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1. Uvod

Pripadnik roda Vitis te porodice Vitaceae je vinova loza (Vitis vinifera). Plod vinove loze je
grozde koje se koristi za proizvodnju vina. Vino je proizvod koji se dobiva alkoholnom
fermentacijom masulja ili mosta pomocu kvasaca koji je provode pod odredenim uvjetima. U
danasnjoj se poljoprivredi uz konvencionalnu proizvodnju sve viSe razvija i ekoloski nacin
proizvodnje vina. Vino sadrzZi nekoliko stotina kemijskih spojeva koji su razliCitih struktura i
svojstava. Kemijski sastav vina Cine: voda, alkoholi, kiseline, Seceri, tanini, esteri, aldehidi i
ketoni, polifenoli te tvari arome (Moreno i Peinado, 2012). Polifenoli su izrazito bitni spojevi
jer utjecu na kvalitetu samog vina, a imaju i pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje zbog svog
antioksidacijskog djelovanja. Vecom koncentracijom polifenola isti€u se crna vina.
Antioksidansi su spojevi koji usporavaju ili sprjecavaju oksidaciju u organizmu jer
neutraliziraju slobodne radikale, a mogu se pronadi u hrani koja se svakodnevno konzumira.
Antocijani su glavni pokazatelji boje crnog grozda i vina, a u grozdu se mogu pronaci u obliku
glukozida. Za analizu polifenola u vinu koriste se kromatografske, elektrokemijske i
spektrofotometrijske metode. Nanofiltracija je tlani membranski proces koji, osim $to se
koristi za prociséavanje vode, ima primjenu i u prehrambenoj industriji. Veli¢ine pora na
membrani za nanofiltraciju iznose od 0.5 do 2 nm. Membrane propustaju manje organske i
anorganske molekule, a to je razlog zbog cega permeat nije Cista voda kao kod reverzne

osmoze. Radni tlakovi su u rasponu od 5 do 40 bara (lvi¢, 2022).

Zadatak rada ispitati je utjecaj koncentriranja procesom nanofiltracije na tvari boje
konvencionalnog i ekoloskog vina Cabernet Sauvignon pri razli¢itim tlakovima te uz primjenu
i bez primjene hladenja. U dobivenim retentatima odredeni su ukupni polifenoli, flavonoidi,
monomerni antocijani, polimerna boja, pojedinaéni polifenolni spojevi, antioksidacijska
aktivnost te boja uzorka, a sve dobivene vrijednosti usporedene su s odgovaraju¢im

pocetnim vinom.
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2. Teorijski dio

2.1. VINOVA LOZA

2.1.1. Podrijetlo vinove loze

Vinova loza (Vitis vinifera) jedna je od najstarijih biljaka na svijetu koja se pocela uzgajati
prije otprilike sedam tisu¢a godina (Maletic¢ i sur., 2008; Penavin, 2004). Vecina znanstvenika
smatra da je kultivacija vinove loze zapocela na podrucju izmedu danasnje Turske, Gruzije i
Armenije (Jackson, 2008; Penavin, 2004). Vinova loza pripada rodu Vitis, porodici Vitaceae
koja se sastoji od 11 rodova i oko 600 vrsta. Rod Vitis podijeljen je na dva podroda:
Muscadina i Euvitis. Podrod Muscadina se sastoji od dvije vrste dok se podrod Euvitis sastoji
od 30 vrsta. Rod Vitis podijeljen je u tri skupine. Prva je Americka skupina roda Vitis Cije su
vrste rasprostranjene u istocnim dijelovima Sjeverne Amerike. Vrste Vitis riparia, Vitis
rupestris i Vitis berlandieri, koje se nalaze u ovoj skupini, sluze kao podloga za vinovu lozu.
One su otporne na filokseru, niske temperature i kriptogamne bolesti. Druga je skupina
Isto¢noazijska skupina roda Vitis Cija je najpoznatija vrsta Vitis amurenzis, a koja je
rasprostranjena u sjevernoj Kini, Koreji i isto¢noj Rusiji. MoZe podnijeti temperature do -40
°C, ali nije otporna na filokseru i peronosporu. Upotrebljava se kao jedan od roditelja kod
stvaranja novih kultivara koji su otporniji na niske zimske temperature. Posljednja je skupina
Europsko-azijska skupina roda Vitis u koju pripada samo vrsta Vitis vinifera L. s dvije
podvrste: Vitis vinifera L. ssp. sativa i Vitis vinifera L. ssp. sylvestris. Vitis vinifera L. ssp. sativa
je jednodomna biljka s hermafroditnim tipom cvijeta. Vitis vinifera L. ssp. sylvestris je
dvodomna biljka koja je neotporna na filokseru, kriptogamne bolesti i niske temperature.
Smatra se da je Vitis sylvestris ili Sumska loza divlji predak vinove loze koji je bio dio prirodne
vegetacije Suma (MiroSevi¢ i Karoglan Konti¢, 2008). Pripadnici vrste Vitis vinifera jedini

mogu imati naziv vinova loza (Maletic¢ i sur., 2008).

2.1.2. Morfologija vinove loze i fizioloSke funkcije

Vinova loza ima nadzemne i podzemne organe, a svaki od njih ima svoju zadacu. Razlikuju se
vegetativni i generativni organi. Vegetativne organe ¢ine: korijen, stablo s krakovima i
ograncima, pupovi mladice, rozgva i liS¢e, a generativni organi su: cvijet, cvat, grozd, vitica,
bobica te sjemenka. Svaki od ovih organa ima odredenu fizioloSku funkciju, a one su

medusobno povezane i uskladene s rastom i razvojem biljke. Na rast organa utjecu razliciti
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Cimbenici, a najvazniji su: temperatura i vlaznost tla, opskrbljenost tla hranjivim tvarima,

podloga i kultivar, agrotehnika te ampelotehnika (Maleti¢ i sur., 2008).

Korijen ima nekoliko vaznih funkcija: osigurava stabilnost trsa ucvrs¢uju¢i ga u tlo,
opskrbljuje nadzemne dijelove vodom i u njoj otopljenim hranjivim tvarima, za proces
fotosinteze apsorbira odredenu koli¢inu ugljicne kiseline iz tla, sintetizira organske spojeve,
sluZi za ¢uvanje rezervnih hranjivih tvari te se pri odumiranju pojedinih dijelova korijena u tlu
povedéava koli¢ina organskih tvari i nastaju povoljniji uvjeti za mikrobioloske aktivnosti.
Stablo sluzi za provodenje vode i u njoj otopljenih mineralnih tvari od korijena do listova, tj.
asimilata iz listova prema korijenu. Tijekom vegetacije nakupljaju se hranjive tvari koje su
potrebne za rast i razvoj loze sljedece godine. Lis¢e sluzi za fotosintezu, disanje i
transpiraciju. Na tankoj stapci zelene boje nalazi se cvijet koji je pri vrhu proSiren i tvori
cvjetnu lozu. Cvat nakon oplodnje i oblikovanja bobica, tj. nakon zavrSene cvatnje, postane
grozd. Bobica (Slika 1) je plod vinove loze, a gradena je od kozZice, mesa i u sredini smjestenih

sjemenki (Maletic i sur., 2008; Mirosevic¢ i Karoglan Konti¢, 2008).

Slika 1 Presjek bobice (Mari¢, 2020)

KoZica bobice sastoji se od viSe slojeva, a moZe biti tanka ili debela te manje ili viSe pokrivena
vostanom prevlakom. Uvjeti ¢uvanja, prijevoza ili susenja ovise o debljini i ¢vrstoéi kozZice
pojedine sorte. KozZica je prekrivena vostanom prevlakom (pepeljak ili masak) ¢ija je uloga
zasStita bobice od prevelike koli¢ine vlage i staniste je vinskim kvascima. Tvari arome i boje
uglavnom su smjestene u kozici. Dok su bobice nezrele, imaju zelenu boju zbog klorofila, a
nakon pocetka sazrijevanja dolazi do promjene boje. Kod bijelih sorti javljaju se ksantofili i

karoteni koji daju Zutozelene, jantarnozute, bijeloZute te druge nijanse Zute i narancaste
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boje. Sintezom antocijana kod crnih sorti razvija se svjetloruzi¢asta, tamnoruZi€asta, crvena,
tamnocrvena, ljubicasta i tamnoplava boja. Meso ¢ini najveci dio bobice pa o njemu ovisi
tehnoloska iskoristivost sorte (randman). Ono mozZe biti razlic¢ite konzistencije Sto ovisi o
namjeni sorte. Kod vinskih je sorti obi¢no mekano i so¢no. Broj sjemenki u bobici moze biti
od 1 do 4, ali postoje i sorte koje ne sadrze sjemenke i koje se koriste za proizvodnju grozdica

te za jelo u svjeZzem stanju (MiroSevic i Karoglan Konti¢, 2008; Maletic i sur., 2008).

2.2. VINO

2.2.1. Definicija vina

Vino je jedno od najstarijih pi¢a koje je vrlo kompleksno. Ono sadrzi stotine spojeva koji
imaju razlicite kemijske strukture i svojstva, medutim alkohol je kvantitativno najzastupljeniji
sastojak. Grozde ima najvaZniju ulogu jer je izvor kemijskog sastava i senzorskih svojstava
vina. Medutim, za kvalitetu vina bitni su i tehnologija proizvodnje te uvjeti dozrijevanja vina

(Alpeza, 2008).

Prema Uredbi (EU) br. 1308/2013 Europskog parlamenta i vijeca, vino je proizvod dobiven
isklju¢ivo potpunom ili djelomi¢nom alkoholnom fermentacijom izmuljanog ili cijelog svjezeg
grozda ili mosta. Uredba svjeze grozde definira kao plod vinove loze koji se koristi za
proizvodnju vina, dozreo ili djelomiéno prosusen, moze biti muljan ili presan uobiéajenim

postupcima u proizvodnji vina i moze spontano zapoceti alkoholnu fermentaciju (web 1).

2.2.2. Proizvodnja crnog vina

Crno se vino proizvodi od sorti grozda koje sadrze antocijane koji vinu daju crvenu boju. U
vecini sorti oni se nalaze u koZici bobica. Vino se dobiva otvorenim i zatvorenim vrenjem
masulja. Proces proizvodnje (Slika 2) sastoji se od sljedecih postupaka: muljanje — runjenje
grozda, maceracija masulja, sumporenje, dodavanje kvasaca, alkoholna fermentacija,
tijeStenje masulja i otakanje mosta, zavrsna alkoholna fermentacija, otakanje mladog vina s
taloga, bistrenje te odlezavanje. Peteljka se odvaja procesom runjenja, dok muljanjem dolazi
do izdvajanja soka iz bobica pri ¢emu se dobije masulj koji sadrzi sok, koZice i sjemenke.
Masulj se sumpori kako bi se sprijecilo kvarenje pri ¢emu se dodaje 10 do 15 g/hL kalijevog
metabisulfita. Procesom maceracije dolazi do izdvajanja fenolnih spojeva, bojila, tanina,

aroma i drugih sastojaka u most. Maceracija se provodi na temperaturama izmedu 20 25 °C.
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Anaerobnim procesom alkoholne fermentacije dolazi do pretvorbe Secera u alkohol i ugljikov
dioksid. Fermentacijom koja se odvija na temperaturama izmedu 15 i 20 °C dobije se vino
koje ima vedi udio alkohola i ugljikovog dioksida te izrazeniju aromu, a ujedno i manji udio
octene kiseline. Nakon zavrSetka alkoholne fermentacije slijedi tijeStenje, ¢ime se odvaja
grozdani sok. Malolakti¢ka fermentacija zavrsna je faza koja se izaziva pomoéu odgovarajucih
bakterija mlije¢ne kiseline. One se dodaju kako bi pretvorile jabuénu kiselinu u mlije¢nu
kiselinu i ugljikov dioksid. Nakon zavrSetka fermentacije, na dnu posude se nalazi talog
kojega je potrebno ukloniti. Da bi doSlo do odvajanja taloga, mlado vino se pretace. Kako bi
se uklonile koloidne Cestice koje su uzrok mutnoce vina, primjenjuju se sredstva za bistrenje.
Vino nakon toga odlezava u drvenim bacvama ili ¢elicnim spremnicima pri ¢emu dobiva svoj
puni okus te dolazi do razvoja arome. Starenje u bacvama naglasava karakteristike vina crnih
sorti medu kojima je i Cabernet Sauvignon. Prije nego $to se puni u boce, vino se bistri i

filtrira (lvi¢, 2022; Jackson, 2009; Law, 2006; Penavin, 2004).

fermentacija

sredstvo za

g hladna maceracija

mul_]anje runjenje dozrijevanje u

drvenim ba¢vama

» masulj bistrenje mosta

Zelatina
rvi pretok

sulfitiranje (talog od kvasca)

L most )
e ]
presanje - =
talog bistrenja mosta é\g
(hla 1 " ] S — :'
punjenje vina u boce stabilizacija bistrenje vina sredstvo za 5 2
bistrenje <
4 =£

ikrofiltracija plocasti filter

drugi pretok
(ﬁmgllarfll;:-eg)

Slika 2 Shematski prikaz proizvodnje crnog vina (Pichler, 2016)
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2.2.3. Cabernet sauvignon

Sorta grozda cabernet sauvignon (Slika 3) nastala je krizanjem cabernet franca i sauvignona
bijelog. To je ujedno najuspjesnija i najpopularnija vrhunska vinska sorta crnoga grozda.
Podrijetlom je iz pokrajine Bordeaux, a uzgaja se u cijelom svijetu. Grozde kasnije dozrijeva
pa ne dostigne potpunu zrelost u hladnim podnebljima te se dobiju slaba, ,zelena” vina s
mirisom zelene trave. Grozdovi su mali i stoZastog oblika, a bobice su okrugle, male do
srednje veli¢ine i crnomodre. KoZica bobice je otporna, dok je meso socno, a sok sladak.
Sorta je srednje rodnosti od koje se dobivaju vina iznimne kvalitete, tamnocrvene boje s
prijelazom na ljubi¢astu, s dosta tanina i malo kiselina. Zbog vece koli¢ine tanina, vino je
pogodno za starenje u hrastovim ba¢vama. Vino ima specificnu voénu aromu (visSnja, crni
ribiz, borovnica i kupina) i okus. Obi¢no sadrzi izmedu 12 i 13 vol.% alkohola, a sadrzZaj
ukupnih kiselina iznosi izmedu 5 i 7 g/L. Cabernet sauvignon cesto se mijesa sa sortama
grozda koje su mekanije i soCnije kao Sto su cabernet franc i merlot. Uz merlot je
najrasirenija svjetska crna sorta grozda (lvi¢, 2022; Krstulovi¢, 2008; Mirosevi¢, 2009;

Penavin, 2004; Simon, 2004).

Slika 3 Cabernet sauvignon (web 4)
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2.3. KEMIJSKI SASTAV VINA

Mnogi ¢imbenici utje¢u na kemijski sastav vina, a najznacajniji su: sastav grozda, zdravstveno
stanje, zrelost grozda, princip prerade i klimatski uvjeti koji su vladali prijasnjih godina. Stalni
¢imbenici uklju€uju sortu, polozaj i nain uzgoja grozda. Na kvalitetu vina najvise utjece

kemijski sastav mosta (Mari¢, 2020).

2.3.1. Voda

Voda je glavni sastojak vina, a s obzirom na koli¢inu alkohola udio se moZe mijenjati. U
vinima koja sadrze oko 12 vol.% alkohola, voda ¢ini 85 % ukupnog udjela. Veliki udio vode
znadi i veliku sposobnost otapanja razlicitih spojeva u vinu, a to ukljuc¢uje alkohole, kiseline i
soli, ali i manje kolic¢ine teskih sastojaka kao S$to su ulje, vosak i druge komponente. Grozde
sadrzi puno vece koli¢ine ulja i voska, ali zbog ograni¢ene topivosti i tehnologije koja ne

dopusta pucanje sjemenki, ta koli¢ina u vinu je jako mala (Alpeza, 2008).

2.3.2. Alkoholi

Alkohol je drugi sastojak po koli¢ini u vinu nakon vode. U vecini suhih vina njegov udio iznosi
od 12.0 do 14.0 vol.%. Metabolizmom kvasaca tijekom alkoholne fermentacije nastaje
etanol, a uz njega i ugljikov dioksid koji hlapi, dok se samo mali dio otapa u vinu. Poveéanjem
koli¢ine alkohola mijenjaju se fizikalna svojstva vode ¢ime se smanjuje njezin viskozitet, ali se

povecava topivost (Alpeza, 2008).

U vinu se nalazi nekoliko vrsta alkohola, ali samo je etanol u dovoljnoj koli¢ini te moze
utjecati na organoleptic¢ka svojstva vina kao Sto su trpkost, viskoznost, punoéa okusa te
doprinosi voénoj i slatkastoj aromi vina. Etanol ima sladak okus, ali kiselost vina smanjuje
njegov osjetilni znacaj. On smanjuje percepciju kiselosti te stoga kisela vina izgledaju manje
kisela i uravnoteZenija, ali malo pojacava slatko¢u Secera. Visoke koncentracije alkohola

(iznad 14 vol.%) izazivaju osjecaj peckanja (lvi¢, 2022; Jackson, 2009).

Metanol nastaje hidrolizom pektinskih spojeva koji se mogu pronadi u koZici bobice grozda.
Buduéi da proizvodnja crnih vina ukljucuje maceraciju i fermentaciju masulja, takva ¢e vina

imati veéu koncentraciju metanola te ona iznosi oko 150 mg/L (Ivi¢, 2022).
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Visi alkoholi koji se nalaze u koncentracijama ve¢im od 10 mg/L su propanol, izobutanol,
izoamilni alkohol i 2-feniletanol, dok se u koncentracijama manjim od 10 mg/L mogu pronadi

butanol, pentanol i heksanol (Moreno i Peinado, 2012).

2.3.3. Kiseline

Organske kiseline su skupina spojeva koje su odgovorne za okus vina jer je vino kiselo
alkoholna otopina. Kiselost vina mjeri se pomoéu ukupne titracijske kiselosti, a iskazuje se u
g/L vinske kiseline koja je najjaca kiselina i uglavnom je vrijednosti izmedu 5 i 6 g/L te pH
vrijednosti koja iznosi izmedu 3 i 4. Najvaznije su kiseline vinska, jabucna, limunska, mlijecna
te jantarna. Kako vino dozrijeva tako dolazi do promjena i kiselinskog sastava zbog reakcija s
etanolom pa nastaju esteri etanola procesom esterifikacije. Kiselinski sastav vina doprinosi
senzorskoj kakvodi, ali je bitan i za stabilnost vina pa je dopusten dodatak kiselina, uglavhom
vinske. Najznacajnija hlapljiva kiselina je octena kiselina, uz nju se javljaju i mravlja, maslacna
i propionska kiselina. Sve one imaju izrazen miris te se stoga uglavhom povezuju s
neugodnim mirisima. Glavne vinske kiseline, kao $to su vinska i jabucna, su nehlapljive

(Alpeza, 2008).

Karboksilne kiseline su bitne za senzorska svojstva vina kao i alkohol. One stvaraju
osvjezavajuce trpak okus ili kiselost (ako su u suvisku), a mogu utjecati na stabilnost i
obojenost vina. Stabilnost boje crnog vina postiZze se odrzavanjem niske pH vrijednosti pri
¢emu kiseline imaju vaznu ulogu. Poveéanjem pH vrijednosti, antocijani gube boju i mogu
poprimiti plavu boju. Vina koja imaju visoku pH vrijednost osjetljivija su na oksidaciju i
gubitak boje i arome. Od kiselina koje se mogu pronaci u vinu, jabucna kiselina ima najvecu
kiselost, mlijecna kiselina najmanje je kisela, dok je vinska kiselina izmedu jabucne i mlije¢ne.
Procesom malolakticke fermentacije dolazi do pretvorbe jabucne kiseline u mlije¢nu pri

¢emu dolazi do smanjenja osjetne kiselosti (Jackson, 2009).

2.3.4. Ugljikohidrati

U vinu se mogu pronac¢i monosaharidi, oligosaharidi, pektini, sluzave tvari te drugi

polisaharidi koji pripadaju skupini ugljikohidrata.

Udio Secera u vinu ovisi o sorti grozda, zdravlju i zrelosti bobice, klimatskim uvjetima i

drugim cimbenicima. Monosaharidi su najzastupljeniji, odnosno najvise ima glukoze i
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fruktoze. Od oligosaharida, u vinu se mogu pronadi saharoza, laktoza, maltoza, trehaloza i
rafinoza. Seceri se u vinu nalaze u koli¢ini izmedu 200 i 250 g/L. Kako bi se balansirali okusi u
vinu, Cesto se provodi ciljano prekidanje fermentacije pri ¢emu zaostaje odredeni udio
$ecera (do desetak g/L). Secer u vinu smanjuje gorcinu, trpkost i kiselost. Zabranjen je

dodatak Secera vinu osim u proizvodnji odredenih posebnih vina (Alpeza, 2008; Ivi¢, 2022).

Slatkoc¢a vina posljedica je prisutnosti Secera, osobito neprevrele fruktoze i glukoze. Ostali
neprevreli Seéeri su: arabinoza, galaktoza, ksiloza, ramnoza i riboza. PotjecCu iz grozda, ali ih

vinski kvasci nisu prevreli (Jackson, 2009).

Kvasci uglavnom koriste glukozu Sto je ujedno razlog zbog ¢ega se u vinu nalazi vise fruktoze
nego glukoze. Saharoza se obi¢no ne moze pronadi u vinu jer se male koli¢ine koje se nalaze
u grozdu tijekom fermentacije hidroliziraju u glukozu i fruktozu. Prisutnost saharoze

pokazatelj je da je u vino dodan Secer (Moreno i Peinado, 2012).

Pektini su gradevne jedinice koZice bobica koji procesom prerade grozda prelaze u vino.
Bududi da otezavaju bistrenje i filtraciju vina zbog stvaranja kompleksa s koloidima, u vino se

dodaju pektoliticki enzimi koji poticu njihovu razgradnju (lvi¢, 2022).

2.3.5. Esteri

Esteri su vazna skupina spojeva jer osim S$to su vazni za okus, imaju posebnu vaznost za
aromu vina. Vise od 160 estera izolirano je iz vina. U vinu se nalaze dvije skupine estera, a to
su ,,voéni“ esteri koji nastaju tijekom alkoholne fermentacije te druga skupina estera koja
nastaje tijekom dozrijevanja vina. ,Vo¢ni“ su esteri bitan faktor za razvoj bouquet-a mladih
vina. Ako se vino ¢uva u neodgovarajuéim uvjetima, koncentracija estera opada buduci da su
vrlo hlapljivi spojevi. Tijekom starenja vina nastaju esteri vinske, mlijeéne i jabuéne kiseline,
ali oni su slabog mirisa, dok esteri jantarne kiseline doprinose aromi muskatnih vina.
Najzastupljeniji u vinu je etil-acetat koji pridonosi voénosti vina u koncentracijama izmedu 50

i 60 mg/L, dok vece koli¢ine povecaju dojam octikavosti (Alpeza, 2008; Jackson, 2009).

2.3.6. Tanini

Tanini se nalaze u sjemenkama, peteljkama i koZici grozda. Dijele se na kondenzirane i
hidroliziraju¢e tanine. Kondenzirani tanini se sintetiziraju u koZicama i sjemenkama bobica i

to su oligomeri ili polimeri flavanola. Hidrolizirajuéi tanini su galna kiselina ili esteri elaginske
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kiseline i glukoze te potjecu iz drveta. Tijekom dozrijevanja, tanini reagiraju s antocijanima
pri ¢emu stvaraju stabilnije pigmente te gotovom vinu daju teksturu i strukturu (Alpeza,

2008; Law, 2006).

2.3.7. Aldehidii ketoni

Acetaldehid je najceséi aldehid u vinu i ¢esto Cini vise od 90 % ukupnog sadrZaja aldehida. U
kombinaciji s drugim oksidiranim spojevima, doprinosi bouquet-u vina. Na senzorsku
kvalitetu vina utjecu i furfural i 5-(hidroksimetil)-2-furaldehid ¢iji miris podsje¢a na karamelu.
Fenolni aldehidi, kao $to su vanilin i cinamaldehid, mogu se nakupljati u vinima ako su
dozrijevala u hrastovim bac¢vama, dok benzaldehid ima miris gorkog badema i karakteristi¢an
je za vina od grozda gamay. Mnogi ketoni nastaju procesom fermentacije, ali samo mali broj
ima utjecaj na senzorska svojstva vina. Glavna iznimka je diacetil koji u niskim
koncentracijama daje orasast, maslacni ili prepeceni okus. Medutim, u visokim koncentracija
stvara maslacno-mlije¢ni miris, a to je najéesée rezultat kvarenja koje uzrokuju odredeni

sojevi bakterija mlije¢ne kiseline (Jackson, 2009).

2.3.8. Polifenolni spojevi

Polifenoli (Slika 4) pripadaju skupini molekula biljnog podrijetla. Strukturu tvori aromatski
prsten s kojim je vezana jedna ili nekoliko hidroksilnih skupina (-OH). Mogu se pronaci u
vocu, povréu, vinu, ¢aju, kavi i voénim sokovima u razlic¢itim koli¢inama. Procesom vinifikacije
ekstrahiraju se u crno vino polifenoli iz kozica, sjemenki i usploda crnog grozda.
Koncentracija i sastav polifenola ovisi koja je sorta groida, postupak uzgoja vinove loze,

klimatskim uvjetima, ali i primijenjenim metodama izrade vina (Moreno i Peinado, 2012).
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Slika 4 Strukturne formule polifenola u vinu (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009)

Polifenoli utje€u na karakteristike kao $to su boja, aroma, oporost i gorcina, a time i na samu
kvalitetu vina. Mnoga su istraZivanja dokazala da namirnice bogate polifenolima pozitivno
utjecu na zdravlje ljudi zbog antioksidacijskog ucinka polifenola, a upravo vina, crna vina
osobito, sadrie vece koncentracije polifenolnih tvari (od 1000 mg/L do 1300 mg/L).
Istrazivanja takoder pokazuju da njihovo antioksidacijsko djelovanje Sstiti od razvoja
koronarnih bolesti te od nastanka ateroskleroze. Smatra se da se moguénost obolijevanja od
upravo tih bolesti smanjuje umjerenom konzumacijom vina, a potvrdeno je i
antikancerogeno, antimikrobno i protuupalno djelovanje polifenolnih tvari. Za njihovu se
analizu najcesée koriste tankoslojna kromatografija (TLC) i tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC). Medutim, danas se sve viSe upotrebljavaju vezani sustavi plinske ili
tekucinske kromatografije sa spektrometrijom masa, kapilarna elektroforeza, tekudinska
kromatografija s nuklearnom magnetskom rezonancijom te ciklicka voltametrija kojom je
moguce brzo detektirati fenolne antioksidanse u hrani, ali i u fizioloSkim sustavima kao $to su

krv ili urin (Rastija i Medié-Sari¢, 2009).
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Fenoli koji su prevladavajuci u vinu, mogu se podijeliti na flavonoide i neflavonoide (Jackson,

2009).

Polifenoli su jedna od najbrojnijih skupina spojeva u biljkama kojoj pripada vise od 8000
razli¢itih spojeva. Sudjeluju u kemijskim promjenama tijekom zrenja i dozrijevanja voca te su
ukljueni u mehanizme formiranja okusa, boje i arome koja je karakteristicna za svaku
pojedinu vrstu voca. Preradom svjeZega voca dolazi i do razli¢itih nepozeljnih procesa u koje

su polifenoli takoder ukljuc¢eni (Popovi¢, 2019).

Jedna od najvaznijih uloga polifenola je ta da doprinose obojenosti hrane. Vrlo su vazne
komponente grozda i vina jer doprinose senzorskim svojstvima kao Sto su boja, gorcina i
trpkost, a uz to su ukljuéeni u reakcije oksidacije i proces starenja vina (Moreno i Peinado,

2012).

2.3.8.1 Flavonoidi
Flavonoidi su najveca i najvaznija skupina polifenola koja sadrzi vise od 5000 spojeva. U
prirodi se uglavnhom nalaze kao glukozidi, tj. povezani su s molekulama Secera (najcesée s

glukozom) (Jakobek, 2007).

2.3.8.2 Flavanoli i proantocijanidi

Flavanoli ili flavan-3-oli ¢ine veliku skupinu koja se sastoji od razli¢itih izomera katehina i
njegovih polimera. Strukturu katehina cine dva asimetri¢na ugljika (C2 i C3) ¢ime je
omoguceno stvaranje Cetiri razliita izomera (Moreno i Peinado, 2012). Nemaju dvostruku
vezu izmedu C2 i C3 atoma te se po tome razlikuju od ostalih flavonoida. U heterociklickom
prstenu na mjestu C4 nemaju atom kisika, a to im je ujedno zajednicka osobina s
antocijanidinima. Hidroksilacija na C3 atomu zajedno s ovim osobinama omoguéuju im da
sadrZe dva kiralna centra na atomima C2 i C3 te uz to Cetiri mogudéa dijastereoizomera.
Katehin ima trans konfiguraciju dok epikatehin je izomer s cis konfiguracijom. Flavanoli se
mogu pronaci u vocéu, a osobito u kozici grozda, borovnicama i jabukama. Proantocijanidini

su polimeri koje stvaraju katehin i epikatehin (Popovi¢, 2019).

2.3.8.3 Antocijani
Antocijani su primarni pokazatelji boje crnog grozda i vina. Oni sadrze pigmente ruzicaste,
crvene, narancaste, plave i ljubicaste boje. U grozdu se uglavnhom mogu naci kao glukozidi, a

to su spojevi koji sadrze jednu ili viSe molekula glukoze. Takav spoj povecava topljivost u vodi
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i kemijsku stabilnost. Glikozid se takoder moZze vezati sa kafeinskom, octenom ili kumarnom
kiselinom. Malvidin je prevladavajuéi antocijan u vecini crnog grozda. Kod vecine mladog
crnog vina, crvena nijansa dolazi upravo od ovog spoja. Koncentracija drugih antocijana i
razli€itih spojeva koje mogu tvoriti ovisi o sorti grozda. Zbog toga sorte grozda imaju razlicite
nijanse crvene boje. Americke vrste (Vitis riparia ili Vitis rupestris) sadrze diglikozide. Zbog
razlike u sastavu antocijana, moZe se odrediti koja su vina od europske, a koja od americke
vrste loze. Za antocijane je karakteristicna kopigmentacija pri ¢emu dolazi do poveéanja
intenziteta boje. Proces polimerizacije Stiti molekulu antocijana od oksidacije ili drugih
kemijskih promjena. Uz to, polimerizacijom se povecava topljivost, a smanjuje se gubitak
tanina i pigmenata. Crvena boja vina moZe biti u rasponu od tamnocrveno-ljubicaste do
blijedo smede crvene boje. Svijetla boja vina je pokazatelj da je groide bilo nezrelo ili
tehnologija proizvodnje vina nije bila dobra. Intenzivnije pigmentirane sorte, kao $to su
shiraz i cabernet sauvignon, mogu zadrzati duboku crvenu boju desetlje¢ima (Jackson, 2009;
Moreno i Peinado, 2012). U prirodi su najzastupljeniji: cijanidin, malvidin, delfinidin,

pelargonidin, petunidin i peonidin (Slika 5) (Popovi¢, 2019).
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‘ O HO._~_-Ox
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OH o
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pelargonidin peonidin petunidin

Slika 5 Strukturne formule najzastupljenijih antocijanidina (Popovié, 2019)

2.3.8.4 Neflavonoidi

Skupinu neflavonoida Cine fenolne kiseline koje su podijeljene u dvije glavne skupine, a to su
hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Ova skupina takoder sadrzi i stilbene, hlapive
fenole, lignane, kumarine i dr. Fenolne kiseline mogu se pronaci u vakuolama stanica kao i u

mesu i koZici grozda dok ih najvise ima u koZzici bobice. Nemaju odredenu aromu niti okus, ali
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su prekursori nekih hlapivih fenola koje stvaraju mikroorganizmi. Hidroskibenzojeve kiseline
mogu se pronadi u grozdu u glikoliziranim oblicima ili kao esteri. Glavna je hidroksibenzojeva
kiselina galna kiselina koja se u crnim vinima nalazi u koncentraciji od 95 mg/L.
Hidroksicimetne kiseline su uglavnom prisutne kao esteri vinske kiseline iako se mogu
pronadii u glikoliziranim oblicima. Njihove su koncentracije veée u koZici nego u mesu bobice

te ih ima u veéim koncentracijama u crnim nego u bijelim vinima (Moreno i Peinado, 2012).

Fenolne kiseline najce$ée su derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Uglavnom
su esterificirane s kina ili vinskom kiselinom te se rijetko mogu pronaci u slobodnom obliku.
Vezane se fenolne kiseline jedino oslobadaju alkalnom ili kiselinskom hidrolizom ili pomocu

enzima (Popovié, 2019).

2.3.9. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi su spojevi koji usporavaju ili sprjeavaju oksidaciju u organizmu pri ¢emu
neutraliziraju slobodne radikale. Drugim rije¢ima, antioksidacijska aktivnost je sposobnost
odredenih tvari da razli¢éitim mehanizmima stabiliziraju tvari koje mogu dovesti do
oksidativnih promjena (Popovié, 2019). Izvori antioksidansa su ljudski organizam, koji je u
mogucnosti proizvesti ih pomoéu vitamina i minerala, te hrana koja se svakodnevno

konzumira (Antolovich i sur., 2002).

Prirodni antioksidansi su osjetljivi na kisik Sto je nepoZeljno svojstvo, osobito kod izlaganja
suncu, suSenju i visokoj temperaturi. Antioksidacijska aktivnost ovisi o strukturnim
svojstvima antioksidansa, temperaturi, svojstvima supstrata, koncentraciji, fizikalnom stanju

sustava kao i o prisutnosti sinergista ili prooksidansa (Munteanu i Apetrei, 2021).

Kao antioksidans, u hrani moze djelovati bilo koji sastojak koji moze odgoditi, sprijediti ili
zaustaviti kvarenje hrane ili sprijeciti stvaranje nepozeljne arome koja nastaje kao posljedica
oksidacije. Vitamini (A, Ci E) i polifenoli koji se nalaze u vocu i povréu sadrze antioksidacijsku
aktivnost. Dva su nacina kako antioksidansi mogu usporiti ili inhibirati oksidaciju. Prvi je
nacin uklanjanje slobodnih radikala pri ¢emu se taj sastojak definira kao primarni
antioksidans. Primjena mehanizma koji ne ukljuéuje direktno uklanjanje slobodnih radikala je
drugi nacin, a sastojak se moZe definirati kao sekundarni antioksidans. Primarnim
antioksidansima pripadaju fenolne tvari, dok sekundarni djeluju kroz razlicite mehanizme.

Ako je uz sekundarne antioksidanse prisutna neka druga manja komponenta, oni samo tada
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pokazuju antioksidacijsku aktivnost. Primjer je limunska kiselina koja postaje aktivna jedino
ako su prisutni metalni ioni ili askorbinska kiselina koja je aktivna u prisutnosti tokoferola ili

nekog drugog primarnog antioksidansa (Kopjar, 2007).

Antioksidacijsko svojstvo polifenolnih spojeva temelji se na njihovoj sposobnosti doniranja
vodikovih atoma te tako hvataju slobodne radikale stvorene reakcijom peroksidacije lipida

(Popovi¢, 2019).

2.3.9.1 Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Metode kojima se odreduje antioksidacijska aktivnost dijele se u dvije skupine: HAT (eng.
hydrogen atom transfer) i SET (eng. single electron transfer) metode. HAT metode se temelje
na prijenosu atoma vodika mjereci sposobnost antioksidansa da ukloni slobodne radikale
doniranjem atoma vodika. SET metode koje se temelje na prijenosu jednog elektrona jos se
nazivaju i ET (eng. electron transfer) metodama te odreduju sposobnost antioksidansa da
prenese elektron kako bi smanjio koli¢éinu slobodnih radikala. Metode koje mjere
antioksidacijsku aktivnost su brze, dostupne i uglavnom automatizirane (Munteanu i Apetrei,

2021).

U SET metodama antioksidativno djelovanje se simulira odgovaraju¢om probom s redoks
potencijalom pri ¢emu antioksidans reagira s fluorescentnom ili obojenom probom (odnosno
oksidiraju¢im sredstvom) umjesto s peroksidnim radikalom. Spektrofotometrijske metode
mjere intenzitet obojenja. Koncentracija antioksidansa u uzorku povezana je sa stupnjem
promjene boje (povedéanje ili smanjenje apsorbancije probe pri zadanoj valnoj duljini) (Apak i

sur., 2013).
U HAT metode pripadaju:
* ORAC metoda (eng. Oxygen Radical Absorption Capacity),
= HORAC metoda (eng. Hydroxy! Radical Antioxidant Capacity),
= TRAP metoda (eng. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant Parameter) i

= TOSC metoda (eng. Total Oxyradical Scavenging Capacity) (Munteanu i Apetrei,
2021).

SET metodama pripadaju:

= CUPRAC metoda (eng. Cupric Reducing Antioxidant Capacity),
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» FRAP metoda (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power),
* FCR metoda (Folin-Ciocalteu reagens),

» DPPH metoda (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil),

» TEAC metoda (eng. Trolox-equivalent Oxidant Capacity) i

* ABTS metoda (2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) (Apak i sur.,

2013).

2.4. KONVENCIONALNO VINOGRADARSTVO

Kod konvencionalnog uzgoja vinove loze upotrebljava se mehanizacija, pesticidi ili mineralna
gnojiva, krizanje kako bi se stvorile nove sorte te se koristi velika koli¢ina energije, a sve to
kako bi se postigao Sto vedi prinos te odgovarajuéi kemijski sastav i tehnoloSka zrelost
zbog Ceste primjene pesticida, umjetnih gnojiva kao i kemijskih preparata koji suzbijaju
bolesti i nametnike. Tijekom branja grozda moze do¢i do mehani¢kog ostecenja vinove loze i
tla upotrebom mehanizacije, dok kemijski preparati nepovoljno utje¢u na biolosku aktivnost
tla. Proizvodnja vina konvencionalnim postupkom uklju¢uje muljanje i runjenje, maceraciju,
alkoholnu i malolakticku fermentaciju, otakanje, presanje, bistrenje i na kraju odlezavanje.
Kako bi se sprijeio razvoj nepozeljnih mikroorganizama, kvarenje te suzbile reakcije

oksidacije, primjenjuje se postupak sumporenja (Ivi¢, 2022).

2.5. EKOLOSKO VINOGRADARSTVO

U danasnjoj poljoprivrednoj proizvodnji, ekoloSko vinogradarstvo se sve viSe razvija.
Medutim, u odnosu na ukupne povrsine pod ekoloskom proizvodnjom, povrsine na kojima
su zasadeni ekologki vinogradi se sporije poveéavaju. Svicarska, Austrija i Njemacka su zemlje
u kojima je ekoloSka svijest vrlo razvijena, stoga su upravo u tim zemljama postavljeni

temeljni ciljevi ekoloSkog vinogradarstva.

U Pravilniku o ekoloskoj poljoprivrednoj proizvodnji (NN 19/2016), navedeni su svi
tehnoloski postupci, mjere i sredstva koja su pozeljna i mogu se koristiti u uzgoju grozda i
proizvodnji vina, ali i oni koji su zabranjeni. Odredeno je takoder i vrijeme koje je potrebno

da bi se preslo na ekolosku proizvodnju, odnosno vrijeme koje je potrebno da bi se
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tehnologija proizvodnje uskladila s nacelima ekoloskog uzgoja kako bi se proizvodi mogli
deklarirati kao ekoloski i imati odgovarajuci znak. U vinogradarstvu je to razdoblje od tri do
pet godina. Povrsine koje se mogu koristiti za ekoloski uzgoj moraju biti bez industrijskog
oneciscenja ili oSteéenja, a ekoloski vinogradi moraju biti udaljeni od prometnica najmanje

50 metara (MiroSevic i Karoglan Konti¢, 2008).

2.5.1. Ciljevi ekoloSkog vinogradarstva

Ciljevi ekoloSkog vinogradarstva najbolje opisuju svrhu ekoloSkog nacina uzgoja vinove loze,
a iz njih je moguée uoditi i glavne razlike u odnosu na konvencionalnu proizvodnju. Za
pocetak je potrebno odrZavati i povecavati prirodnu plodnost tla koriStenjem prikladnih
uzgojnih mjera, a pritom izbjegavajuéi prekomjernu obradu tla, upotrebu lako topivih
sinteti¢kih gnojiva i herbicida. Preduvjet za uspjesSnu proizvodnju je uzgoj zdravih i otpornih
biljaka, ali bez primjene sredstava koja onecis¢uju okoliS. Kako bi se postigli uvjeti kao u
prirodnim ekosustavima, potrebno je poticati raznolikost biljnih i Zivotinjskih vrsta unutar
samog vinograda. Potrebno je smanjiti onecis¢enje vode i tla jer se u konvencionalnoj
poljoprivredi upotrebljavaju velike koli¢ine agrokemikalija koje uzrokuju niz problema jer
ispiranjem iz tla onecis¢uju nadzemne i podzemne vode. Jedan od ciljeva je i uspostavljanje
zatvorenog proizvodnog ciklusa mjeSovitog poljoprivrednog gospodarstva koje ukljucuje
biljnu i stoéarsku proizvodnju pri éemu se organski ostaci ponovo iskoristavaju kao gnojivo.
Kako bi se dobilo vino visoke kvalitete potrebno je uzgojiti grozde koje je takoder visoke
kvalitete s povoljnim organolepti¢kim svojstvima. Kao posljednji je cilj postavljeno paZljivo

gospodarenje prirodnim resursima pri ¢emu ¢e se omogucditi sigurnija egzistencija ¢ovjeka jer

.....

2.5.2. Prerada grozda i proizvodnja vina

Nema velikih razlika pri preradi grozda i proizvodnji vina u ekoloSkom uzgoju u odnosu na
konvencionalnu proizvodnju vina. Glavni je uvjet da je groZde koje se koristi za proizvodnju
vina uzgojeno prema propisanim smjernicama. Prilikom branja, grozde se bere ru¢no kako bi
se ubrali samo zreli i zdravi grozdovi, dok se izbjegava koriStenje mehanizacije kako ne bi
doslo do ostecenja vinove loze i tla. Procese koji se odvijaju u vinu se nastoji prepustiti
prirodnom tijeku te se izbjegava skracivanje odredenih faza kako bi se smanjio utroSak

energije i enoloskih sredstava. Kod primjene metoda, uvijek se prednost daje fizikalnim

19



2. Teorijski dio

metodama nad kemijskim. Prema Zakonu o vinu (NN 32/2019), dopusteno je koristiti
sumporastu kiselinu, ali njena koli¢ina treba biti Sto manja. Kada se biraju enoloska sredstva,
pozeljno je izbjegavati ona ¢ija je uporaba dvojbena s gledista zdravlja ljudi i ocuvanja
okolisa. Pri proizvodnji vina u ekoloSkom vinogradarstvu, teZi se postizanju vina s povoljnim
organolepti¢kim svojstvima i visokom prehrambenom vrijednoséu (lvi¢, 2022; MirosSevic i

Karoglan Konti¢, 2008).

2.6. MEMBRANSKI PROCESI

Membranski procesi imaju sve znacajniju upotrebu u podrucjima prehrambenog
inZenjerstva, biotehnologije i kemijskog inZenjerstva. Primjena polupropusnih membrana
temelj je membranskih procesa. One imaju odredenu kemijsku i fizicku strukturu te
posjeduju selektivnu sposobnost propustanja ili zadrzavanja odredenih molekula i iona (Slika
6). Postojanje membrane zajednicka je osobina svih membranskih procesa. Taj tanki sloj,
membrana, razdvaja dvije tekuce faze te tako omogudéava selektivni transport tvari kroz
membranu djelovanjem neke pogonske sile, a najéesée je to tlak. Ulazna se otopina potiskuje
kroz membranu djelovanjem tlaka. Razdvajanjem otopine dobiju se permeat i retentat.
Permeat Cine sve komponente faze koje su prosle kroz membranu te se tako u njemu
smanjuje koncentracija otopljenih tvari. Retentat su sve komponente neke frakcije koje nisu
prosle kroz membranu, a pri tome mu se poveéava koncentracija tvari tijekom filtracije.
Najvecu upotrebu imaju tla¢ni membranski postupci: mikrofiltracija (MF), ultrafiltracija (UF),
nanofiltracija (NF) i reverzna osmoza (RO) (Tablica 1) (Herceg, 2009; Herceg, 2011; Lovri¢,
2003; Popovi¢, 2019).
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Slika 6 Osnovni princip membranske filtracije (Popovi¢, 2019)
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Tablica 1 Veli¢ine pora, raspon transmembranskih tlakova za razli¢ite membranske procese

(Mijatovi¢ i Matosi¢, 2020)

Proces Velic¢ina pora (nm) Tlak (bar)
MF > 100 0,1-2
UF 5-100 1-5
NF 1-5 5-20
RO <1 10-100

S obzirom na cilj separacije, membranski se procesi mogu podijeliti na procese koji sluze za:

= odjeljivanje,

= prociS¢avanje,

=  koncentriranjei

= posredovanje pri reakciji (Mijatovi¢ i Matosi¢, 2020).

Osnovna klasifikacija membranskih postupaka mozZe se provesti prema:

* mehanizmu zadrZavanja,
=  membranskoj strukturi,

= pokretackoj sili i

= fazama u kontaktu (Popovi¢, 2019).

2.6.1. Mikrofiltracija

Od svih membranskih procesa, mikrofiltracija najviSe podsje¢a na klasi¢nu filtraciju jer su

pore veli¢ine od 0,05 do 1 um S$to omogucava zadrzavanje grubih cestica (Mijatovic¢ i

Matosi¢, 2020). Radni tlak iznosi od 0,5 do 2 bara (Conidi i sur., 2020). Membrane mogu biti

izradene od razlicitih vrsta materijala kao Sto su organski (polimeri) ili anorganski materijali

(keramika, metal, staklo). Kod mikrofiltracije vrlo ¢esto dolazi do zacepljivanja membrana sSto
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se ocituje kao fenomen apsorpcije, a uzrok su vrsta materijala od kojeg je izradena
membrana te karakteristike medija koji se filtrira. Pri tome dolazi do opadanja protoka
prilikom filtracije pa je potrebno redovno ¢is¢enje membrana. U industriji se upotrebljava za
bistrenje i filtraciju razliitih vrsta piéa (vino, pivo, voéni sok) (Mijatovi¢ i Matosi¢, 2020;

Mulder, 1996).

2.6.2. Ultrafiltracija

Ultrafiltracijom se separiraju otopljene tvari veé¢ih molekularnih masa iz otopine primjenom
tlaka. Veli¢ina pora je izmedu 0,05 um i nekoliko nanometara (Mijatovi¢ i Matosi¢, 2020).
Radni tlak iznosi izmedu 1 i 10 bara (Conidi i sur., 2020). Membrane su uglavnom
asimetricne, a membrana ima najmanje pore prema ulaznoj otopini koje se onda kroz
presjek membrane poveéavaju prema strani permeata. U industrijskim se procesima koristi
za koncentriranje mlijeka i sirutke te proizvodnji sira, za bistrenje vina, voénih sokova i piva

(Mijatovi¢ i Matosi¢, 2020).

2.6.3. Nanofiltracija

Nanofiltracija je membranski proces kod kojega se na membrani osim vecih molekula
zadrZavaju i manje molekule kao Sto su neke anorganske soli i manje organske molekule
(monosaharidi i disaharidi) (Popovi¢, 2019). Membrane imaju sposobnost razdvajanja
izmedu onih za ultrafiltraciju i reverznu osmozu (Conidi i sur., 2020). Princip razdvajanja kod
nanofiltracije i reverzne osmoze je jednak dok se razlikuju u veli¢ini molekula koje zaostaju
na membrani te veli¢ini pora membrane (Popovi¢, 2019). Veli¢ine pora na membrani su u
rasponu od 0,5 do 2 nm, dok su radni tlakovi u rasponu od 5 do 40 bara (Conidi i sur., 2020).
Membrane koje se koriste za nanofiltraciju posjeduju veée pore i veéu propusnost od
membrana za reverznu osmozu, stoga je potrebna primjena manjeg procesnog tlaka.
Membrane propustaju manje organske (soli, organske kiseline) i anorganske molekule, stoga
permeat nije Cista voda kao kod reverzne osmoze. Membrane za nanofiltraciju sadrze dva
sloja te su uglavnom kompozitne. Gornji i potporni sloj se izraduju od razlic¢itih polimernih
materijala te propustaju veéi udio monovalentnih nego dvovalentnih i trovalentnih iona.
Nanofiltracija se u prehrambenoj industriji koristi za koncentriranje mosta, rekuperaciju
arome kod proizvodnje voénih sokova te za koncentriranje i demineralizaciju mlijeka

(Popovi¢, 2019).
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2.6.4. Reverzna osmoza

Reverzna osmoza primjenjuje se za selektivno otklanjanje mikromolekularnih otopljenih tvari
Cije molekule imaju dimenzije jednakog reda veli¢ine poput molekula vode. Te tvari su
anorganski ioni i druge male molekule koje u otopini razvijaju znacajan osmotski tlak pa se
stoga upotrebljavaju visoki radni tlakovi kako bi se nadvladao njihov osmotski tlak (Lovrié,
2003). Veli¢ine pora membrana iznose od 0,1 do 1 nm, a radni tlakovi su u rasponu od 30 do
120 bara. Najcesce se upotrebljavaju kompozitne i asimetricne membrane. Gornji i potporni
sloj potonjih su izgradeni od istoga materijala dok su oni kod kompozitnih membrana
izgradeni od razlicitog materijala (Popovi¢, 2019). Na mehanizam razdvajanja utjecu oblik i
veli¢ina molekula kao i naboj iona (Conidi i sur., 2020). Reverzna se osmoza u prehrambenoj
industriji primjenjuje za koncentriranje mosta od grozda, vina, voénih sokova kao i za mnoge

druge mogucnosti uporabe (Popovié¢, 2019).

2.6.5. Vrste membrana

Membrane se mogu definirati kao selektivna barijera izmedu dviju faza. One se opcenito
mogu podijeliti na bioloske (stani¢ne) i sinteticke membrane. Sinteticke se membrane mogu
podijeliti u skupine s obzirom na fizicku strukturu, mehanizam separacije, geometrijski oblik i

kemijski sastav (Mulder, 1996).
S obzirom na strukturu, membrane se dijele na:
®* homogene (izgradene od jedne vrste materijala) i
= heterogene (izgradene od viSe vrsta materijala).
S obzirom na fizi¢ku strukturu, membrane mogu biti:
= simetricne,
= asimetricne i
=  kompozitne.
Prema mehanizmu separacije, membrane se dijele na:
" porozne,

=  neporozne i

23



2. Teorijski dio

= membrane s ionskom izmjenom.

Prema geometrijskom obliku, membrane mogu biti:

ravne (planarne) membrane,

kapilarne membrane,
= cijevne membrane i
= membrane u obliku Supljih vlakana.
Prema kemijskom sastavu, membrane se mogu podijeliti na:
= organske membrane (izradene od organskih polimera) i

= anorganske membrane (izradene od keramike, stakla i metala) (Mulder, 1996; Osada

i Nakagawa, 1992).

2.6.6. Vrste modula

Modul predstavlja najmanju jedinicu koja se moze sastojati od jedne ili viSe membrana te
potrebne prateée potporne strukture. Moduli su, serijski ili paralelno, zajedno povezani te
broj povezanih modula ¢ini stupanj nekog membranskog postrojenja Sto omogudava i
jednostavnu promjenu kapaciteta uredaja izmjenom nacdina povezivanja modula ili
mijenjanjem njihovog broja. Stoga se ovisno o namjeni, mogu izradivati laboratorijski moduli
manjih kapaciteta, ali i industrijska postrojenja znatno veceg kapaciteta. Modul cine
membrana i kuciSte, a sama membrana je ugradena u kuciste. U kuciSte se dovodi dobavna

otopina, a odvodi retentat i permeat.
Konstrukcijom modula Zeli se postici:
= Sto bolja iskoristivost aktivne membranske povrsine,
= velika otpornost na koroziju i radni tlak,
= da se u relativno malom volumenu dobije Sto veca povrsina,

= jstovremeno Sto veca turbulencija, dobri hidraulicki uvjeti potrebni za smanjenje

koncentracijske polarizacije i smanjenje stvaranja taloga,

= da ne bude previsok pad tlaka u modulu i
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= kontrola ispravnosti svake membrane, moguénost pravilnog rada, lako ¢iséenje te

brza i jednostavna zamjena oStecene membrane.
Ovisno o konstrukciji, razlikuje se nekoliko tipova modula:
= plocasti moduli,
= cijevni moduli,
= spiralni moduli,
= moduli sa Supljim vlaknima i

= kapilarni moduli (Lovri¢, 2003; Popovic, 2019).

2.6.7. Membranski procesi u vinarstvu

Suvremena proizvodnja vina veliku pozornost pridaje svim operacijama tijekom proizvodnje,
od same berbe groZda pa do punjenja u boce. Operacije bistrenja i filtracije vina imaju
utjecaj na kemijska i organolepticka svojstva vina, a osobito na njihovu odrzivost i stabilnost
u procesima €uvanja i transporta. Razvojem novih materijala za izradu membrana i tipova
modula, doslo je do prosSirenja primjene membranskih procesa u procesima stabilizacije i
filtracije vina. Upotrebom membranske filtracije iz vina se odstranjuju Cestice koje stvaraju
mutnocu i dijelom otopljene makromolekule (proteini) koje mogu dovesti do naknadnog

zamudenja vina. Procesom filtracije vino se bistri i stabilizira (Pozderovic i sur., 2010).

2.7. KROMATOGRAFSKE METODE

Kako bi se odijelili, identificirali i kvantitativno odredili kemijski sastojci prisutni u smjesama,
koristi se metoda kromatografije. Zajednicka osobina svih kromatografskih postupaka je
postojanje mobilne (pokretne) faze i stacionarne (nepokretne) faze. Mobilna faza moze biti
plin ili tekuéina, dok stacionarna faza moze biti ¢vrsta tvar ili tekucina (Skoog i sur., 1999).
Kromatografija se bazira na pojavama kao $to su razdvajanje na osnovu fizikalnih ili kemijskih
karakteristika, adsorpcija, ionska izmjena ili iskljuéenje kojima se omogucava odjeljivanje

sastojaka iz smjesa (Popovic¢, 2019).
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2.7.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kod tekudinske kromatografije (Slika 7), mobilna faza je tekucina. Sastojci su uzorka
teku¢inom noSeni kroz stacionarnu fazu koja je smjesStena u koloni. Sastojci se kroz
stacionarnu fazu krecu razli¢itim brzinama na temelju kojih dolazi do odjeljivanja sastojaka u
koloni. Razlikuje se nekoliko vrsta tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti:
adsorpcijska kromatografija, razdjelna kromatografija, kromatografija ionske izmjene i
kromatografija na gelu. NajviSe se primjenjuje razdjelna kromatografija koja se uobicajeno
dijeli na kromatografiju u sustavu tekudina-tekucina te na kromatografiju u sustavu vezane
faze. Razlikuju se po nacinu na koji je stacionarna faza vezana na punilu. Stacionarna faza u
koloni je najéesce silikagel na koji su vezane razli¢ite organske skupine (Jakobek, 2007;

Popovi¢, 2019; Skoog i sur., 1999).

uzorak [ ]
[ i i m
HPLC injektor - | detektor
pumpa :u—' .
HFLC kolona

HPLC obrada podataka
otapalo v

otpad

Slika 7 HPLC sustav (Popovi¢, 2019)
2.7.1.1 Odredivanje polifenola HPLC metodom

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti ima najSiru primjenu u analizi polifenola
(Rastija, Medié-Sari¢, 2009). Odabir kolone koja ¢e se upotrijebiti za analizu fenolnih kiselina i
flavonoida ovisi ne samo o grupi flavonoida koji se Zele razdvojiti, ve¢ i o karakteristikama
stacionarne faze koja treba omoguditi zadovoljavaju¢u retenciju, oblik pika i selektivnost
(Popovi¢, 2019). Upotrebom HPLC metoda, u vinu su identificirane i kvantificirane brojne
polifenolne tvari. Kod odabira metode, vazan je nacin priprave uzorka vina te skupina
spojeva koju se Zeli analizirati. Pored izbora kolone, bitan je i nacin eluiranja te izbor
pokretnih faza. Najées¢i nacin eluiranja je gradijentan. Koriste se dva sustava otapala pri
¢emu je jedno polarno kao Sto je vodena otopina octene, fosforne, perklorne ili mravlje
kiseline dok je drugo manje polarno otapalo kao Sto je zakiseljeni metanol ili acetonitril. U

crnome vinu, jednostavnim se izokratnim ispiranjem analiziraju mircetin i kvercetin. Tijekom
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izokratnoga ispiranja ne dolazi do promjene sastava pokretne faze. Polifenoli apsorbiraju u
vidljivom i ultraljubicastom dijelu spektra te se za njihovu detekciju analiza HPLC-om temelji
na mjerenju apsorbancije ultraljubiastog i vidljivog (Vis) zracenja koriStenjem UV-Vis
detektora. Kako bi se povedala selektivnost i osjetljivost HPLC analize, uvodi se dodatni
elektrokemijski detektor uz detektor s nizom dioda. Takva metoda detekcije vazna je pri
odredivanju polifenola koji se nalaze u vinu u vrlo malim koncentracijama (Rastija i Medi¢-

Sari¢, 2009).

2.7.2. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija primjenjuje se za identifikaciju tvari, izolaciju i odvajanje
komponenata smjese, kvantitativnu analizu te kako bi se utvrdila Cistoéa tvari. Mobilna faza
je inertni plin koji eluira sastojke smjese iz kolone ispunjene stacionarnom fazom. Nakon
ulaska smjese komponenti u kolonu, ona se razdjeljuje izmedu stacionarne i mobilne faze.
Razdvajanje sastojaka iz smjese odvija se naizmjeni¢no adsorpcijom i desorpcijom lakSe
hlapivih sastojaka pod djelovanjem plina nositelja koji onda odnosi komponente kroz kolonu

(Skoog i sur., 1999).

Plinska se kromatografija, s obzirom na nepokretnu fazu, dijeli na plinsko-adsorpcijsku i
plinsko-razdjelnu kromatografiju. Kod plinsko-adsorpcijske kromatografije nepokretna faza
je adsorbens (silikagel, dijatomejska zemlja, aluminijev oksid), koja na sebe veZe
komponente iz smjese. Stacionarna faza kod plinsko-razdjelne kromatografije je tekucina
koja je nanesena na kruti nosac (silikonska ulja, esteri, alkoholi visokog vrelista, tekuci
ugljikovodici velike molekularne mase). Do odvajanja komponenata smjese dolazi zbog
razlike u topivosti u stacionarnoj fazi. Plinskom kromatografijom postize se kvalitativna i
kvantitativna analiza smjese u kra¢em vremenu i uz bolje razlucivanje u usporedbi s drugim

analitickim postupcima (Popovi¢, 2019).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Ispitati utjecaj koncentriranja procesom nanofiltracije na tvari boje konvencionalnog i
ekoloskog vina Cabernet Sauvignon pri tlakovima od 25, 35, 45 i 55 bara, s primjenom i bez
primjene hladenja. Proces koncentriranja je proveden na uredaju LabUnit M20 primjenom

kompozitnih membrana tipa Alfa Laval NF M20.

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Priprema koncentriranog konvencionalnog i ekoloskog vina Cabernet
Sauvignon

U ovom istraZivanju upotrijebljeno je konvencionalno i ekolosko vino Cabernet Sauvignon.
Nakon sto je proveden postupak koncentriranja nanofiltracijom, ispitivane su tvari boje u

koncentriranom vinu.

Koncentriranje vina Cabernet Sauvignon procesom nanofiltracije provedeno je pomocu
laboratorijskog uredaja za membransku filtraciju LabUnit M20 (Dow Danmark Separation
Systems De Danske Sukkerfabrikker, Copenhagen, Danska) s ploc¢astim modulom (Slika 8).
Plo¢asti membranski modul sadrzi kompozitne membrane tipa Alfa Laval NF M20 na
poliesterskom nosacu. U modul je postavljeno Sest membrana ¢ija je ukupna povrsina 0,1736
m? (povr$ina jedne membrane iznosi 0,02893 m?). Karakteristike membrana prikazane su u

Tablici 2 (Zhou i sur., 2013).

Slika 8 Laboratorijski uredaj za membransku filtraciju LabUnit M20 (web 3)
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Tablica 2 Karakteristike membrana (Zhou i sur., 2013)

Maksimalni radni tlak (bar) 55
Temperatura (°C) 5-60
Materijal poliamid
MgSOa zadrzavanje (%) 98,75
NaCl zadrzavanje (%) 42,65
pH podrucje 3-10

Za provedbu pokusa koristeno je konvencionalno i ekoloSko vino Cabernet Sauvignon
pocetnog volumena 3 L i temperature 15 °C. Proces koncentriranja je proveden pri tlakovima
od 25, 35, 45 i 55 bara, uz primjenu i bez primjene hladenja do maksimalnog volumena
retentata od 1,3 L. Tijekom koncentriranja, svake 4 minute mjerio se volumen permeata,
temperatura uzorka u tanku (kod primjene hladenja, mjerila se i temperatura rashladnog
sredstva) i udio suhe tvari. Kod pokusa s primjenom hladenja, koristila se pokretna rashladna
jedinica koja je priklju¢ena na izmjenjivac topline uredaja za membransku filtraciju, a kao

rashladno sredstvo koristena je voda.

3.2.2. Spektrofotometrijska analiza tvari boje

3.2.2.1 Odredivanje antocijana

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda. Ova se metoda temelji
na strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni pH. Antocijani
podlijezu reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja je vidljiva kroz
promjenu spektra apsorbancije. Ta metoda omogucéava to¢no i brzo mjerenje ukupnih
antocijana, bez obzira na prisutnost polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih tvari
koje bi mogle smetati. Antocijani su odredivani metodom prema Giusti i Wrolstad (2001).
Otpipetirano je 0,2 mL uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 2,8 mL pufera pH 1, a u

drugu 2,8 mL pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 min, spektrofotometrijski je mjerena
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apsorbancija pri valnim duljinama od 512 nm i 700 nm. Apsorbancija uzorka izracunata je

prema formuli:

A= (A512 - A7OO)pH 1 (A512 - A700)pH 4,5

Koli¢ina antocijana izraunata je prema sljedeéoj formuli:

K  antocii _[mg]_AxMWxFRXmOO
ukupni antocijani [—=| = %1

gdje je: A —apsorbancija uzorka,
MW — relativha molekularna masa cijanidin-3-glukozida (449,2 g/mol),

FR — faktor razrjedenja,

_ V (ukupni)

FR=5 (uzorka)

€ —molarna absorptivnost cijanidin-3-glukozida (26900 L/mol cm),
| — duljina kivete (1 cm).

Rezultati su izrazeni u mg cijanidin-3-glukozida po litri uzorka. Za svaki uzorak provedena su

tri mjerenja i izraZzeni kao srednja vrijednost.

3.2.2.2 Odredivanje polimerne boje

Degradacija antocijana moZe se pratiti oCitavanjem apsorbancije u uzorcima koji su tretirani
bisulfitom. Antocijani s bisulfitom tvore bezbojan kompleks (Slika 9). Boja koja se razvija
polimerizacijom antocijana, odnosno kompleks antocijani/tanini, otporna je na djelovanje
bisulfita. Apsorbancija uzorka tretiranog bisulfitom, na 420 nm predstavlja stupanj
posmedivanja, a gustoca boje se definira kao suma apsorbancija na 420 nm i Avis-max (512
nm). Omjer izmedu polimerne boje i gustoée boje koristi se kao postotak boje koja je nastala

polimerizacijom.
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Slika 9 Nastajanje bezbojnog kompleksa izmedu antocijana i bisulfita (Wrolstad i sur., 2005)
Degradacija antocijana odredena je prema metodi Giusti i Wrolstad (2001). Otpipetirano je
0,2 mL uzorka u dvije epruvete te je u jednu dodano 3 mL vode, a u drugu 2,8 mL vode i 0,2
mL otopine kalijevog bisulfita. Nakon stajanja od 15 min, mjerena je apsorbancija na 420 nm,
512 nm i 700 nm. Degradacija antocijana, odnosno smanjenje intenziteta crvene boje (As12) i

povecanje posmedivanja (Aazo) se izraCunava prema formuli:

. . boja nastala polimerizacijom
polimerna boja (%) = - - %X 100
gustoca boje

gdje je: gustoca boje (kontrolni uzorak tretiran vodom),
gustocta boje = [(A4z0 — A700) + (As12 — A700)] X FR
boja nastala polimerizacijom (uzorak tretiran bisulfitom),
boja nastala polimerizacijom = [(As20 — A700) + (As12 — A700)] X FR
FR — faktor razrjedenja.
Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja, a rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost.

3.2.2.3 Odredivanje ukupnih polifenola
Koncentracija ukupnih fenola odredena je Folin-Ciocalteu metodom. Metoda se temelji na
reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom i mjerenjem nastalog intenziteta obojenja

(apsorbancije) pri valnoj duljini od 765 nm (Ough i Amerine, 1988).

U epruvetu je otpipetirano 0,2 mL uzorka i 1,8 mL destilirane vode te je dodano 10 mL Folin-
Ciocalteu reagensa (1 : 10) i 8 mL Na2COs. Promucka se i ostavi stajati 2 — 20 sati na tamnom
mjestu pri sobnoj temperaturi. Apsorbancija se mjeri spektrofotometrijski pri 765 nm. Za

slijepu probu umjesto uzorka dodano je 0,2 mL destilirane vode.
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Koli¢ina polifenola izraCunata je prema formuli:

X FR x 1000

g] _[(4-5P) —0,0293]

ukupni polifenoli [Z 0.8964

gdje je: A —apsorbancija uzorka,
SP — apsorbancija slijepe probe,
FR — faktor razrjedenja (5).

Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja, a rezultat je izrazen kao srednja vrijednost.
Sadrzaj polifenolnih spojeva izraZzen je u g galne kiseline/L uzorka interpolacijom kalibracijske

krivulje galne kiseline.

3.2.2.4 Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su prema metodi Kim i sur. (2003). Linearnost iznosi 0,9953, a
kalibracija se radi s razli¢itim koncentracijama kvercetina. U epruvete se stavi 0,5 mL uzorka i
4 mL destilirane vode zajedno s 0,3 mL 5 % NaNO;, a nakon 5 minuta dodaje se 1,5 mL 2 %
AICl3. Nakon sljede¢ih 5 minuta sadrzaj se neutralizira s 2 mL 1M otopine NaOH te 1,7 mL
vode. Nakon dodatka NaOH sadrzaj mijenja boju, a apsorbancija se mjeri na 510 nm. Za
slijepu probu koriStena je destilirana voda. Kvantifikacija se provodi koristenjem kalibracijske
krivulje. Rezultati su izrazeni pomoc¢u kalibracijske krivulje katehina u g katehina/L uzorka

kao srednja vrijednost triju mjerenja.

3.2.2.5 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

DPPH metoda

DPPH metoda je brza, jeftina i jednostavna metoda za mjerenje antioksidacijske aktivnosti
hrane koristeéi slobodni radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Shalaby i Shanab, 2013).
Metoda se temelji na redukciji slobodnih DPPH radikala antioksidansom koji sluzi kao donor
elektrona ili atoma vodika. Nestanak DPPH radikala prati se smanjenjem apsorbancije pri 517
nm do koje dolazi zbog reakcije s radikalima ili smanjenja koli¢ine antioksidansa (Brand-
Williams i sur., 1995). MozZe se koristiti za krute ili tekuée uzorke. Daje rezultate o ukupnoj
antioksidacijskoj aktivnosti uzorka. Otpipetira se 0,2 mL razrijedenog uzorka u epruvetu te se
doda 3 mL DPPH otopine. Za slijepu probu umjesto uzorka dodano je 0,2 mL destilirane
vode. Nakon stajanja od 15 min mjerena je apsorbancija na 517 nm. Antioksidacijska

aktivnost izracunata je prema formuli:
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tioksidaciiska akti ; [ wmol 1 [(SP—A) —0,0504] o FR
antioksidacijska aktivnost [==o—0| = 13775

gdje je: A — apsorbancija uzorka,
SP — apsorbancija slijepe probe,
FR — faktor razrjedenja (100).

Rezultati se preracunaju iz kalibracijske krivulje troloxa kao standard u pmol TE/100 mL. Za

svaki uzorak provedena su tri mjerenja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost.
ABTS metoda

ABTS metoda prati raspadanje radikala ABTSe* koji nastaje oksidacijom plavo-zelenog 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazilin-6-sulfonat) djelovanjem fenolnih tvari. Metoda se temelji na
redukciji ABTSe* radikala atomom vodika ili antioksidansom koji sluzi kao donor elektrona
(Dong i sur., 2015). Prema metodi po Re i sur. (1999), otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda
3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa i smjesa se ostavi u mraku 95 min da reagira. Nakon
toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 734 nm. Za slijepu probu se umjesto uzorka
doda jednaka koli¢ina destilirane vode. Antioksidacijska aktivnost izraCunata je iz
kalibracijske krivulje troloxa kao standard u umol TE/100 mL. Za svaki uzorak provedena su

tri mjerenja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost.
CUPRAC metoda

Metoda se temelji na mjerenju apsorbancije CUPRAC kromofora, Cu(l)-neokuproin (Nc)
kelata koji je nastao kao posljedica redoks reakcije antioksidansa s CUPRAC reagensom,
bis(neokuproin)bakar(ll) kationom [Cu(ll)-Nc]. Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 450
nm (Ozyirek i sur., 2011). Otpipetirano je 1 mL otopine bakar klorida, 1 mL otopine
neokuproina, 1 mL amonijevog acetata, 0,2 mL uzorka te 0,9 mL destilirane vode. Smjesa se
homogenizira te ostavi stajati 30 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 450 nm. Za
slijepu probu umjesto uzorka doda se jednaka koli¢ina destilirane vode. Rezultat se
preracuna iz kalibracijske krivulje troloxa u umol TE/100 mL. Za svaki uzorak provedena su

tri mjerenja i rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost.
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FRAP metoda

FRAP metodom prati se redukcija Fe* iona (feri oblik) u Fe?* (fero oblik) uz prisutnost
antioksidansa. Nastali ion u prisutnosti TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazin) reagensa formira
kompleks intenzivnog obojenja koji pokazuje maksimum apsorbancije pri 593 nm (Roginsky i
Lissi, 2005). U ovom radu koriStena je metoda po Benzie i Strain (1999). Otpipetira se 0,2 mL
uzorka i doda 3 mL FRAP otopine. Reakcijska smjesa se dobro promijesa i ostavi 15 minuta.
Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 593 nm. Za slijepu probu doda se destilirana voda
umjesto uzorka. Antioksidacijska aktivnost izracunata je iz kalibracijske krivulje za trolox

(umol TE/100 mL) kao standard. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost tri mjerenja.

3.2.3. Odredivanje boje u CIELab sustavu

Boja vina jedna je od najvaznijih vizualnih karakteristika jer pruza odredenu koli¢inu vrlo
bitnih informacija. Vino apsorbira dio zradenja svjetlosti koje pada i reflektira drugi dio koji
dopire do ociju promatraca (Web 2). CIELab sustav (Slika 10) predstavlja trodimenzionalni
prostor boja koji je nacinjen na temelju percepcije boja od strane standardnog promatraca
(Ivi¢, 2022). Za odredivanje parametara boje u ClELab sustavu u pocetnim uzorcima vina i
retentatima koristen je kromametar CR-400 (Konica Minolta, Inc., Osaka, Japan). Za svaki su

uzorak provedena tri mjerenja, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost.

L=100
(bijela)

/ huta Crvena ',
(+b) - - (+a”)
Kut -
nijanse

Zasicenost

\

Zolena . - PI“:’
(~a) (=b") |

»l
T

%
=0
(crna)

Slika 10 CIELab sustav boja (Ly i sur., 2020)
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Zasicenost boje (C*) racuna se prema formuli:

c* = J(@?+b?2)

Kut nijanse (°h) racuna se prema formuli:

*

°h = arctan—
a

Ukupna razlika u boji izracunata je prema formuli:

AE* = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)2
gdje je: L* - svjetlina, 0 = crna boja, 100 = bijela boja
a* - crvena (pozitivne vrijednosti) ili zelena (negativne vrijednosti) boja,

b* - Zuta (pozitivne vrijednosti) ili plava (negativne vrijednosti) boja (Ly i sur., 2020).

3.2.4. Odredivanje polifenola HPLC metodom

3.2.4.1 HPLC analiticki sustav

Analiza flavanola i fenolnih kiselina provedena je na HPLC analitickom sustavu (HPLC 1260
Infinity Il s PDA detektorom; Agilent Technologies, CA, USA) (Slika 11). Razdvajanje
polifenolnih spojeva provedeno je na Poroshell 120 EC-C18 koloni koja je zasticena
predkolonom (Poroshell 120 EC-C18, Agilent, USA). Za svaki uzorak provedena su dva

mjerenja.

Koncentrati su razrijedeni na udio topljive suhe tvari vina i profiltrirani kroz filter Chromafil
Xtra (PTFE; 0,45 um, 25 mm) (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka) prije HPLC analize.
Metode za analizu flavanola i fenolnih kiselina prethodno su validirane (Jakobek i sur., 2012).
Fenolne kiseline identificirane su na valnoj duljini od 320 nm dok su flavanoli pri 360 nm.
Kvantifikacija flavanola i fenolnih kiselina provedena je na osnovi kalibracijskih krivulja
standardnih spojeva (kvercetina, rutina i klorogenske kiseline) dok su neki spojevi odredeni
djelomi¢no (neoklorogenska kiselina). Zbrajanjem koli¢ina pojedinih flavanola i fenolnih

kiselina, dobivene su ukupne koli¢ine koje su odredene pomocu HPLC.
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Slika 11 HPLC analiticki sustav (web 3)

3.2.4.2 HPLC metoda za analizu flavanola i fenolnih kiselina

Flavanoli i fenolne kiseline razdvojeni su reverzno-faznom HPLC metodom primjenom 0,1 %
fosforne kiseline kao mobilne faze A te 100 %-nog metanola kao mobilne faze B. Volumen
injektiranja uzorka bio je 10 yL. Radni uvjeti analize prikazani su u Tablici 3. Period je re-
ekvilibracije izmedu pojedinih analiza bio 10 minuta. Snimanje spektra provedeno je u

podrucju valnih duljina od 200 do 600 nm.

Tablica 3 Radni uvjeti HPLC metode

Vrijeme (min) % A %B Protok (mL/min)
0 95 5 1
3 70 30 1
15 65 35 1
22 63 37 1
30 59 41 1
32 55 45 1
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40 51 49 1
45 20 80 1
48 20 80 1
50 95 5 1
53 95 5 1
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4. Rezultati

4.1. TABLICNI PRIKAZ ANALIZOM DOBIVENIH REZULTATA

Tablica 4 Koncentracije ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i monomernih antocijana i udio
polimerne boje u pocetnom uzorku konvencionalnog vina Cabernet Sauvignon te u retentatima
dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s primjenom i bez primjene
hladenja

Ukupni polifenoli | Ukupni flavonoidi | Polimerna boja Monomerni
(g/L) (g/L) (%) antocijani (mg/L)

3,19+ 0,06

1,55+ 0,04

61,50 £ 0,22

151,41 +0,49

T 2,14+0,03 1,18 £0,03 61,76 £0,16 99,15 £ 0,36
PTEET  2,26+0,06 1,17 £ 0,03 61,94 + 0,55 101,49 + 0,87
PO 2,40+£0,04 1,31+0,03 61,89 + 0,21 108,79 + 0,66
P 2,49+£0,06 1,30 £0,04 61,52 0,38 124,12 + 0,64
P 2,08+£0,04 1,19 0,03 63,63 £ 0,29 78,28 + 0,22
PEET  232+0,04 1,20+ 0,03 63,64 £0,11 96,80 * 0,09
BT 242:001 1,24+ 0,03 63,67 £0,14 99,95 + 0,86
POETTI 246001 1,24 +0,01 63,95 * 0,32 109,99 + 0,56

*KV — pocetno konvencionalno vino; KN — retentat konvencionalnog vina; 25, 35, 45, 55 —
primijenjeni tlakovi (bar); H i BH — hladenje i bez hladenja

Tablica 5 Koncentracije ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i monomernih antocijana i udio
polimerne boje u pocetnom uzorku ekoloskog vina Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih

procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s primjenom i bez primjene hladenja

(g/L) (g/L) (%) antocijani (mg/L)
3,34+ 0,06 1,64 0,02 68,62 + 0,97 103,83 + 0,72
BEEET  235:001 1,30 £0,01 68,63 + 0,35 84,95 + 0,96
BEEET  245:0,02 1,33 £0,02 68,62 + 0,36 87,54 + 0,69
BT 262:0,10 1,50 + 0,02 68,20 + 0,43 88,62 + 0,86
PO 2,84+0,05 1,48 £0,02 68,82 + 0,31 99,24 + 0,45
BRI  228:002 1,15 £0,02 70,93 £ 0,13 78,16 + 0,09
BT 245:003 1,30 £0,02 70,85 + 0,18 85,11 + 0,92
PETETI 2,62+0,05 1,49 0,03 70,87 + 0,24 84,60 + 0,95
| EN55BH P RZENNL 1,45 £ 0,05 70,99 + 0,38 91,39 + 0,29

*EV — pocetno ekolosko vino; EN — retentat ekoloSkog vina; 25, 35, 45, 55 — primijenjeni
tlakovi (bar); Hi BH — hladenje i bez hladenja
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Tablica 6 Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metodom u pocetnom
uzorku konvencionalnog vina Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom
nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s primjenom i bez primjene hladenja

v morioomy | umoioom) | umayioomy | umayioomy
(wmol/100 mL) (umol/100 mL) (umol/100 mL) (umol/100 mL)
A 14,92+0,97 35,18 + 0,15 3,04+0,15 174,77 + 1,07
| KN25H R ZENPIL) 20,32 40,26 2,28 0,03 136,46 + 1,32
BT 3.77:038 24,65+ 0,17 2,30 £0,03 149,85 + 1,50
T 889047 25,68 £0,10 2,47 +0,05 151,76 + 1,50
T 987016 25,77 £0,09 2,62 0,04 158,23 0,79
BT 3,01+044 16,43 £ 0,41 2,09 £ 0,07 116,44 + 0,24
PTEST 405016 22,15+ 0,32 2,24 +0,03 117,31+ 1,66
BT 6.45:032 23,13+0,19 2,41+0,06 133,35 + 1,58
BT 8,00:0,41 24,87 0,26 2,52 +0,07 139,34 40,70

*KV — pocetno konvencionalno vino; KN — retentat konvencionalnog vina; 25, 35, 45, 55 —
primijenjeni tlakovi (bar); H i BH —hladenje i bez hladenja

Tablica 7 Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metodom u pocetnom
uzorku ekoloskog vina Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri
tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s primjenom i bez primjene hladenja

*EV — pocetno ekolosko vino; EN — retentat ekoloSkog vina; 25, 35, 45, 55 — primijenjeni

tlakovi (bar); Hi BH — hladenje i bez hladenja

I I I e
(rmol/100 mL) (umol/100 mL) (umol/100 mL) (umol/100 mL)
B 1477:0,72 33,46 0,59 3,10+0,13 170,85 + 1,53
BT 580:0.39 24,16 + 0,16 2,22 +0,14 107,24 + 0,45
BT 645:035 24,14 +0,23 2,34+0,19 112,96 + 1,65
BT s.73:034 31,35+0,15 2,45 0,05 138,51 + 0,38
BT 11,15:0,03 31,50£0,17 2,62 +0,20 149,84 + 1,23
BT s77:038 24,28 + 0,15 1,96 0,09 101,44 + 1,74
BGEEST  594:049 25,58 + 0,07 2,12 +0,03 127,67 + 1,06
YT 6.99:0,05 27,96 + 0,11 2,42 +0,19 133,87 + 1,35
BT 71:011 31,58 £0,17 2,66 + 0,16 136,37 + 1,80
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Tablica 8 Parametri boje u pocetnom uzorku konvencionalnog vina Cabernet Sauvignon te u
retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s primjenom i bez
primjene hladenja

19,70+ 0,01
19,96 + 0,04
19,96 + 0,02
19,98 £ 0,01
19,99 0,01
20,00+ 0,03
20,00+ 0,01
20,00 + 0,02
20,04 +0,04

1,98 + 0,03
1,95+0,03
1,95+ 0,02
2,05 +0,02
2,02 £0,04
1,86+ 0,03
1,87 +0,03
1,86 + 0,02
1,83 +0,02

1,14+0,03
1,16 +0,03
1,12+0,03
1,15+0,01
1,11+0,01
1,14+ 0,04
1,14+0,03
1,14+ 0,04
1,15+0,01

35,80+0,64
28,38 +0,28
29,70+0,22
31,11 +£0,39
31,97 +£0,22
29,24 +0,32
29,60+0,33
30,60+ 0,32
30,71 +0,39

1,94 +0,02
2,25+0,01
2,24 £0,04
2,28 £0,02
2,30+£0,03
2,31+0,03
2,30+£0,03
2,42 £0,04
2,42 £0,02

0,26 + 0,02
0,26 + 0,02
0,29 £ 0,02
0,30+0,03
0,32 +0,03
0,32 +0,01
0,32 +0,02
0,37 +£0,01

*KV — pocetno konvencionalno vino; KN — retentat konvencionalnog vina; 25, 35, 45, 55 —
primijenjeni tlakovi (bar); H i BH —hladenje i bez hladenja

Tablica 9 Parametri boje u pocetnom uzorku ekoloskog vina Cabernet Sauvignon te u retentatima
dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s primjenom i bez primjene

hladenja

19,70+0,01 2,15 +0,02 1,07 +0,01 33,54+0,32 1,58 + 0,03
20,28 + 0,02 2,12 +0,03 1,05+0,04 30,51+0,28 2,34 £0,04
20,29+0,01 2,17 £0,01 1,03+0,01 29,98 + 0,22 2,29 £ 0,02
20,31+0,01 2,14 +£0,02 1,06 +0,04 30,31+0,39 2,56 £0,02
20,33 +£0,02 2,13+0,01 1,07 £ 0,06 23,92 +£0,22 2,56+0,01
20,29 +£0,01 1,93+0,03 1,05 +0,02 32,06 £0,32 2,27 £0,03
20,32 £ 0,05 1,97 £0,02 1,04 +£0,01 30,47 £0,33 2,27 £0,03
20,31+0,01 1,94 +£0,03 1,07 £0,01 30,30+0,32 2,51+0,04
20,32 +£0,01 1,96 £ 0,03 1,05+0,01 30,45+ 0,39 2,55+0,02

0,58 +0,01
0,59 + 0,02
0,61+ 0,02
0,63 £ 0,02
0,63 £ 0,03
0,65 £ 0,03
0,65 £ 0,02
0,65 £ 0,02

*EV — pocetno ekolosko vino; EN — retentat ekoloSkog vina; 25, 35, 45, 55 — primijenjeni
tlakovi (bar); Hi BH — hladenje i bez hladenja
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4.2. GRAFICKI PRIKAZ ANALIZOM DOBIVENIH REZULTATA
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Slika 12 Koncentracija galne kiseline u pocetnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina
Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35,45 i 55
bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 13 Koncentracija kava kiseline u po¢etnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina Cabernet
Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s
primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 14 Koncentracija kaftarne kiseline u poc¢etnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina
Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45i 55
bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 15 Koncentracija (+)-katehina u pocetnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina Cabernet
Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s
primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 16 Koncentracija (-)-epikatehina u po¢etnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina
Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45i 55
bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 17 Koncentracija rutina u pocetnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina Cabernet
Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s
primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 18 Koncentracija kvercetina u pocetnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina Cabernet
Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55 bara s
primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 19 Koncentracija derivata kvercetina 1 u pocetnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina
Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35,45 i 55
bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 20 Koncentracija derivata kvercetina 2 u poc¢etnim uzorcima konvencionalnog i ekoloSkog vina
Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45i 55
bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 21 Koncentracija malvidin-3-glukozida u poéetnim uzorcima konvencionalnog i ekoloskog vina
Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od 25, 35, 45 i 55
bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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Slika 22 Koncentracija derivata malvidin-3-glukozida u pocetnim uzorcima konvencionalnog i
ekoloskog vina Cabernet Sauvignon te u retentatima dobivenih procesom nanofiltracije pri tlaku od
25, 35,45 55 bara s primjenom (H) i bez primjene hladenja (BH)
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5. Rasprava

Koncentriranje tekuée hrane uparavanjem i danas se najcesce upotrebljava. lako ima Siroku
primjenu, jedan od najvec¢ih nedostataka uparavanja je gubitak tvari arome te nutritivnih
sastojaka kao $to su vitamini i antocijani. Kako bi se sacuvali osjetljivi sastojci namirnica i
gubitci sveli na minimum, proces je potrebno provesti u Sto kraéem vremenu i pri nizim
temperaturama. Stoga se kao alternativni postupci koncentriranja koriste membranski

procesi, pervaporacija i koncentriranje zamrzavanjem.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj koncentriranja postupkom nanofiltracije na
zadrzavanje tvari boje konvencionalnog i ekoloSkog vina Cabernet Sauvignon primjenom
razli¢itih tlakova s i bez primjene hladenja. U uzorcima vina i retentatima dobivenim pri
razli¢itim procesnim parametrima odredeni su ukupni polifenoli, flavonoidi, polimerna boja,
monomerni antocijani, udio galne, kava i kaftarne kiseline te udjeli (+)-katehina, (-)-
epikatehina, rutina, kvercetina, derivata kvercetina 1, derivata kvercetina 2, malvidin-3-
glukozida i derivata malvidin-3-glukozida. Antioksidacijska aktivnost odredena je u uzorcima
upotrebom spektrofotometrijskih metoda: DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC. Boja vina odredena

je u CIELab sustavu. Rezultati su prikazani u Tablicama 4 — 9 te Slikama 12 - 22.

U Tablicama 4 i 5 prikazane su koncentracije ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida,
monomernih antocijana te udio polimerne boje u pocetnim uzorcima i retentatima
konvencionalnog i ekoloskog vina. U poéetnom uzorku ekoloskog vina, sadrzaj polifenola je
bio nesto veéi u odnosu na uzorak konvencionalnog vina. Nakon procesa nanofiltracije,
uoceno je smanjenje koncentracije polifenola u svima uzorcima retentata. Najveci gubitci
uoceni su kod nanofiltracije pri tlaku od 25 bara bez primjene hladenja, dok su najmaniji
gubitci pri tlaku od 55 bara uz primjenu hladenja, s time da su gubitci neSto manji kod
uzoraka ekoloskog vina. Kao i kod ukupnih polifenola i ovdje je vidljivo kako su u svim
uzorcima smanjene koncentracije flavonoida nakon nanofiltracije u odnosu na pocetne
vrijednosti za konvencionalno (1,55 g/L) i ekolosko (1,64 g/L) vino. Kod uzoraka retentata
konvencionalnog vina, najvece vrijednosti dobivene su pri tlakovima od 45 i 55 bara uz
primjenu hladenja (1,30 1,31 g/L), dok su najmanje vrijednosti pri tlakovima od 25 i 35 bara
s primjenom i bez primjene hladenja. Kod uzoraka retentata ekoloSkog vina, najveca
retencija zabiljeZena je kod tlakova od 45 i 55 bara uz hladenje (1,50 i 1,48 g/L), dok je
najmanja retencija pri tlaku od 25 bara bez hladenja i iznosi 1,15 g/L. Poletna vrijednost

polimerne boje za uzorak konvencionalnog vina iznosila je 61,50 %, dok je za ekoloSko vino
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iznosila 68,62 %. Moze se uociti kako nema znacajnijih promjena vrijednosti nakon procesa
nanofiltracije u odnosu na pocetne uzorke. Medutim, vidljiv je blagi porast vrijednosti
polimerne boje pri procesu nanofiltracije bez upotrebe hladenja bez obzira na upotrijebljeni
tlak. Pocetna koncentracija monomernih antocijana kod uzorka konvencionalnog vina bila je
veca u odnosu na uzorak ekoloskog vina i iznosila je 151,41 mg/L, dok je za ekolosko iznosila
103,83 mg/L. Nakon provedenog procesa nanofiltracije, vrijednosti antocijana su se u svim
uzorcima smanjile. Medutim, porastom tlaka retencija se povecavala. Vise temperature (bez
primjene hladenja) i nizi tlakovi rezultirali su znacajnijim gubitcima antocijana kod obje vrste

vina, iako su gubitci kod konvencionalnog vina znatno veci nego kod ekoloskog.

Antioksidacijska aktivnost odredena je primjenom cetiri razli¢ite metode (DPPH, ABTS, FRAP i
CUPRAC) pri razlicitim transmembranskim tlakovima i temperaturama u uzorcima
konvencionalnog i ekoloskog vina i njihovim retentatima. DPPH i ABTS metode temelje se na
redukciji radikala antioksidansom pri ¢emu dolazi do smanjenja intenziteta boje, dok se FRAP
i CUPRAC temelje na povecanju udjela antioksidansa i tada dolazi do povecdanja intenziteta
boje. Ove metode razlikuju se prema nacinu odredivanja antioksidacijske aktivnosti i
uvjetima reakcija. Preporuca se upotreba vise metoda kako bi se dobio potpuni prikaz

antioksidacijskog kapaciteta vina (Blyuktuncel i sur., 2014).

Antioksidacijska aktivnost prikazana je u Tablicama 6 i 7. Nakon provedenog procesa
nanofiltracije, uoceno je smanjenje svih vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u usporedbi s
pocetnim vrijednostima uzoraka konvencionalnog i ekoloSkog vina. DPPH metodom
izmjerena je najveca antioksidacijska aktivnost pri tlaku od 55 bara uz hladenje (9,87
pumol/100 mL za konvencionalno i 11,15 umol/100 mL za ekolosko vino), dok je najmanja
vrijednost izmjerena pri tlaku od 25 bara bez primjene hladenja (3,01 umol/100 mL za
konvencionalno i 5,77 umol/100 mL za ekolosko vino). Najmanja vrijednost antioksidacijske
aktivnosti odredene ABTS metodom za konvencionalno vino dobivena je pri tlaku od 25 bara
bez primjene hladenja i iznosila je 16,43 pmol/100 mL. Za ekolosko vino najmanja vrijednost
iznosila je 24,14 umol/100 mL i izmjerena je pri tlaku od 35 bara s hladenjem. Najveca
izmjerena vrijednost iznosila je 25,77 umol/100 mL za konvencionalno vino pri tlaku od 55
bara s hladenjem, dok je za ekolosko vino iznosila 31,58 pmol/100 mL i izmjerena je pri tlaku
od 55 bara bez hladenja. Slicne najvece vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene

FRAP metodom izmjerene su pri tlaku od 55 bara primjenom hladenja i bez primjene
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hladenja za obje vrste vina. Za konvencionalno vino antioksidacijska aktivnost iznosila je 2,62
pumol/100 mL primjenom hladenja, a za ekolosko vino 2,66 umol/100 mL bez primjene
hladenja. Najmanje vrijednosti dobivene su pri tlaku od 25 bara bez primjene hladenja (2,09
pumol/100 mL za konvencionalno i 1,96 umol/100 mL za ekolosko vino). Izrazito manje
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene CUPRAC metodom izmjerene su u
retentatima nakon procesa koncentriranja bez primjene hladenja pri tlaku od 25 bara
(116,44 umol/100 mL za konvencionalno i 101,44 umol/100 mL za ekolosko vino). Najvece
vrijednosti izmjerene su primjenom hladenja pri tlaku od 55 bara i iznosile su 158,23

pumol/100 mL za retentat konvencionalnog vina i 149,84 umol/100 mL za ekolosko vino.

Parametri boje (L*, a*, b*, C*, °h i AE*) za pocetne uzorke konvencionalnog i ekoloskog vina
te za njihove retentate prikazani su u Tablicama 8 i 9. Pocetne vrijednosti za L* u oba uzorka
pocetnog vina iznosile su 19,70. Uoceno je blago poveéanje vrijednosti u svim uzorcima
retentata bez obzira na uvjete provedbe procesa nanofiltracije. U uzorcima retentata
ekoloskog vina, izmjerene su malo veée vrijednosti u usporedbi s uzorcima retentata
konvencionalnog vina. Procesom nanofiltracije bez hladenja, uocen je blagi pad vrijednosti
za a* u usporedbi s pocetnim vrijednostima uzoraka (1,98 za konvencionalno i 2,15 za
ekolosko vino). Pocetna vrijednost za b* u uzorku konvencionalnog vina iznosila je 1,14, dok
je za uzorak ekoloSkog vina iznosila 1,07. Provedenim procesom nanofiltracije nije uoéena
znacajna promjena vrijednosti retentata u odnosu na pocetne vrijednosti uzoraka vina.
Pocetna vrijednost uzorka konvencionalnog vina za °h iznosila je 35,80, dok je za ekolosko
vino iznosila 33,54. U svim uzorcima retentata izmjerena je manja vrijednost za °h nakon
provedene nanofiltracije. Medutim, pri tlakovima od 45 i 55 bara s hladenjem, izmjerene su
nesto vise vrijednosti u usporedbi s ostalim vrijednostima retentata za konvencionalno vino.
Kod retentata ekoloskog vina, najveéa vrijednost je izmjerena pri tlaku od 25 bara bez
hladenja (32,06). Najmanja vrijednost izmjerena je za retentat ekoloskog vina pri tlaku od 55
bara s hladenjem (23,92) koja je ujedno znatno manja od pocetne. Pocetne vrijednosti C* za
uzorke iznosile su 1,94 (konvencionalno vino) i 1,58 (ekoloSko vino). Nakon provedene
nanofiltracije, uocen je porast vrijednosti u svim uzorcima retentata. Najvecée vrijednosti
izmjerene su bez uporabe hladenja pri tlakovima od 45 i 55 bara za retentate
konvencionalnog vina (2,42), dok su za retentate ekoloSkog vina izmjerene najvecée

vrijednosti pri tlakovima od 45 i 55 bara s hladenjem (2,56). Za AE* dobivene su malo vece
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vrijednosti u retentatima ekoloskog vina nego u retentatima konvencionalnog vina. Pri
tlakovima od 25, 35 i 45 bara uz primjenu hladenja, dobivene su neznatno manje vrijednosti

u usporedbi s ostalim retentatima.

Na Slikama 12 - 22 su prikazani udjeli galne, kava i kaftarne kiseline te udjeli (+)-katehina, (-
)-epikatehina, rutina, kvercetina, derivata kvercetina 1, derivata kvercetina 2, malvidin-3-

glukozida i derivata malvidin-3-glukozida odredeni HPLC metodom.

Slika 12 prikazuje koncentracije galne kiseline dobivene nanofiltracijom uzoraka
konvencionalnog i ekoloskog vina. Pocletne vrijednosti iznosile su 42,22 mg/L
(konvencionalno vino) i 43,95 mg/L (ekolosko vino). U svim uzorcima retentata zabiljezen je
pad vrijednosti. Najvece vrijednosti retencije zabiljezene su pri tlaku od 55 bara uz hladenje
u oba uzorka (32,16 i 30,00 mg/L). Najmanje vrijednosti zabiljeZene su u procesu bez
hladenja pri tlaku od 25 bara (20,68 i 23,59 mg/L). U procesima bez hladenja, vece

vrijednosti galne kiseline zabiljeZene su kod retentata ekoloskog vina.

Pocetne koncentracije kava kiseline (Slika 13) iznosile su 2,71 mg/L za konvencionalno vino i
2,10 mg/L za ekolosko vino. Nakon provedenog procesa nanofiltracije, uoeno je smanjenje
koncentracije u svim uzorcima retentata. Najveéa retencija zabiljezena je u uzorku retentata
konvencionalnog vina pri tlaku od 55 bara s hladenjem (2,15 mg/L), dok je najveci pad
vrijednosti zabiljeZen u uzorku retentata ekoloskog vina pri tlaku od 25 bara bez hladenja

(1,25 mg/L).

Vrijednosti koncentracije kaftarne kiseline u uzorcima pocetnih vina i retentatima
konvencionalnog i ekoloskog vina prikazane su na Slici 14. Mogu se uociti znacajne razlike u
koncentracijama u pocetnim uzorcima vina (11,18 mg/L konvencionalno vino i 4,05 mg/L
ekolosko vino). Provedbom procesa nanofiltracije, dosSlo je do smanjenja koncentracije u
svim uzorcima retentata vina. Najveca retencija zabiljeZzena je primjenom hladenja pri tlaku
od 55 bara (10,96 mg/L), dok je najmanja retencija pri tlaku od 25 bara bez hladenja (7,46
mg/L) u uzorku retentata konvencionalnog vina. Kod retentata ekoloskog vina, najveca
retencija je pri tlaku od 45 bara s hladenjem (3,63 mg/L), dok je najmanja pri tlaku od 25
bara bez hladenja (3,18 mg/L). U retentatima ekoloskog vina, nema znacajnih razlika u

vrijednostima koncentracije pri razli¢itim tlakovima i temperaturama.
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U pocetnom uzorku konvencionalnog vina, koncentracija (+)-katehina (Slika 15) iznosila je
88,71 mg/L, dok je u uzorku ekoloskog vina iznosila 42,18 mg/L. Ovdje se mogu uociti
znacajne razlike u koncentracijama izmedu pocetnih uzoraka vina. Nakon procesa
nanofiltracije, doSlo je do smanjenja koncentracije (+)-katehina u svim uzorcima retentata.
Najvece koncentracije zabiljezene su pri tlaku od 55 bara uz primjenu hladenja (79,33 i 36,65
mg/L), dok su najmanje vrijednosti zabiljeZe pri tlaku od 25 bara bez hladenja (45,35 i 28,47

mg/L). Porastom tlaka uz primjenu hladenja, povecava se i retencija u obje vrste retentata.

Slika 16 prikazuje koncentracije (-)-epikatehina. U pocetnom uzorku konvencionalnog vina,
koncentracija je iznosila 34,63 mg/L, dok je u uzorku ekoloskog vina iznosila 69,8 mg/L. Ovdje
je vidljiva znacajno vecéa koncentracija (-)-epikatehina u uzorku ekoloskog vina u usporedbi s
konvencionalnim vinom. Najmanja vrijednost zabiljeZzena je pri tlaku od 25 bara bez hladenja
(26,03 i 46,12 mg/L) kod obje vrste vina. Najveca koncentracija zabiljeZzena je pri tlaku od 55
bara s hladenjem (36,65 i 53,26 mg/L). Povecanjem tlaka povecava se i retencija kod

retentata obje vrste vina i s hladenjem i bez hladenja.

Koncentracije rutina prikazane su na Slici 17. Pocetne vrijednosti koncentracije iznosile su
0,95 mg/L za uzorak konvencionalnog vina i 1,59 mg/L za uzorak ekoloskog vina. Nakon
provedenog procesa nanofiltracije, uofen je porast koncentracije u retentatima
konvencionalnog vina, osim pri 25 bara bez primjene hladenja gdje je uoden pad
koncentracije. U svim uzorcima retentata ekoloskog vina uocen je pad koncentracije. Najvedi
porast koncentracije dobiven je pri tlaku od 55 bara s hladenjem u retentatu
konvencionalnog vina (1,30 mg/L). Kod ekoloskog vina, najveca retencija zabiljezena je pri
tlaku od 45 bara bez hladenja (1,34 mg/L). U retentatima ekoloskog vina nema znacajnih

razlika u koncentraciji rutina s obzirom na primijenjeni tlak i temperaturu.

Pocetne koncentracije kvercetina (Slika 18) iznosile su 1,18 mg/L za uzorak konvencionalnog
vina i 3,57 mg/L za uzorak ekoloskog vina. Nakon provedbe procesa nanofiltracije, moze se
uoditi kako je u uzorcima retentata ekoloskog vina doslo do gubitka kvercetina, a u uzorcima
konvencionalnog vina do smanjenja koncentracije. Najveca retencija kod retentata
konvencionalnog vina zabiljezena je pri tlaku od 55 bara uz hladenje (0,25 mg/L), dok je

najmanja retencija pri tlaku od 25 bara bez hladenja (0,08 mg/L).
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U pocetnom uzorku konvencionalnog vina, koncentracija derivata kvercetina 1 (Slika 19)
iznosila je 2,02 mg/L, a u uzorku ekoloskog vina 1,43 mg/L. Procesom nanofiltracije, doslo je
do smanjenja koncentracije u svim uzorcima retentata. Najveéa koncentracija u uzorku
retentata konvencionalnog vina iznosila je 1,39 mg/L pri 55 bara uz hladenje, dok je u uzorku
retentata ekoloskog vina iznosila 0,91 mg/L pri 45 bara bez primjene hladenja. Najmanja

retencija dobivena je pri 25 bara s primjenom i bez primjene hladenja (0,77 i 0,70 mg/L).

Slika 20 prikazuje koncentracije derivata kvercetina 2. U pofetnom uzorku konvencionalnog
vina, koncentracija je iznosila 1,11 mg/L, dok je u uzorku ekoloskog vina iznosila 1,20 mg/L.
Nakon provedene nanofiltracije, uofeno je smanjenje koncentracije u svim uzorcima
retentata. Kod retentata konvencionalnog vina, najveca je retencija pri 55 bara uz hladenje
(1,05 mg/L), a kod retentata ekoloskog vina, najveca je retencija pri 45 bara bez hladenja
(1,02 mg/L). U retentatima ekoloskog vina nema znacajne razlike u koncentracijama derivata

kvercetina 2 bez obzira na primijenjenu temperaturu i tlak.

Vrijednosti koncentracije malvidin-3-glukozida u uzorcima pocetnih vina i njihovim
retentatima prikazane su na Slici 21. Mogu se uociti znacajne razlike koncentracije u
pocetnim uzorcima vina (38,57 mg/L konvencionalno vino i 16,12 mg/L ekolosko vino).
Nanofiltracijom doslo je do smanjenja koncentracije spoja u svim uzorcima retentata bez
obzira na primijenjeni tlak i temperaturu. U retentatima konvencionalnog vina, najveca
retencija zabiljeZzena je kod tlaka od 55 bara uz hladenje, dok je najmanja kod tlaka od 25
bara bez hladenja. Kod retentata ekoloSkog vina, najveéa retencija zabiljezena je na 45 bara
bez hladenja, a najmanja na 45 bara s hladenjem. Povecanjem tlaka bez hladenja, dolazi do

povedéanja koncentracije malvidin-3-glukozida kod retentata ekoloskog vina.

Koncentracije derivata malvidin-3-glukozida prikazane su na Slici 22. Pocetne koncentracije
iznosile su 8,27 mg/L za uzorak konvencionalnog vina i 3,07 mg/L za uzorak ekoloskog vina. U
svim uzorcima retentata zabiljezen je pad vrijednosti. U retentatima ekoloskog vina, najveca
je retencija zabiljeZzena pri tlakovima od 45 i 55 bara bez hladenja (2,01 mg/L), dok je
najmanja pri tlakovima od 35 bara s hladenjem i 25 bara bez hladenja (1,82 mg/L). Kod
retentata konvencionalnog vina, najveca je retencija na 55 bara s hladenjem (7,51 mg/L), a

najmanja je na 25 bara bez hladenja.
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6. Zakljucci

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

1. Primjena visokog tlaka (55 bara) uz hladenje pogodovala je ve¢em zadrzavanju ukupnih
polifenola i flavonoida te monomernih antocijana, dok je primjena tlaka od 25 bara bez

hladenja rezultirala znatno manjom retencijom ovih spojeva.

2. Povecéanje temperature (bez primjene hladenja) dovelo je do blagog porasta udjela
polimerne boje bez obzira na upotrijebljeni tlak, Ssto moZe rezultirati degradacijom

osjetljivih sastojaka vina kao $to su antocijani.

3. Antioksidacijska aktivnost u uzorcima retentata konvencionalnog i ekoloSkog vina
smanjena je u svim uzorcima u usporedbi s pocetnim vrijednostima uzoraka vina.
Medutim, povecanje radnog tlaka i smanjenje temperature rezultiralo je veéim

zadrzavanjem antioksidacijske aktivnosti u obje vrste vina.

4. Za AE* dobivene su malo vece vrijednosti u retentatima ekoloSkog vina u usporedbi s
retentatima konvencionalnog vina. Povecanje temperature i tlaka rezultiralo je neznatno

vecéim vrijednostima za AE*.

5. Retencija pojedinih polifenolnih spojeva ovisila je o primijenjenom tlaku, temperaturi te

vrsti vina.

6. Proces nanofiltracije razli¢ito je utjecao na konvencionalno i ekoloSko vino te su pri
jednakim temperaturama i tlakovima dobivene razli¢ite retencije za pojedine

polifenolne spojeve.
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