: vinska, jabucna, limunska i jantarna. Vinska kiselina se izdvaja kao najznacajnija
kiselina, udio iznosi od 0,5 - 2 g/L. U hlapljive kiseline ubrajamo: octenu, propionsku,
maslacnu i karboksilne kiseline. Doprinose razvoju mirisa vina prilikom hlapljenja na
sobnoj temperaturi. Prisutnost odredenih kiselina mozZe ukazivati na kvarenje vina,
primjerice octena kiselina u veéim koncentracijama (> 0,9 g/L) dovodi do octikavosti
(Alpeza, 2008; Francesco, 2017; Lin i sur., 2019).

12
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2.4.3.Ugljikohidrati

U ugljikohidrate koje pronalazimo u vinu i mostu ubrajamo Secere, pektine i
polisaharide. Seéeri nastaju fotosintezom, a njihov udio ovisi o sorti i zrelosti grozda,
klimi, temperaturi i sl. Najzna&ajniji su glukoza i fruktoza, predstavljaju fermentirajuce
Secéere, alkoholnom fermentacijom se prevode u etanol i CO2, medutim nekad se ne
prevede sva koliCina, Sto doprinosi slatkastom okusu vina. Strogo je zabranjeno
naknadno dodavanje Secera, dok su izuzetak neka specijalna vina. Pektine najviSe
pronalazimo u koZici, oni tijekom procesa maceracije prelaze u most, a zatim u vino.
Udio Secera kod kvalitetnih sorti iznosi od 18 — 22%, a kod visokokvalitetnih od 22 -
28 % (MiroSevi¢ i Karoglan Konti¢, 2008; Alpeza, 2008; Prce, 2014).

2.4.4 Esteri

Esteri koje pronalazimo u vinu dijelimo na dvije skupine, na one koji nastaju tijekom
fermentacije i one koji nastaju u procesima dozrijevanja. Prilikom fermentacije
nastaju kao produkti metabolizma kvasca, a u njih ubrajamo estere visih alkohola i
etil estere masnih kiselina. Odgovorni su za vo¢nu aromu i svjezinu vina. Tijekom
odlezavanja njihova se koncentracija smanjuje zbog svojstva hlapljenja.

Najzastupljeniji su: etil-acetat, etil oktanoat, dietil-sukcinati dr.( Alpeza, 2008).

2.4.5.Aldehidi i ketoni

Aldehide i ketone ubrajamo u karbonilne spojeve, a u vinu su znacajni zbog utjecaja
na aromu. Metional je aldehid koji svojom aromom podsje¢a na kuhani krumpir,
heksan daje aromu citrusne jabuke, dok fenilacetaldehid i heksicinamaldehid
doprinose sa cvjetnim aromama. Kao najzastupljeniji se izdvaja acetaldehid. Sto se
tice ketona, u vinu su zastupljeni u znatno manjim koncentracijama, a najprisutniji su:
diacetil, aceton i acetoin. Njihova prisutnost u vinu u nizim koncentracijama daje
aromu svjezeg maslaca, dok prisutnost u vec¢im koli¢inama stvara aromu uzeglosti
(Jackson, 2008; Moreno i Peinado, 2012).

2.4.6.Terpeni

Terpene u vinu pronalazimo u dva oblika, kao slobodne (hlapljive) i vezane (bez
mirisa). U vinu su prisutni u relativno malim koncentracijama, a predstavljaju nositelje

primarne arome.

13
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Uglavnom ih pronalazimo u vezanom obliku, koji prvobitno ne utjeCe na miris vina.
Medutim, starenjem vina dolazi do kidanja veza i oslobadanja terpena, Sto rezultira
stvaranjem arome. Takoder, nevezani terpeni mogu stupiti u reakcije, sto dovodi do

gubitka specificne arome koja podsjeca na cvijece i voce (Alpeza, 2008).

2.4.7.Elementi u tragovima

Dva su moguca nacina dospijevanja elemenata u tragovima u grozde, odnosno vino,
a to su, putem tla, te kontaktom proizvoda s metalnim predmetima. KoliCina koja
dospijeva putem tla ponajprije ovisi o vrsti tla, koli€ini kemikalija koja je dodavana u
svrhu zastite od razli€itih bolesti, sorti i slicnim ¢imbenicima. Neki od elemenata su:
aluminij, elementarni sumpor, olovo, Zeljezo, Ziva, kadmij, bakar, kalij, natrij i dr. NeKi
od navedenih su pozeljni, dok vecina predstavlja opasnost (Jackson, 2008; Tariba,
2011).

2.4.8.Polifenolni spojevi

Polifenoli su spojevi koji nastaju metabolizmom biljaka, utje€u na okus i boju
prehrambenih proizvoda, a najceS¢e se spominju zbog svoje antioksidacijske
aktivnosti. Glavne karakteristike ovih spojeva su hidroksilne skupine vezane na
ciklicke aromatske prstenove. Dijelimo ih na flavonoide i neflavonoide. U vinu su
prisutniju kod crnih sorti, nego kod bijelih. U flavonoide ubrajamo flavanole, katehine i
antocijane. Flavanoli su zasluzni za Zute pigmente, dok antocijani pridonose crvenim,
plavim i ljubiastim obojenjima. Kod neflavonoida se istiu stilbeni, antocijanidini,
proantocijanidini, hidroksibenzojeva kiselina i hidroksicimetne kiseline. Njihova uloga u
vinu je vezanje za obojene flavonoide, odnosno povecéanje njihove stabilnosti te

antioksidacijski utjecaj (lvi¢, 2022).

2.4.9. Antioksidacijska aktivhost

Poznato je da antioksidansi veZu slobodne radikale, ¢ime spreCavaju oksidacijske
procese u organizmu i onemogucavaju razvoj razliCitih bolesti. Slobodni radikali
predstavljaju molekule sa nesparenim elektronima zbog Cega su jako reaktivni.
Zahvaljuju¢i redukcijskoj modéi antioksidansa, odnosno sposobnosti darivanja
elektrona dolazi do neutralizacije slobodnih radikala i inhibiranja njihove aktivnosti.
Antioksidacijska aktivnost u vinu proporcionalna je udjelu polifenola, fenolnih spojeva,
takoder ovisi o njihovim interakcijama. (Cedilak, 2016).
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Kod crnih i bijelih vina koncentracija i sastav polifenola se drasti¢no razlikuje,

Tablicom 1 su prikazane razlike.

Tablica 1 Razlike u koncentracijama fenolnih spojeva kod crnih i bijelih vina (De
Beer i sur., 2002)

Fenolni spojevi Koncentracija ( mg/L)

Vina Crvena vina Bijela vina
Neflavonoidi 240 - 500 160 - 260
Hidroksibenzojeva 0 - 260 0-100
kiselina
Hidroksicinamatna 143,1 (74,1 - 226) 130 - 154
kiselina
Reseveratrol 1,2 (0,09 - 3,2) 0,04 (0-0,1)
Flavonoidi 750 — 1060 25-30
Flavanoli 127,8 (65,3 - U tragovima
238,3)
Katehini 208,8 (27,3 - 557) 11,5 (2 - 29)
Antocijani 270,9 (39,4 - 469) 0
Ukupno 1686.4 (700 - 177,6 (96 -
4059) 331)

2.4.10.Aroma vina

Arome u vinu se dijele na primarne, sekundarne i tercijarne, a nastaju kombinacijom
razliCitih kemijskih spojeva (aldehida, ketona, estera, terpena i dr.). U pocetnoj
sirovini, grozdu, su sadrzane jedne arome, a tehnoloSkim postupkom prerade se
razviju sasvim druge arome, koje pronalazimo u kona¢nom produktu, vinu. U
primarne arome grozda ubrajamo aromatske spojeve zastupljene u grozdu pomocu
kojinh razlikujemo sorte. Nastaju u procesima zrenja, a najviSe su zastupljeni u
pokoZici, te procesom maceracije zavrSavaju u mostu. Sekundarne arome se
formiraju u procesima fermentacije, radom kvasaca i bakterija mlije¢no kiselog
vrenja. Njihovim metabolizmom se stvaraju mnogobrojni sekundarni produkti koji

utjeCu na aromu vina (visi alkoholi, etil esteri, aldehidi, monoterpenski alkoholi i dr.)
15
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Odlezavanjem vina
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u drvenim baCvama dolazi do razvoja tercijarne arome. ViSebrojnim kemijskim

mehanizmima se razvijaju novi spojevi koji pridonose aromi vina (lvi¢, 2022).

2.5. VINSKE POSUDE

2.5.1.Barrique bacve

Jedan od najstarijih nacina dozrijevanja vina je u drvenim bacdvama (Slika 3). Bacve
se proizvode od hrastovog drveta, pri ¢emu znacajnu ulogu igraju vrsta i podrijetlo
hrasta. Uglavhom se koristi bijeli hrast (Quercus alba), podrijetlom iz Sjeverne
Amerike, te hrast luznjak (Quercus robur) i hrast kitnjak (Quercus petraea) iz
Francuske. Karakteristike hrasta iz Amerike je povecana koncentracija cis-laktona,
odgovornog za kokosovu i drvnu aromu, dok su bacve izradene od francuskog hrasta
dosta poroznije Sto rezultira vecom propusnosti kisika (Tao i sur., 2014; Crump,
2015). Nedostatak svojstva poroznosti je sposobnost drveta da upija vino i hlapljenja
vina kroz pore. Stoga se mora provoditi proces nadopunjavanje bacvi. Gubitak vina
ovisi 0 uvjetima u podrumu, a smatra se da su gubitci otprilike 2 — 6 % tijekom godine
(Margalit, 2012). Takoder procesi zrenja i tostiranja, odnosno paljenja bacvi od
velikog su znac€aja. Dolazi do smanjenja vlaznosti drveta, uklanja se gorcina i trpkost,
te razvija aroma drveta. Paljenje baCvi se moze provesti na 3 nacCina, a to su: lagano
paljenje (LT), srednje paljenje (MT) i jako paljenje (HAT). O nacinu paljena ovise
karakteristike vina, pa tako vino koje dozrijeva u lagano paljenim ba¢vama siromasno
je aromama, a bogato taninima. Kod srednje paljenih bacvi u vinima se razvija aroma
vanilije, a kod jako paljenih aroma dima i pikantnost (Tao i sur., 2014). Za nastanak
arome vanilije odgovoran je proces karamelizacije celuloze i furana koji se odvija pri
to€no odredenoj temperaturi i u kratkom vremenu (Clark i sur., 2004). Reakcijama
kondenzacije i polimerizacije izmedu tanina i antocijanina povecava se stabilnost,
poboljSava okus i struktura vina, vino poprima stabilniju boju i manje je trpko. Znacajni
hlapljivi spojevi koji u procesima dozrijevanja prelaze iz bacve na vino i pridonose
aromi vina su: furfurali (aroma na badem), gvajakol (aroma na dim/zapaljeno),
eugenol (aroma na zacine) i ve¢ spomenuta aroma na vaniliju proizlazi iz vanilina
(Gambutii sur., 2012; Crump, 2015). lako se ovim na¢inom dozrijevanja dobiva visoko
kvalitetan i specifi€an proizvod, postoje i odredeni nedostaci. Dugotrajnost procesa je
jedan od vecih nedostataka, neka vina dozrijevaju od 3-5 mjeseci, dok neka
zahtijevaju dozrijevanje od 3-5 godina, a nekad i duze. Osim toga bacve zauzimaju
velik prostor, prili€no su skupe, zahtijevaju odredenu njegu i imaju rok trajanja.
17
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Preporuka je da se bacve koriste do 3 godine, a nikako duZe od 5 godina. Sa starosti
baCve raste rizik od kontaminacije s nepozeljnim mikroorganizama, primjerice
mikroorganizam Brettanomyces proizvodi velike koli€ine etilfenola koji daje miris po
konjskom znoju. Takoder, starenjem se smanjuju pore odgovorne za difuziju kisika

(Gomez-Plaza i Cano-Lopez, 2011; Tao i sur., 2014).

Utor
Kosina
Oznake
proizvodada
Glava batve
Ceonl obrud
Quarter
obrué
Zakovica
Francuski
obrué
Obrué
Duzica trbuha
Spojno mjesto
duZica
Rupa za éep
Trbuh baéve
Cep - {najgiri dio baéve)
(bijeli silikan)

Slika 3 Barrique bacva za dozrijevanje vina (Kalogjera, 2020)

2.5.2.Posude od nehrdajuéeg celika (inox)

Danasnja proizvodnja vina bila bi gotovo nezamisliva bez inox posuda. Naj¢eSce se
izraduju od nehrdajuceg ili obicnog CcCelika, te aluminija. Unutrasnja strana
nehrdajuceg Celika se posebno obraduje kako ne bi doslo do interakcija sa vinom.
Kako bi se izbjeglo nakupljanje vinskog kamena provodi se poliranje i zavrSna obrada
limova, Sto ujedno olaksava i Cis¢enje. Neke od prednosti u odnosu na drvene bacve
su: ekonomicnost, jednostavno odrzavanje, neograni¢en rok trajanja, prilagodljivost
oblika te otpornost na kiseline iz vina. Spremnici mogu biti razli€itih oblika, a po
konstrukcijskoj izvedbi otvorenog i zatvorenog tipa. Cis¢enje je vrlo jednostavno,
vecina vinarija vrsi ispiranje spremnika sa vrelom vodom, no takoder se mogu koristiti
blaga neutralna kemijska sredstva, ukoliko je to potrebno. Nakon CiS¢enja obavlja

se sterilizacija
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vodenom parom. Neki od najcedcCe koriStenih spremnika su: zatvoreni (Slika 4),
izolirano zatvoreni, tlacni i otvoreni spremnik. Prilikom procesa fermentacije i Cuvanja
vina koristi se zatvoreni spremnik, za fermentaciju mosta i Cuvanje vina izolirani
spremnik, a ukoliko se Zeli provesti hladna stabilizacija vina u izolirani spremnik se
ugraduje duplikator za hladenje. Otvoreni spremnici mogu imati zracni ili plivajuci
poklopac, a uglavhom se upotrebljavaju za Cuvanje vina za prodaju, kako se vino
istace, tako se poklopac spusta na dno spremnika. Tlaéni spremnici su svoju primjenu
nasli u proizvodnji pjenusavih vina, no mogu se koristiti i u drugim operacijama

proizvodnje vina (Jakobovi¢, 2013; Safranjevié, 2018).

Slika 4 Zatvoreni spremnik (Jakobovic, 2013)

2.6. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografske metode ubrajamo u analiticke metode pomocu kojih utvrdujemo
sastav smjese. Princip rada se temelji na razdvajanju smjese na komponente, nakon
Cega slijedi kvantitativno odredivanje Zeljenih analita. Do razdvajanja dolazi zbog
interakcije analita sa razli€itim kemijskim i fiziCkim svojstvima izmedu stacionarne
faze (kolone) i mobilne faze (eluenta). Stacionarna faza moze biti u tekuéem ili

¢vrstom stanju, a mobilna tekucina ili plin.
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U prehrambenoj industriji najviSe se upotrebljavaju tekucinska kromatografija visoke

djelotvornosti, te plinska kromatografija (Rouessac i Rouessac, 2013).

2.6.1.Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografia (eng. Gas Chromatography) je analiticka tehnika koja
omogucéuje separaciju hlapljivih tvari u plinovitoj fazi. Prvi korak je otapanje
komponenti uzorka u otapalu, slijedi njihovo isparavanje i odvajanje analita
raspodjelom izmedu stacionarne i mobilne faze. Mobilna faza je kemijski inertan plin
koji ima funkciji prijenosa molekula analita kroz zagrijanu kolonu, a naj¢esée se
upotrebljavaju vodik, helij, dusik i argon. Stacionarna faza nalazi se u koloni, moze
biti tekuca ili ¢vrsta, a sastavljena je od silikonskih ugljika, ugljikovodika i estera.
Mehanizam uredaja je prikazan Slikom 5, uzorak ulazi u kolonu, razdvaja se izmedu
faza, adsorpcijom i desorpcijom, plin nositelj odvodi lakSe hlapljive komponente kroz
kolonu nakon Cega detektor odreduje njihovu koli€inu. Detektor odreduje analite na

temelju toplinske vodljivosti, ionizacije, spektrometrije mase itd. (Skroog i sur., 1999).

izlaz

1ina
uzorak piina
injektiran
Kroz gumenu detektor
pregradu
pokretna grijani ’,,L\T"H
faza dio za //
razdjelnik injektiranje [
toka
—
plin
Inosilac

termostatirani dio

Slika 5 Princip rada plinskog kromatografa (Radi¢ i Kuko€¢ Modun, 2013)
Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (eng. Mass Spectrometry) je analitiCcka tehnika koja se koristi u
kemiji, biokemiji, farmaciji i medicini za pronalazenje struktura nepoznatih spojeva,

kontrole kvalitete
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hrane, lijekova i slicno. Temelji se na analiziranju molekula prema omjeru mase i
naboja (m/z), a instrument koji se koristi je maseni spektrometar. Prvenstveno dolazi
do pretvorbe molekula u ione koji se zatim fragmentiraju na druge ionske fragmente.
Uredaj se sastoji od 4 dijela: ionskog izvora gdje nastaju ioni, analizatora mase koji
prethodno spomenute ione razdvaja prema omjeru m/z, detektora i sustava za
obradu podataka. Rezultati se prikazani grafickim spektrom masa, koji prikazuje

ovisnost relativnog intenziteta iona o njihovom m/z omjeru (Budimir, 2016).
Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME)

Mikroekstrakcija na Ccvrstoj fazi (eng. Solid-phase microextraction, SPME) je
ekstrakcija metoda koja je karakteristicna za pripremu uzoraka za analizu plinskom
kromatografijom u tandemu sa masenom spektrometrijom. Prednosti su
jednostavnost, brzina, minimalna upotreba kemikalija, a ekstrakcija je mogu¢a samo
na hlapljivim komponentama prisutnim u uzorku. U SPME ekstrakciji prvi korak je
zagrijavanje i mijeSanje uzorka u svrhu oslobadanja hlapljivin spojeva, nakon toga
igla s vlaknom se stavlja iznad uzorka, hlapljivi spojevi se adsorbiraju na vlakno.
Zatim se vlakno unosi u injektor plinskog kromatografa, visoka temperatura i vakuum
pogoduju desorpciji sastojaka iz vlakna koji se uvode u kolonu (Mottaleb i sur., 2014;
Pichler, 2011).
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3. Eksperimentalni

3.1. ZADATAK

Cilj rada bio je ispitati utjecaj razliCite vinske posude na polifenolni sastav i aromu
vina Cabernet sauvignon. U tu svrhu, nakon provedene alkoholne fermentacije vino
Cabernet sauvignon je odlezavalo u posudi od nehrdajuceg Celika, te u hrastovim
barrique batvama slabog (LT), srednjeg (MT) i jakog paljenja (HAT) kroz dvanaest
mjeseci. Po zavrSetku jednogodiSnjeg odlezavanja, uzeti su uzorci vina u kojima je
odredivan polifenolni sastav i aroma, te je izvrSeno medusobno usporedivanje.
Polifenoli, antocijani i anitoksidacijska aktivhost odredeni su primjenom
spektrofotometra, a tvari arome uz pomo¢ instrumentalne plinske kromatografije i
mikroekstrakcije na &vrstoj fazi (SPME). U radu je koriSten plinski kromatograf tvrtke

Agilent 7890 B s masenom-selektivnim detektorom Agilent 5977.

3.2. MATERIJALI

3.2.1.Vino Cabernet sauvignon

Analizirano je crno vino sorte grozda Cabernet sauvignon. Karakteristike analiziranog
vina:

- vinogradarska regija: Isto¢na Kontinentalna Hrvatska,
- podregija: Slavonija,

- vinogorje: Kutjevo.

3.2.2. Kemikalije

Tijekom provedbe eksperimentalnog dijela rada, koriStene su sljedeée kemikalije:

Folin-Ciocalteu reagens, natrijev klorid, natrijev nitrit, natrijev karbonat, natrijev
hidroksid, kalijev disulfit, kalijev klorid, klorovodi¢na kiselina (Kemika, Zagreb,

Hrvatska);
¢ Natrijev acetat trihidrat, Zeljezov klorid heksahidrat (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

e Mirtenol, aluminij klorid, monohidrat galene kiseline, Trolox ((x)-6-hidroksi-
2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), ABTS (2,2- azinobis(3-
etilbenzotiazolin sulfonska kiselina), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazine) (Sigma-Aldrich, St. Lois, SAD);

e Katehin hidrat (Sigma-Aldirch Chemie Gmbh, Steinheim, Njemacka;

20



3. Eksperimentalni

e Standardi elementar Se, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Br, Rb, Sr i Pb (TreceCERT,
Fluka

Analytical, St.Gallen, Svicarska)

3.3. METODE

3.3.1.0dredivanje elemenata u tragovima

Kako bi se utvrdila prisutnost elemenata u tragovima, u plasticne posude (58 x 58 x
40 mm) je dodano 50 mL uzorka, te 10 ug internog standarda selenija (TraceCERT
1000 mg/L). Provedeno je smrzavanje teku¢im dusikom (40 h, Labconco — FreeZone
2,5 L, Labconco Corporation, Kansas City, SAD) na temperaturi od -80 °C pod tlakom
od 0,015 mbara. Nakon ovog postupka dobiven je uzorak u viskoznom stanju, stavljen
je u plasti¢ni drzac te preklopljen na vrhu i dnu s mylar folijom. Uzorci su analizirani
EDXRF metodom s anodom molibdena. Primijenjeni radni parametri su sljedeci: 45
kV, 35 mA i vrijeme zraCenja od 1000 s. Pri detekciji rendgenskog zracCenja
upotrjeblien je Canberra Si(Li) detektor (Mirion Technologied/Canberra Industries,
Meriden, SAD) hladen dusikom. Aktivna povrSina detektora iznosila je 30 mm?,
debljina 3 mm, debljina Be prozora 0,025 mm i rezolucija 170 eV FWHM na 5,9 keV.
Analiza je obavljena u IAEA QXAS software-u (International Atomic Energy Agency,
Seibersdorf, Austria). Pri izradi kalibracijskih krivulja za elemente K, Ca, Fe, Cu, Zn,
Br, Rb, Sr, i Pb koriSteni su certificirani standard TraceCERT 1000 mg/L. Relativne
pogreSke dobivene analizom elemenata u uzorcima izraunate su pomocu
koeficijente korelacijskih krivulja. Limit detekcije izraCunat je pomocu sljedece

jednadzbe:

]
00 =0 g Ve
0

Gdje je:
LD -limite detekcije;
c- poznata koncentracija trazenog elementa;

Nc- intenzitet pozadinskog zracenja ispod karakteristicnog pika

X-zraka; B- broj snimanja pozadinskog zracenja;
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Koncentracija elemenata u tragovima prikazana je kao srednja vrijednost od obavljan

3 mjerenja £ standardna devijacija.

3.3.2.0dredivanje aromatskog profila

Aromatski spojevi odredeni su uz pomoc¢ plinskog kromatografa Agilent 7890B u
kombinaciji s masenim detektorom Agilent 5977A (Agilent Technologies, Santa Clara,
SAD)(Slika 6). Prilikom uzorkovanja provedena je tehnika mikorekstrakcije na €vrstoj
fazi (SPME), za stacionarnu fazu koristena je igla sa punilom od polidimetilsiloksana-
divinilbenzena (PDMS/DVB), promjera 65 um (Supelco, Bellefonte, SAD).

U staklenu vijalu volumena 10 mL injektirano je 5 mL uzorka, u svrhu pospjeSivanja
ekstrakcije spojeva dodan je 1 g NaCl. Takoder, dodano je 10 pL internog standarda
mirtenola (koncentracija 0,5 g/L) kako bi se omogucilo odredivanje udjela aromatskih
spojeva. Uzorci su hermeticki zatvoreni sa teflonskim ¢epom, nakon €ega su stavljeni
u vodenu kupelj te mijeSani i zagrijavani na magnetskoj mijeSalici. Zagrijavanje i
mijeSanje je provedeno na 40 °C u trajanju od 5 minuta, Sto je dovelo do izdvajanja
hlapivih spojeva u nadprostor uzorka. Zatim je u nadprostor postavljena SPME igla s
punilima, te je provedena adsorpcija aromati¢nih spojeva u vremenu od 45 minuta pri
temperaturi od 40 °C. Igla je prebacena u injektro plinskog kromatografa, gdje je
izvrSena toplinska desorpcija aromatiénih spojeva u kolonu. Zatim se kolona
postepeno zagrijavala s ciljiem odvajanja aromati¢nih spojeva na osnovu njihove
hlapljivosti, lakSe hlapljivi spojevi su prvo izdvojeni te detektirani pomocu masenog

detektora.
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Slika 6 Plinski kromatograf u kombinaciji s masenim detektorom (Ivi¢, 2022)

Uvjeti rada plinskog
kromatografa Parametri
ekstrakcije:
e Temperatura: 40 °C;
e Vrijeme: 45 min;
e SPME punilo: 65 ym PDMS/DVB (Supelco).

GC — MS analiti¢ki uvijeti:

Pocetna temperatura: 40 °C ( 10 min);

e Temperaturni gradijent 1: 3 °C/min do 120 °C;
e Temperaturni gradijent 2: 10 °C/min do 250 °C;
o Konacna temperatura: 250 °C;

e Temperatura injektora 250 °C;

e Vrijeme desorpcije: 7 min;

e Temperatura detektora: 250 °C;
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e Energija ionizacije: 70 eV,

e Maseni interval (m/z): 40 — 400.
U analizi je koristena kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), kao plin nosac
upotrijebljen

je helij 5,0 (Cistoce 99,9%)(Messer Austria, Gumpoldskirchen, Austria).

Analizom su dobiveni pikovi na kromatogramu, a spojevi arome su identificirani na
osnovu spektra masa i retencijskog indeksa tako Sto je povedeno je usporedivanje
spektra masa i retencijskog indeksa s bazama podataka Nist0O8 (National Institute of
Standards i Technology, Gaithersburg, SAD) i Wiley 9 (Wiley, SAD). Osim toga, pri
identicnim GC — MS uvjetima izvrSena je analiza standarda, sacCinjenog od smjesa
alkana C7 — C30, te je izraCunat retencijski indeks pojedinacnih spojeva prema
slijedec¢oj jednadzbi:

logt] —logt

00 =1000 [ +(L—01)
( logt1—logt[]

gdje je:

RI — 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)

Na ovaj nacin izvrSeno je odredivanje slijedecih spojeva arome: kiselina (octena,
oktanska, dekanska, laurinska, miristinska, palmitinska kiselina), alhohola (izoamilni
alkohol, but-2,3- diol, heksan-1-ol, metionol, benzilni alkohol, oktan1-ol, 2-feniletanaol,
dodekanol), karbonilnih spojeva (4-propilbenzaldehid, geranil aceton, lili aldehid,
heksilcinamaldehid), terpena (a- terpinolen, B-citronelol, B-damascenon, (-jonon,
fenantren), estera (etil-heksanoat, etil-4- hidroksibutanoat, dietil-sukcinat, etil-
oktanoat, etilsukcinat, fenetil-acetat, etil-dekanoat, etil- vanilat, etil-laurat, heksil-
salicilat, etil-miristat, diizobutil-ftalat, etil-pentadekanoat, metil- palmitat, dibutil-ftalat,
etil-palmitat, etillinoleat, etil-oleat, etil-stearat) te hlapivin fenola (4- etilfenol, 4-

etilgvajakol, 2,4-di-tert-butilfenol).
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3.3.3.Odredivanje ukupnih polifenola

Udio ukupnih polifenola odredivan je Folin-Ciocalteu-ovom metodom (Ough i Amerine,
1988). U epruvetu je dodano 0,2 mL uzorka vina, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL
Folin-Ciocalteu-ovog reagensa i 8 mL otopine natrijevog karbonata (7,5% otopina).
Nakon toga, smjesa je promuckana, te je ostavljena u mraku, u vremenu od 2 - 20
sati, na sobnoj temperaturi. Apsorbancija je mjerena pomoc¢u spektrofotometra Cary
60 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) na valnoj duljinu od 765 nm. Za
slijepu probu je koriStena destilirana voda. Za svaki uzorak su izvedena tri mjerenja,
rezultati su prikazani preko kalibracijske krivulje galne kiseline u g galne kiseline/L

uzorka.

3.3.4.0dredivanje ukupnih flavonoida

Udio ukupnih flavonoida odreden je pomocéu spektrofotometra uz primjenu AICIs
reagensa (Kim i sur., 2003). U epruvetu je prvo dodano 0,5 mL uzorka, 4 mL
destilirane vode i 0,3 mL NaNO:2 (5%). Nakon $to je proslo 5 minuta, dodano je 1,5
mL AICl3 (2%), nakon toga otopina je odstojala jo§ 5 minuta, te je dodano 2 mL NaOH
(1 mol/L) i 1,7 mL vode. Mjerenje apsorbancije provedeno je na 510 nm. Za slijepu
probu upotrijebljena je destilirana voda. Rezultati su dobiveni preko kalibracijske
krivulje katehina u g katehina/L uzorka, nad svakim uzorkom izvrS§ena su 3 mjerenja,

a za konacni rezultat uzeta je srednja vrijednost.

3.3.5.0dredivanje monomernih antocijana

pH-diferencijalna metoda opisana u radu Giusti i Wrolstad (2001) koriStene je za
odredivanje monomernih antocijana. Promjena pH vrijednosti dovodi do pretvorbe
strukture kromofora antocijana, $to mijenja spektar apsorbancije. U dvije epruvete je
otpipetirano po 0,2 mL uzorka, u jednu je dodano 2,8 mL pufera pH 1 (0,025 mol/L
KCI, pH podesen s koncentriranom HCI), a u drugu 2,8 mL pufera pH 4,5 (0,4 mol/L
CH3CO2Na x 3H20, pH podesen s koncentriranom HCL). Uzorci su ostavljeni na 15
minuta. Apsorbancija je mjerena pri 512 i 700 nm spektrofotometrom te raunana po
sljedecoj jednadzbi:

O =(Usia— o) 10~ (Usia— Ha00) 0 45

Udio monomernih antocijana racuna se pomocu jednadzbe:

L1
OO neio —
0O00o0oooon 25)=
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Gdje je:

A- Apsorbancija uzorka;
MW -relativha molekulska masa cijanidina 3-glukozina (449,2
g/mol); FR — faktor razrjedenja

[]DDDDD

uQ =
Uonooon

€- molarni ekstincijski koeficijent cijanidina 3-glukozida (26900
L/mol cm) |- duljina kivete (1 cm)

Za rezultat je uzeta srednja vrijednost od tri mjerenja u mg cijanidina 3-glukozida/L
uzorka.

3.3.6.Odredivanje polimerne boje

Polimerne boje su odredivane metodom opisanoj u radu Giusti i Wrolstad (2001).
Metoda se zasniva na formiranju bezbojnog kompleksa reakcijama izmedu antocijana
i bisulfita. Takoder, polimerizacijom antocijana nastaje boja koja je otporna na utjecaj

bisulfita.

U dvije epruvete je otpipetirano po 0,2 mL uzorka, u jednu je dodano 3,0 mL vode, a
u drugu 2,8 mL vode te 0,2 mL otopine kalijevog bisulfita (1:5). Mjerenje absorbancije
provedeno je na 420 nm, 512 nm i 700 nm nakon Sto su uzorci odstajali u vremenu
od 15 min. Kod 420 nm mijeren je stupanj posmedivanja, a na 512 nm degradacija
antocijana. Koli€ina boje nastala polimerizacijom raCunana je prema sljedecoj
jednadzbi:

Uoun ogoogog

UL LD oopoooooogoogoo . O 100
0000 (%)=

OD0o00o¢o ooao

Boja nastala polimerizacijom je raCunana kod uzorka tretiranog sa bisulfitima prema
jednadzbi:

D000 000000 000000000000000 =[(Da — Hi00) +(Ds12— Ha00) 1 0 010
Gustoca boje je raCunana kod kontrolnog uzorka tretiranog vodom prema jednadzbi:

OO0 0000000 00000 O0i0oo0oon = [((Hao — Cge0) + (Hsi2 — [ge0)] O 100

Svaki uzorak je mjeren tri puta, a kao rezultat je izrazena srednja vrijednost mjerenja.

27



3. Eksperimentalni

3.3.7.0dredivanje antioksidacijske aktivnosti

Pomocu spektrofotometra odredena je antioksidacijska aktivhost uzoraka vina. Kako
bi dobili §to reprezentativnije rezultate koriStene su Cetiri razliCite metode (DPPH,
ABTS, FRAP i CUPRAC). Kod svih metoda odvijaju se razli€iti kemijski mehanizmi,

Ciji je krajnji korak darivanje atoma vodika, elektrona ili vezanje masti na antioksidans
(Jakobek, 2007).

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda je zasnovana na primjeni DPPH reagrensa
(stabilni duSikov radikal, ljubiCastog obojenja). Primjenom navedenog reagensa
dolazi do redukcije ukoliko su prisutni antioksidansi (elektron donori), te ljubiCasta
boja prelazi u zutu (Popovi¢, 2019). ZnaCajke metode su mogucénost reagiranja
DPPH reagensa s cjelokupnim uzorkom  (hidrofilni, lipofilni i slabi
antioksidansi)(Kedare i Singh, 2011). Postupak se provodi na sliede¢i nacin: u
epruvetu se otpipetira 0,2 mL uzorka i 3,0 mL DPPH otopine (As17=1,0). Uzorak odstoji
15 minuta, te mu se nakon toga mijeri apsorbancija na valnoj duljini od 517 nm. Za
slijepu probu se koristi destilirana voda. Rezultat se prikazuje preko kalibracijske
krivulje Troloxa u pmol TE/100 mL. Za svaki uzorak se provode tri mjerenja (Brand-
Williams i sur., 1995).

ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin sulfonska kiselina)) metoda temeljena je na
primjeni ABTS reagensa. Prije upotrebe reagens se mijeSa sa kalijevim persulfatom
Sto dovodi do stvaranja okidiranog zeleno obojenog ABTS radikala. Pri reakciji sa
antioksidansom dolazi do gubitka zelenog obojenja, te se radikal redukcijom obezboji
(Gupta, 2015). ABTS radikal reagira sa velikim brojem antioksidansa, metoda
pogoduje razli¢itim pH vrijednostima medutim, u usporedbi sa DPPH metodom, ova
metoda znatno duze traje. NacCin provedbe metode je sljedeci: 0,2 mL uzorka
otpipetirati u epruvetute te mu dodati 3,2 mL ABTS reagensa koji se priprema dan
prije (7,4 mmol/L otopine ABTS pomijeSati s 2,45 mmol/L otopinom kalijevog
persulfata). Pripremljeni uzorak je potrebno drzati 95 minuta u mraku, te mu se nakon
toga mjerni apsorbancija na valnoj duljini od 734 nm. Kod slijepe probe upotrebljavala
se destilirana voda. Rezultati su prikazani preko kalibracijske krivulje Troloxa u pmol
TE/100 mL, za konacni rezultat je uzeta srednja vrijednost tri mjerenja (Re i sur.,
1999).

FRAP (eng. ferric reducing/antioxidant power assay) metoda zasnovana je na
redukciji kompleksa trovalentnog zeljeza s piridil triazinom u dvovalentno Zeljezo u

prisutnosti antioksidansa, pri pH 3,6. Reakzcéijom dolazi do nastajanja plavog obojenja.
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Prednosti metode je jednostavan i brz postupak. FRAP reagens se priprema
mijeSanjem 300 mmol/L otopine natrijeva acetata (pH 3,6), 10 mmol/L otopine TPTZ

(2,4,6-tripiridil-s-triazin otopljen u 40
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mmol/L otopine HCI) i 20 mmol/L otopine FeCls x 6H20 u omjeru 10:1:1. Nakon
pripreme reagnesa u epruvetu se dodaje 0,2 mL uzorka i 3,0 mL FRAP reagensa koji
se zagrije na 37 °C. Pripremljeni uzorak odstoji 15 minuta, te mu se intenzitet
nastalog plavog obojenja mjeri na valnoj duljini od 593 nm. Kao konacni rezultat
uzima se srednja vrijednost tri mjerenja te se prikazuje preko kalibracijske krivulje
Troloxa u pmol TE/100 mL (Benzie i Strain, 1999).

CUPRAC (eng. cupric reducing antioxidant capacity) metoda je bazirana na redoks
reakciji izmedu CUPRAC reagensa i antioksidansa pri ¢emu dolazi do stvaranja
zutog obojenja. Karakteristike metode su djelovanje sa lipofilnim i hidrofilnim
antioksidansima, te selektivno djelovanje na antioksidativhe spojeve bez ucinka na
Secere i limunsku kiselinu. Primjenjuje se za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
flavonoida, tiola i fenolnih kiselina (Gupta, 2015). Metoda se provodi pomocu tri
reagensa: 10 mmol/L otopine CuClzx 2H20, 7,5 mmol/L otopine neokkuproina (Nc) i 1
mol/L otopine amonij acetata, pH 7,0. U epruvetu se otpipetira po 1,0 mL navedenih
reagensa, doda se 0,2 mL uzoraka te 0,9 mL destilirane vode. Intenzitet nastalog
Zutog obojenja mjeri se nakon 30 minuta, pri valnoj duljinu od 450 nm. Za rezultat se
uzima srednja vrijednost provedena tri mjerenja i prikazuje preko kalibracijske krivulje
Troloxa (umol TE/100 mL) (Ozyirek i sur., 2011).

3.3.8.Odredivanje boje u CIELab sustavu

CIELab sustav predstavlja trodimenzionalni sustav za broj¢ano vrednovanje boja.
Shematski prikaz vrednovanja boja prikazan je na Slici 7, parametar L* odreduje
svjetlinu boje, vrijednost mu je od 0 -100, gdje broj 0 oznacava crnu boju, a broj 100
bijelu. Na osi a* nalaze se nijanse crvenih i zelenih boja, dok su na parametru b*
zastupljene zute i plave nijanse boja (lvi¢ i sur., 2021d; Vukoja i sur., 2019; Hill i sur.,
1997).

Parametri boja su mjereni pomoc¢u navedenog sustava, na svim uzorcima vina
provedena su po 3 mjerenja, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost. Mjerenja
su provedena pomoc¢u kromametra (Slika 8) CR-400 (Konica Minolta, Inc., Osaka,
Japan), odredivani su parametri L*, a* b*, C*, °h i AE*. Boje koje se nalaze uz
ishodiste manje su zasi¢ene (C*), dok su boje udaljene od ishodista intenzivnije.

Zasi¢enost se racuna po formuli:
noo!

O =N 002,

ton boje pomocu izraza °h = 30



3. Eksperimentalni

)
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a ukupna razlika u boji AE* =002+ 00 2+ 002,

L=100

(bijela)
! Buta Crvena '
[ W) — )
Kut - _
nijanse <:|| Zasicenost N
I, o = F;Ilu J
\ (-b")
A
L=0
{erna)

Slika 7 Prikaz CIELab sustava boja (Ly i sur., 2020)

‘s

PR
r4

Slika 8 Kromatometar CR-400

3.3.9. Statisticka obrada podatak

Rezultati dobivenih mjerenja prikazani su kao srednja vrijednost ponavljajucih
mjerenja * standardna devijacija. Statisticka obrada podataka provedena je u
programu Statistica 13.1 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD), obrada rezultata vrSena je
pomocu metode analize varijance (ANOVA), Fisher-ovog LSD testa i metode analize
glavnih komponenti (PCA, eng. Principal component analysis). Racunanje
koeficijenta korelacije izmedu pojedinih rezultata obavljeno je pomoéu MS Excel

programa (Microsoft Office Professional, 2016).
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4.Rezulta

4.1. TABLICNI | GRAFICKI PRIKAZ DOBIVENIH REZULTATA

Tablica 2 Prisutnost elemenata u tragovima u vinu Cabernet sauvignon odlezanom u razli€itim vinskim posudama

VINO K (ppm) Ca (ppm) Mn (ppb)  Fe (ppb)  Cu (ppb) Zn Br (ppb) Rb (ppb)  Sr (ppb) Pb (ppb)
(ppb)

C.S. INOX 1279 + 86 32+ 18 1015+44 1711475 95+9 609+78 1543 +3,5 719+ 4 63719  730+1,9

CS.LT 1066 + 268 30+ 6 968 £ 191  1543+£230 77+11  584+47 141,7+11,1 753+102 655+80 122+2,0

C.S.MT 1535 + 486 27+ 16 877+123 1601 +307 80+13  551+64 193,6+13,5 768+16 663 +46 10,8 3.5

C.S. HAT 1522 + 336 3742 936+ 115 1414+188 81+14  559+59 1457+21,7 709+65 633+57 16,9+2.5

Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. 500 LT- Cabernet sauvignon odlezan u lagano paljenoj badvi; C.S. 500 MT- Cabernet sauvignon
odleZan u srednje paljenoj bacévi; C.S. 500 HAT- Cabernet sauvignon odleZzan u jako paljenoj badvi

Tablica 3 Koncentracija (mg/L) polifenola, flavonoida, antocijana i polimerne boje u vinu Cabernet sauvignon odlezanog u razli€itim
vinskim posudama

VIN Polifenoli Flavonoidi Antocijani Polimerne boje
o (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)

C. S.INOX 1622,04 £+ 4,90 590,93 + 3,20 25,12+ 0,82 87,16 + 1,04
CS.LT 1605,83 £ 0,76 638,85 + 4,51 18,62 + 0,69 71,89 £ 0,90
C.S.MT 1535,48 + 3,51 622,07 £ 2,35 10,19 £ 0,54 76,35+ 0,78
C.S. HAT 1508,70 £ 7,94 588,32 + 3,00 15,22 + 0,77 80, 55+ 0,34

Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. 500 LT- Cabernet sauvignon odlezan u lagano paljenoj bacvi; C.S. 500 MT- Cabernet sauvignon

odlezan u srednje paljenoj bacvi; C.S. 500 HAT- Cabernet sauvignon odlezan u jako paljenoj bacvi
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Tablica 4 Rezultati antioksidacijske aktivnosti vina Cabernet sauvignon odlezanog u razli€itim vinskim posudama

VINO DPPH (uMOL/100 ABTS (uMOL/100 FRAP (uMOL/100 CUPRAC (pMOL/100
mL) mL) mL) mL)
C. S.INOX 6,96 + 0,01 11,32 £ 0,31 1,14 £ 0,01 51,32 + 0,07
C.S.L 7,65 0,01 10,47 £ 0,41 1,27 £ 0,01 57,81 +£0,18
T
C.S.MT 6,68 + 0,01 13,88 £ 0,22 1,05 £ 0,02 55,14 £ 0,09
C.S. HAT 7,25 +0,03 11,45+ 0,18 1,19 + 0,01 51,16 £+ 0,37

Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. 500 LT- Cabernet sauvignon odlezan u lagano paljenoj bacvi; C.S. 500 MT- Cabernet sauvignon
odleZan u srednje paljenoj bacévi; C.S. 500 HAT- Cabernet sauvignon odleZzan u jako paljenoj badvi

Tablica 5 CIELab parametri boje vina Cabernet sauvignon odlezanog u razli€itim vinskim posudama

Uzora L a B dL da db dE C h
k
C.S. INOX 19,56 0,37 0,71 - - -5,84 19,87 0,8 62,77
5,91 18,05
C.S.LT 19,6 0,63 0,84 - - -5,71 19,58 1,05 53,06
5,86 17,78
C.S.MT 19,63 0,95 0,8 - - -5,74 19,29 1,25 40,23
5,84 17,47
C.S. HAT 19,68 0,87 0,78 - - -5,77 19,36 1,16 41,81
5,79 17,55

Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. 500 LT- Cabernet sauvignon odlezan u lagano paljenoj bacvi; C.S. 500 MT- Cabernet sauvignon
odlezan u srednje paljenoj bacvi; C.S. 500 HAT- Cabernet sauvignon odlezan u jako paljenoj bacvi
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Tablica 6 Retencijski indeks i sadrzaj identificiranih spojeva (ug/L) koji utje€u na note vina

Cabernet
sauvignon odlezanog u razli¢itim vinskim posudama
Spojevi RI C.S. INOX CS.LT C.S.MT C.S. HAT
Masti
Dekanska 137 72,5+0,3 69,5+ 1,8 22,7+15 50,5+1,4
kiselina 6
Laurinska 155 26,8 + 0,6 40,0+ 0,9 32,9+1,8 17,9+ 0,2
kiselina 8
Miristinska 174 10,9+0,0 12,6 £ 0,3 15,9+0,5 785+1,3
kiselina 9
Palmitinska 200
kiselina 4
1-dodekanol 146 60,7 + 0,5 67,1+1,8 28,0+ 0,6 28,2+0,7
9
Etil laurat 158 11,1 +0,7 20,0+ 0,8 10,9+ 0,1 35,5+ 0,6
4
Etil miristat 177 10,4 + 0,2 23,4+0,6 17,1 +0,8 12,9+4,0
8
Izopropil miristat 181 9,8+0,0 20,3+ 0,6 18,8+ 0,7 16,0 £ 0,5
0
Etil palmitat 197 33,6 £ 0,1 23,1+0,5 23,4+04 25,3+0,2
8
Voce, citrus
Izoamilni alkohol 734 36798,2 + 65231,4 + 541549 + 40625,4 +
68,9 465,6 559,8 267,0
2,3-butandiol 804 540,8 + 10,9 516,4 + 6,8 720,1 + 24,8 867,9+ 17,9
B-demascenon 137 28,3+0,3 36,0+ 1,8 38,0+ 0,6 28,3+0,3
7
Etil heksanoat 997 175,9+ 5,9 269,3+6,9 446,0+ 1,9 2231+11
Dietil sukcinat 117  6804,9+12,7 9075,4 + 38,7 9177,4 + 127,9 8488,2 +
9 110,36
Etil oktanoat 119
1
Etil dekanoat 139 32,8+1,2 28,8+0,7 33,2+1,0 216+14
1
Izoamil dekanoat 163 28,6 £ 0,5 21,0+ 0,4 349+14 14,3+1,2
2
Linalol 109 82,1+ 0,1 90,0+ 1,4 158,2+ 5,3
6
2-etilheksanol 103
0
Benzil alkohol 103 544 +0,1 82,3+1,3 47,7 +0,2 48,7 +0,8
7
Cvjetne, zelene
Heksan-1-ol 868 382,4 + 3,1 638,6 + 6,1 4921 +3,2 3449 + 16,0
Heksil salicilat 166 17,2+ 0,4 31,9+0,8 31,4+0,8 20,1 +11
7
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2-feniletanol

Fenetil acetat
a-jonon
B-jonon

Slabi
Diizobutil ftalat

Dibutil ftalat

2,4-Di-T-
butilfenol

110

124

141

147

185

195

150

8936,6 + 38,3
44,4 + 0,6
26,1+0,7

32,6 +0,3

18,9+04
36,1 +17

547,0 + 22,3

9272,2+1,5
61,9+04
28,8 +0,9

24,4 +0,1

241+04
33,6 +0,7

571,8+ 10,4

34

9039,4 + 103,5
65,2+2,5
18,9+0,5

26,1+1,0

36,9+1,8
43,7+1,2

366,3 2,8

8704,7 +
149,2
63,4+0,9
129+04

13,3+ 1,1

24,8+0,2
40,8 +0,5

439,8 £ 9,1
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Tablica 6 Nastavak

Spojevi RI C.S. INOX C.S.LT C.S.MT C.S. HAT
Ostalo
Octena kiselina 622 3248 + 938,7 * 4925 + 1388,9 +
3,1 28,0 8,2 254
Metionol 981 1424 + 309,6 +7,8 192,5 + 110,2+ 4,6
1,8 3,7
Etil 1880 257+11 27,7+1,2 20,7+0,6 14,0+ 0,4
pentadekanoat
Dimne, spaljene 468,1 + 617,1+24 687,1 + 1030,6 £
0,8 2,3 17,6
4-etilfenol 1166 48,3+0,3 93,3+1,4 264,3+23
4-etilgvajakol 1268
Etil izopentil 1423 419,8 + 523,8+1,0 687,1 £ 766,2 + 15,3
sukcinat 0,5 2,3

Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. 500 LT- Cabernet sauvignon odlezan u
lagano paljenoj bacvi; C.S. 500 MT- Cabernet sauvignon odleZzan u srednje paljenoj badvi; C.S. 500 HAT-
Cabernet sauvignon odleZan u jako paljenoj bacvi

1800,
0
< 1600,
2 0
O
< 1400,
o 0
l—
Z 1200,
LL 0
O
Z 1000,
>
800,0
o C.S.IN C.S. C.S.M C.SH

UZOR

m Kiselin Terpen

Slika 9 Koncentiracija identificiranin kiseiina i terpena u vinu Cabernet sauvignon odiezavanog u
razliitim
vinskim posudama
Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. LT- Cabernet sauvignon odlezan u lagano
paljenoj badvi;
C.S. MT- Cabernet sauvignon odlezan u srednje paljenoj bacvi; C.S. HAT- Cabernet sauvignon odlezan u
jako paljenoj bacvi
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80,

70,

60,

50,

40,

N

KONCENTRACIJA
o

CSIN CS500 CS500M CS500

m Ester = Alkohol

Slika 10 Koncentracija identificiranih estera i alkohola u vinu Cabernet sauvignon odlezavanog u
razlicitim
vinskim posudama
Oznake: C.S.INOX- Cabernet sauvignon odlezan u inoxu; C.S. LT- Cabernet sauvignon odleZzan u lagano
paljenoj bacdvi;
C.S. MT- Cabernet sauvignon odlezan u srednje paljenoj bacvi; C.S. HAT- Cabernet sauvignon odlezan u
jako paljenoj badvi
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Rezultati udjela elemenata u tragovima prikazani su Tablicom 2, prema radu
Eschnauer i sur. (2001) makroelementi su najzastupljeniji elementi u vinu, te €ine do
97% udjela, u ovom istraZivanju najzastupljeniji odredeni makroelementi su, K i Ca.
Vrijednost K iznosila je od 1066

— 1535 mg/L, dok je vrijednost Ca bila u rangu od 27 - 37 mg/L. Prosje¢ni udio K u
crnim vinima krece se od 1200 - 1700 mg/L, a Ca oko 60 mg/L (Piljek, 2020). |1z tablice
je vidljivo da je najveca koncentracija K (1535 mg/L) u vinu odlezanom u srednje
paljenoj bacvi, a najmanja (1066 mg/L) kod vina odlezanog u lagano paljenoj badvi.
Sto se tie Ca, najveca koncentracija, 37 mg/L, odredena je u vinu odleZanom u jako
paljenoj bacvi, a najmanja, 27 mg/L, kod vina odlezanog u srednje paljenoj bacvi.
Visoke koncentracije opisanih elemenata ¢esto su odgovorne za slani karakter vina
koji se oznaCava kao negativha senzorska karakteristika (Cabello-Pasini i sur., 2013).
Prosjecna koncentracija mikroelemenata poput Mn, Fe, Cu, Zn, Br, Rb, Sri Pb iznosi
od 0,01 — 10 mg/L (Eschnauer, 2001). Najzastupljeniji su Mn i Fe, Mn u rangu od
0,877 — 1,015 mg/L te Fe 1,414 — 1,711 mg/L. Prosjecna vrijednost Mn u crnim vinima
iznosi do 2 mg/L, a koli€ina Fe najviSe ovisi o upotrijeblienom priboru prilikom
prerade, primjerice ukoliko se muljanje obavljalo s mulja¢ama izradenim od
nehrdajuceg Celika koncentracija je od 1 - 2 mg/L, a ukoliko se koristi staromodna
oprema moze biti od 10 — 30 mg/L (Piliek, 2020). NajveCe koncentracije oba
elementa utvrdene su u vinima odlezanim u spremnicima od nehrdajuceg cCelika,
zatim u vinu odlezanom u srednje paljenoj bacvi, lagano paljenoj te jako paljeno;.
Nadalje, koncentracija Rb bila je u rasponu od 0,709 - 0,768 mg/L. Najveci udio Zn
odreden je u posudi od nehrdajuéeg Celika, 0,609 mg/L, a najmanji 0,551 mg/L kod
vina iz MT bacve. Koliina Sr izmjerena je u rasponu od 0,633 - 0,663 mg/L. Za
navedene elemente, Rb,Zn i Sr iz tablice se moze zaklju€it da kod vina odlezanog u
drvenim bacvama razliitog paljenja te inox spremniku razlika u koncentraciji nije
drasti¢na. Prema medunarodnoj organizaciji za lozu i vino, koli¢ina Zn ne bi trebala
biti ve¢a od 5 mg/L. Zatim slijede Br i Cu, koncentracija Br je iznosila od 0,141 —
0,193 mg/L, a Cu od 0,077 — 0,095 mg/L. Prevelike koli¢ine Cu dovode do tamnjenja
vina zbog oksidacijskog kvarenja, kako bi se izbjegao navedeni problem preporuka je
da koncentracija Cu bude ispod 0,5 mg/L (Durguti i sur., 2020). Koncentracija Pb
iznosila je 0,0073 mg/L kod vina odlezanog u inox spremniku, a kod vina odleZzanog u
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jako paljenoj bacvi 0,0169 mg/L. U tablici prikazanoj u radu Towle i sur. (2017)

koncentracija Pb u vinima proizvedenim u Hrvatskoj iznosila je do 0,0356 mg/L.
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U Tablici 3 su prikazani rezultati udjela polifenola, flavonoida, antocijana i polimernih
boje. Najveci udio polifenola izmjeren je u vinu iz inox spremnika, 1622,04 mg/L, a s
poveéanjem stupnja paljenja badve udio se smanjivao. Sto se ti¢e flavonoida,
najve¢a koncentracija izmjerena je u vinu iz LT bacve (638,85 mg/L), a najmanja
588,32 mg/L kod HAT bacve. Udio antocijana bio je najvisi kod vina odleZzanog u inox
spremniku (25,12 mg/L) zatim je se polagano smanjivao porastom stupnja paljenja
bacve, te je ponovno porastao u vinu iz jako paljenje bacve (15,22 mg/L). Naime,
udio antocijana je najveéi u mladom vinu, dok se procesima starenja smanjiva, te se
stvaraju derivati antocijana koji su odgovorni za intenzitet boje vina. Polimerna boja
odredena u vinu iz inox posude iznosila je 87,16 %, kod vina iz lagano paljene i
srednje paljene bacve razlika nije bila velika, 71, 89 % i 76,35 %, dok je kod vina iz
jako paljene bacve iznosila 80,55 %. |z rezultata se moze zakljuciti da se stupnjem
porasta paljenja baCve povecava i postotak polimerne boje, no najveci postotak je u

vinu odlezanom u inox spremniku.

Antioksidacijska aktivnost odredivala se prema cCetiri razliCite metode: DPPH, ABTS,
FRAP i CUPRAC metodi, rezultati su prikazani Tablicom 4. Najveca antioksidacijska
aktivnost odredena je pomoéu CUPRAC metode, kretala se u rasponu od 51,16 -
57,81 yMOL/100 mL, zatim sa ABTS metodom raspona od 10,47 - 13,88 uMOL/100
mL, znatno manja antioksidacijska aktivnost utvrdena je koristenjem DPPH | FRAP

metoda.

Rezultati parametara boje razli€itih uzoraka vina su vidljivi u Tablici 5. Vrijednost
svjetline L" nije znatno razlikovala izmedu uzoraka vina. Vrijednost parametra a’
(crvenal/zelena boja) bila je najmanja kod vina iz inox posude i iznosila je 0,37, a
najveca je bila kod vina iz MT badve, 0,95. Vrijednost parametra b™ (Zuto/plava boja) u
svim uzorcima vina je poprilicno slicna, 0, 71

- 0,84. Sto se ti¢e vrijednosti h” (ton boje), najveéi je odreden kod vina iz inox posuda
(62,77), a najmanji kod vina iz srednje paljene bacve (40,23). NajveCa zasi¢enost
boje (C’) utvrdena je kod vina iz srednje paljene bacve (1,25), a najmanja kod vina iz
inox spremnika (0,8). Vrijednosti promjene boje u razli€itim uzorcima vina nisu se

osjetno razlikovale, a kretale su se u rasponu od 19,29 - 19,87.

Rezultati identificiranih kemijskih spojeva koji utje€u na aromatski profil vina i note
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vina

prikazani su u Tablici 6, te Slikama 9 i 10. Identificirani kemijski spojevi su sljededi:
kiseline,
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alkoholi, terpeni, esteri i fenoli. Arome koje identificirani spojevi daju vinu su: vocne,
citruse, cvjetne, zelene, ostale, spaljene, dimne te slabe i masne. Najmanji udio
ukupnih kiselina odreden je u vinu odlezanom u inox spremniku i iznosio je 435,1
Mg/L, dok je najveci udio, 1535,7 ug/L, odreden u vinu odlezanom u jako paljenoj
bacvi. Najzastupljenija kiselina je octena kiselina, a takoder su zastupljene dekanska,
laurinska i miristinska koje su odgovorene za masnu aromu vina. Prema Pravilniku o
proizvodnji vina (NN 2/2005), maksimalno dozvoljena koli€ina octene kiseline u crnim
vinima je do 1,2 g/L. Ukupne kiseline doprinose osvjezavaju¢em okusu vina, a ujedno

sluze kao i konzervansi.

Alkoholi doprinose aromi vina, ako se u vinima nalaze u koncentracijama do 300
mg/L, no ukoliko njihova koncentracija prelazi 400 mg/L imaju negativan ucinak (Yue
i sur., 2014). NajveCa zastuplijena koncentracija alkohola utvrdena je kod vina
odlezanog u lagano paljenoj bacvi (76117,8 pg/L), a najmanja u vinu iz inox
spremnika (46915,5 ug/L). Najzastupljeniji alkoholi su, 2-feniletanol koncentracije od
8704,7 ug/lL (HAT) te 8936,6 pg/L (INOX) i izoamilni alkohol sa najmanjom
koncentracijom u inox posudi (36798,2 pg/L) te najve¢om u lagano paljenoj bacvi
(65231,4 pg/L). Od ostalih alkohola detektirani su sljedeci: 2,3-butandiol, heksan-1-ol,
metionol, benzilni alkohol te dodekanol. Zahvaljujuci prisutnosti alkohola u vinu se

osjetne vocne, zelene, sumporne, citrusne, cvjete i masne arome.

NajvecCa koncentracija terpena odredena je kod vina u srednje paljenoj bacvi i iznosi
241,2 ug/L, a najmanja 54,5 pg/L kod vina jako paljene bacve. Zastupljen u najvecoj
koli€ini je linalol (82 — 158 ug/L), a prisutni su i B-demascenon, a-jonon i $-jonon. U

vinima daju citusnu, vo¢nu, drvenu i cvjetnu aromu.

Esteri su detektirani u najvecem broju u svim uzorcima vina, pronadeno ih je ¢ak 15.
Najvedi udio odreden je kod vina odleZzanog u srednje paljenoj bacvi, 10645,6 ug/L, a
najmaniji kod vina odlezanog u inox spremniku, 7669,0 ug/L. Ukupnom udjelu najviSe
su pridonijeli dietil sukcinat (6804,9 — 8488,2 ug/L), zatim etil izopentil sukcinat (419,8
— 766,2 ug/L) te etil heksanoat (175,9 -446,0 ug/L). Takoder su pronadeni sljededi
esteri: etil oktanoat, fenetil acetat, etil dekanoat, etil laurat, izoamil dekanoat, heksil
salicilat, etil miristat, izopropil miristat, dibutil ftalat, etil pentadekanoat, dibutil pftalat i
etil palmitat. U vinima uglavnom pridonose voc¢noj, cvjetnoj i masnoj aromi, a neki od

navedenih aromi na karamel, med, spaljeno, dim, zelenoj i slaboj aromi.

39



5.

Koli¢inski najmanje detektirani aromatski spojevi u uzorcima vina su fenoli, ukupni udio
iznosio je od 366,3 pg/L (MT) do 704,1 ug/L (HAT). Koncentracija 4-etilfenola
zabiljeZzena je u rangu od 48,3 pg/L (INOX) — 264,3 pg/L (HAT), dok je koncentracija
2,4 Di-T-butilfenola najveca bila kod vina iz inox spremnika (547,0 pg/L), a najmanja
kod vina iz srednje paljene bacve (366,3 pg/L). Uglavhom su slabe arome ili arome

na dim.

Slikama 9 i 10 prikazan je udio aromatskih spojeva u razli€itim spremnicima vina, od
spojeva su najzastupljeniji alkoholi 46,9 (INOX) — 76,1(LT) mg/L, esteri 7,7 (INOX) —
10,6 (MT) mg/L, zatim slijede kiseline u koncentraciji od 435,1 -1535,7 pg/L i terpeni
54,5 — 241,2 pg/L. 1z grafa sa koncentracijom kiselina je vidljiva velika razlika u koli€ini

kiselina u vinu jako paljene bacve, te ostalim uzorcima.

Sto se tie nota vina najviSe zastupljene su voéne i citrusne te cvjetne i zelene,

slijede ostale, zatim spaljene i dimne i na kraju slabe i masne note.
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6. ZAKLJUCCI



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

1. lIstrazivanjem su ispitane promjene u polifenolnom sastavu i aromama vina
odlezanom u razli€itim vinskim posudama (posudi od nehrdajuéeg Celika, barrique

badvi, slabog, srednjeg i jakog paljenja).

2. lIsti elementi u tragovima pronadeni su u svim analiziranim vinima, ali u razli¢itim

koncentracijama.

3. Analizirani uzorci su sadrzavali iste aromatske spojeve, takoder u razli€itim

koncentracijama, shodno tome u uzorcima su razvijene razli€ite note vina.

4. U svim uzorcima vina utvrden je visok udio polifenolnih spojeva, Sto je
karakteristicno za crvena vina. Nadalje, u posudi od nehrdajuceg Ccelika

ustanovljena je najveca koncentracija navedenih spojeva.

5. Najbolja antioksidacijska aktivnost zabiljezena je kod vina odleZzanog u srednje

paljenoj bacvi, €ak u tri od Cetiri analizirane metode.

6. Rezultati parametara boje nisu se znac€ajno razlikovali u analiziranim uzorcima.
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