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1. Uvod

Alkoholno pice daleke i duge povijesti ¢iji dokazi o konzumaciji sezu jo§ od davnina naziva se
vino. Prema Zakonu o vinu (NN 32/19), vino je definirano kao poljoprivredno prehrambeni
proizvod koji se dobiva potpunim ili djelomic¢nim alkoholnim vrenjem masulja ili mosta od
svjezeg grozda i od grozda pogodnog za preradu u vino. Proizvodnja bijelih vina razlikuje se
od proizvodnje crnih vina, a glavna razlika je u procesu vrenja gdje se kod crnih vina provodi
vrenje masulja, a kod bijelih vrenje mosta. Voda, etanol kao najzastupljeniji alkohol, bioaktivne
komponentne, Seceri, visi alkoholi, kiseline, hlapljivi aromatski spojevi i mineralne tvari ¢ine

kompleksan sastav vina (Ivi¢, 2022).

Cabernet sauvignon predstavlja najpoznatiju vinsku sortu crnog grozda, a nastala je krizanjem
cabernet franca i sauvignona bijelog. Ova sorta prilagodava se razli¢itim tlima, otporna je na
StetoCine 1 bolesti te se uzgaja u cijelome svijetu. Vino Cabernet Sauvignon karakterizira crvena
boja, a po sastavu ovo crno vino bogato je alkoholima, kiselinama, aromama te bioaktivnim

komponentama.

Aroma predstavlja jednu od najvaznijih senzorskih karakteristika koja je odgovorna za karakter
1 kakvoc¢u vina te koja ima vrlo vaznu ulogu pri odabiru vina od strane potrosaca (Pretorius i
sur., 2003). Uz aromu, boja je takoder vazna karakteristika 1 ostavlja snaZan vizualan dojam
svojstven odredenom vinu. Proizvedeno vino je upravo zbog gore navedenog potrebno ispravno
skladistiti kako bi se oCuvali pigmenti 1 aromatski spojevi te kako ne bi doslo do utjecaja na
tvari arome 1 boje. Fenolni spojevi su glavne bioaktivne komponente vina koje zbog
antioksidativnih svojstava imaju pozitivan uc¢inak na ljudsko zdravlje. Antocijani, flavonoidi 1

fenolne kiseline kao jedni od predstavnika fenolnih spojeva odgovorni su za boju i okus vina.

Fermentacija je najvazniji korak u proizvodnji vina. Odvija se uz prisustvo kvasaca, ukljucuje
anaerobnu pretvorbu Secera u alkohol i ugljikov dioksid, a cijeli proces kataliziran je enzimima.
Tijekom maceracije masulja i vrenja, neizostavnih koraka u proizvodnji crnih vina, dolazi do

obogacivanja moSta tvarima arome i polifenolnim spojevima, te u konacnici do nastanka vina.

Cilj ovoga rada bio je ispitati utjecaj procesa fermentacije na tvari boje 1 arome vina Cabernet
Sauvignon kutjevackog vinogorja, berbe 2023. godine. U tu svrhu, analizirani su uzorci vina
Cabernet Sauvignon na pocetku fermentacije, tijekom burne fermentacije i po zavrSetku

fermentacije, odreden im je polifenolni sastav i aroma te je provedena usporedba rezultata.
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2. Teorijski dio

2.1. VINOVA LOZA

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) spada u jednu od najstarijih kultiviranih biljnih vrsta iz porodice
Vitaceae ili Ampelidea (Olmo, 1995). Ovu porodicu ¢ine biljke povijuse vitkog stabla koje su
karakteristiéne po viticama kojima se oslanjaju, ucvrS¢uju te koje im sluze za penjanje ili
puzanje po zemlji. Prema Zakonu o vinu (NN 32/19), sorte vinove loze u koju spadaju vrste
Vitis vinifera ili krizanci vrste Vitis vinifere s drugim vrstama roda Vitis su jedine sorte vinove
loze koriStene za proizvodnju vina. Rod Vitis dijeli se na dva podroda u koja spadaju podrod
Muscadinia i podrod Euvitis, jedini vazni za vinogradarsku proizvodnju (Pichler, 2022). Podrod
Euvitis dijeli se na 30 sjevernoamerickih, 40 isto¢noazijskih te na jednu euroazijsku vrstu u
koju spada Vitis vinifera. Zbog svoje otpornosti na niske temperature i bolesti poput filoksere
americke vrste koriste se same, a moguca je i primjena u obliku hibrida tj. podloga za europske
vinske loze. U najpoznatije americke vrste spadaju Vitis riparia, Vitis berlandieri i Vitis
rupestris. Hibridi mogu nastati slu¢ajnim oprasivanjem ili se dobivaju namjerno zbog
otpornosti na bolesti 1 klimatske uvjete (Zori€i¢, 1996). Euroazijska Vitis vinifera ima dvije
podvrste: Vitis vinifera var. silvestris tj. podvrsta europske divlje loze i Vitis vinifera var. sativa
odnosno podvrsta europske kulturne loze. Divlja euroazijska loza Vitis sylvestris predstavlja

predak vinove loze (Maletic¢ i sur., 2008).

2.1.1. Morfologija vinove loze

Cokot ili trs naziva se svaka pojedina biljka vinove loze koja spada u drvenastu, listopadnu i
grmoliku penjacicu (Hulina, 2011). Kako je prikazano na Slici 1, glavni dijelovi vinove loze su
nadzemni dio kojeg Cini stablo (krakovi 1 ogranci), pupovi, vitice, rozgva, zaperci, listovi,
grozdovi, cvjetovi, cvatovi 1 bobice te podzemni dio tj. korijen. Na trsu se razlikuju generativni
1 vegetativni organi. U vegatativne organe spadaju korijen, pupovi, stablo s krakovima i
ograncima, mladice, li§¢e i rozgva, a njihova uloga je opskrba biljke vodom 1 hranjivim tvarima.
Generativnim organima glavna uloga je razmnozavanje i u ovu skupinu spadaju cvijet, cvat,

vitica, grozd, bobica i sjemenka (Mirosevi¢, 1996; Blesi¢ 1 sur., 2013).
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Slika 1 Morfoloski prikaz vinove loze (Pichler, 2022)

Korijen kao vegetativni organ osigurava stabilnost 1 ¢vrsto¢u stablu, nadzemnim dijelovima
vinove loze dovodi vodu i hranjive tvari te sluzi i kao skladiste ugljikohidrata i bjelancevina.
Razlikujemo povrSinsko korijenje (brandusi) koje se nalazi 5 do 10 cm ispod razine tla, zatim
srednje korijenje na 15 do 20 cm ispod razine tla te glavno korijenje koje prodire duboko u tlo

1 koje predstavlja najvazniji dio (Keller, 2015; Mirosevi¢, 1996).

Stablo predstavlja nadzemni dio trsa koji nastaje iz zimskih pupova vegetativnim putem (Licul
1 Premuzi¢, 1993). Stablo je prekriveno korom, pocetak stabla nalazi se odmah iznad tla, mjesto
grananja predstavlja zavrSetak stabla, a na stablu se nalaze joS$ 1 krakovi, ogranci te mladice 1
liS¢e. Provodni snopovi koji prolaze kroz stablo sluze za prijenos hranjivih tvari 1 vode od
korijena kao podzemnog organa do lista kao nadzemnog i obrnuto. Na visinu i debljinu stabla

utjecu sorte vinove loze te nacini uzgoja vinove loze.

Mladice (rozgva) su organ koji se razvija iz pupova, a s obzirom na dio trsa iz kojeg se razvijaju
postoje rodne mladice 1 nerodne mladice. Rodne mladice su mladice koje na sebi nose cvatove
tj. grozdove, dok su nerodne mladice bez grozdova. Mladice su na pocetku vegetacije zelene, a
tijekom vegetacije mijenjaju boju u narancastu, crvenu, smedu. Zrele mladice postaju
jednogodisnje drvo kada s njih u jesen otpadne lis¢e. Mladice razvijene iz jednogodiSnjeg drveta

su najvaznije mladice u vinogradarskoj proizvodnji (MiroSevi¢ 1 Karoglan Konti¢, 2008).
Razlikujemo tri vrste pupova: ljetni (zaperci), zimski (pravi) i spavajuéi (pricuvni) pup. Zimski
1 ljetni pupovi razvijaju se iste godine. Zaperci su za razliku od glavne mladice kra¢i, tanji,

svjetliji, nerodni te ih se uglavnom odstranjuje. Zimski pupovi su stozastog oblika i1 sadrze dva
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lista prekrivena smolom. Pricuvni pupovi su prekriveni korom i ova vrsta pupa miruje sve do
nastanka povoljnih uvjeta poput dovoda hranjiva pri ostrijem rezu (MiroSevi¢ i Karoglan
Konti¢, 2008). Pri vrhu se rodnost pupova smanjuje, a od osnove do sredine trsa rodnost pupova

se povecava (Licul 1 Premuzi¢, 1993).

Listovi su smjesSteni na koljencu mladice, a sadrzavaju peteljke i plojke s licem i nali¢jem.
Prema veli€ini razlikuju se mali listovi (10 — 12 cm), srednje dugi listovi (17 — 20 cm) te veliki
listovi (viSe od 20 cm). Ovisno o sorti i vrsti, nali¢je lista prekriveno je dlacicama koje
karakteriziraju razlicite veliCine i razli¢ita gustoca. Svaka sorta vinove loze ima svoj specifi¢an
oblik lista i stoga se na temelju oblika lista moze odrediti sorta vinove loze. Listovi imaju vaznu

ulogu u procesu fotosinteze, transpiracije i disanja (Maletic¢ i sur., 2008).

Cvat je generativni organ sa skupom cvjetova sastavljenih u grozd. Ovisno o sorti, svaka
mladica uglavnom ima dva cvata, a svaki cvat sadrzi od 100 do 1500 cvjetova. Gradu cvijeta
¢ine: Caska, prasnici, vjencié, tucak i zlijezde nektarije (Maleti¢ i sur., 2008). Cvjetovi su sitni,

pravilni, ve¢ina sorti ima dvospolan cvijet, a moguca je i samooplodnja (Hulina, 2011).

Vitice su zakrzljali grozdovi koji su potrebni vinovoj lozi za penjanje 1 ucvrséivanje uz zicu oko

koje se spiralno uvijaju.

Grozd se sastoji od bobica i peteljki koje drze bobice, a nastaje iz cvata nakon oplodnje te su
oboje iste grade. Prema obliku grozdovi mogu biti: nepravilni, stozasti, valjkasti i1 valjkasto-
stoZasti. S obzirom na veli¢inu razlikuju se mali (50 do 120 g), srednje veliki (120 do 250 g),
veliki (250 do 500 g) i vrlo veliki (> 500 g) grozdovi. Grozdovi se prema zbijenosti dijele na
zbijene, vrlo zbijene, rastresite 1 vrlo rastresite grozdove (Pichler, 2022). Peteljka predstavlja
kostur grozda ¢iji udio u grozdu varira od 2 do 8%. Duljina petelj¢ice ima vaznu ulogu pri
odredivanju tipa grozda. Peteljka sadrzi polifenole (osobito tanine), mineralne tvari (kalij) i

malu koli¢inu Secera (Sokoli¢, 1976).

Bobica ¢ini glavni 1 najvazniji dio grozda. Ovaj generativni organ razvija se nakon oplodnje, a
¢ini 92 do 97% grozda. Tri glavna dijela bobice su kozica (7 do 10%), meso (75 do 85%) i
sjemenke u sredini (3 do 5%). Udio pojedinih dijelova bobica, oblik, veli¢ina i boja bobice
razlikuju se ovisno o sorti (Paunovi¢ i Danic¢i¢, 1976). Kozica (epikarp) bobice gradena je od
Sest do deset slojeva, odgovorna je za tvari boje 1 tvari arome u vinu, a kozica crnih sorti bogatija
je polifenolima. VoSstani sloj na povrsini kozice sluzi kao zastita od isusivanje i odgovoran je
za barSunasti izgled bobice. Kemijski sastav bobica ¢ine: voda, Seceri, organske kiseline,

mineralne tvari i celuloza (Zori¢i¢, 1996). Sjemenka se sastoji od masne jezgre okruZene
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drvenom ljuskom. Sjemenka nastaje iz zametaka u tucku, a broj sjemenki ovisi o broju
zametaka koji se oplode. Razlikuju se i sorte koje nemaju sjemenke 1 koriste se za suSenje tj.
proizvodnju grozdica. Meso (mezokarp) bobice ¢ini grozdani sok, a predstavlja glavni dio
bobice na koji otpada veliki postotak mase bobice, ¢ak 75 do 85% (MiroSevi¢ 1 Karoglan

Kontié, 2008).

2.1.2. Sorte grozda za proizvodnju vina

Klasifikacija sorti vinove loze temelji se na sljede¢im obiljezjima:

e morfoloska: boja, veli¢ina i oblik bobice, oblik grozda i oblik lista,

e fizioloska: vrijeme dozrijevanja,

e gospodarska obiljezja i

e geografsko podrijetlo: sorte iz zapadne Europe, iz crnomorskog bazena 1 sorte iz Azije
1 istocnih zemalja.

Prema fizioloskim obiljezjima sorte vinove loze dijele se na :

e vrlo rane sorte,

e rane sorte,

e srednje kasne sorte,
e kasne sorte te na

e vrlo kasne sorte.
Prema gospodarskim obiljeZjima i s obzirom na namjenu dijele se na:

e vinske sorte,
e stolne sorte,
e sorte za susenje 1

e sorte za ostale namjene poput proizvodnje destilata 1 soka.
Odabir sorte vinove loze vaZan je za uzgoj grozda 1 za proizvodnju vina.
Vinske sorte 1 njihova primjena:
e za proizvodnju vrhunskih vina koriste se visoko kvalitetne vinske sorte,
e kvalitetne sorte koriste se za proizvodnju kvalitetnih vina na izuzetnim poloZajima te

za proizvodnju vrhunskih vina,

e sorte niske kakvoce imaju primjenu u proizvodnji stolnih vina.
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U Hrvatskoj na izbor i kakvocu sorti najveci utjecaj ima klima. Podrucje Republike Hrvatske

dijela se na dvije velike vinogradarske regije koje se dalje ras¢lanjuju na podregije.
Najvaznije vinske sorte u RH:

Kontinentalna Hrvatska
Za proizvodnju bijelih vina:

o Grasevina bijela,

o Rajnski rizling bijeli,
o Chardonnay bijeli,

o Traminac crveni,

o Traminac mirisavi,

o Pinot bijel,

o Pinot sivi,

o Sauvignon bijeli i

o Plemenka bijela.
Za proizvodnju crnih vina:

o Frankovka crna,

o Cabernet Sauvignon crni,
o Pinot crni,

o Portugizac crni,

o Zweigelti

o Merlot crni.
Primorska Hrvatska
Za proizvodnju bijelih vina:

o Malvazija Istarska bijela,
o Posip bijeli,

o MaraStina bijela,

o Grk bijeli,

o Zilavka bijela,

o Kujundusa bijela te

o Zlahtina bijela.
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Za proizvodnju crnih vina:

o Plavac mali,

o Babi¢ crni,

o Teran crni,

o Cabernet Sauvignon crni,
o Merlot crni,

o Plavinacrnai

o Crljenak (Pichler, 2022).

2.1.3. Cabernet Sauvignon

Cabernet sauvignon (Slika 2) najpoznatija je 1 najuspjeSnija vinska sorta grozda koja ima
primjenu u proizvodnji crnih vina. Nastala je u 17. stolje¢u u Francuskoj (pokrajina Bordeaux),
a danas se uspjesno uzgaja u cijelom svijetu (Herjavec, 2019). Ova vrhunska vinska sorta
nastala je sluajnim krizanjem cabernet franca i sauvignona bijelog (Bowers i Meredith, 1997).
Podregije Republike Hrvatske za koje je karakteristiCan uzgoj cabernet sauvignon sorte su
Prigorje, Slavonija, Moslavina, PleSivica, Podunavlje te Primorska Hrvatska. Uzgoju najvise
odgovaraju visi brezuljkasti krajevi, a uspjesnost uzgoja je slicna na dubokim, ali i na plitkim
tlima te suhim tlima. Sorta je srednje otporna na pepelnicu, a prema botritisu ima vrlo dobru
otpornost. Sorta cabernet sauvignon dozrijeva kasno, a karakterizira ju: snaZan rast, umjerena
otpornost na bolesti, peronosporu, truljenje 1 smrzavice, dobro podnoSenje susa i kiSnih
razdoblja (ukoliko ne traju predugo) te dobar urod (Robinson i sur., 2012). Sorta razvija ¢okot
velike vegetativne snage. Grozdovi su mali, zbijeni, stozastog oblika, duZine 15 c¢m i Sirine od
8 cm. Cvjetovi su dvospolni, a tamnozeleni listovi (peterodijelni) su srednje veli¢ine 1 okruglog
oblika. Bobice su okrugle, mogu biti male ili srednje, a karakterizira ih crnomodra (tamnoplava)
boja. Meso bobice ima socan 1 slatkast okus te specifican miris. Bobice imaju 1 debelu ¢vrstu
pokoZzicu §to ovu sortu €ini otpornijom i lakSom za uzgoj. Sok je bezbojan sa specificnim
okusom na zelenu travu. Ovu sortu karakterizira jo§ i srednje bujan trs, vitke mladice te
crvenkasta srednje duga i srednje debela peteljka (MiroSevic i sur., 2009). Crno vino Cabernet
Sauvignon je visokokvalitetno vino bogato kiselinama, aromama, bioaktivnim komponentama
1 alkoholima sa specificnim okusom i mirisom. Vino karakteriziraju note crnog ribiza,
borovnice, viSnje, tamne ¢okolade 1 dZzema od §ljiva. Cabernet Sauvignon je vino tamnocrvene
boje s blagim prijelazom na ljubicastu, blage trpkosti, jakog okusa 1 male kiselosti. Intenzitet
boje Cabernet Sauvignon vina varira ovisno o tehnikama proizvodnje vina i o regiji u kojoj je
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grozde uzgajano. Sadrzaj alkohola je izmedu 12 i 13 vol.%, ukupnih kiselina ima izmedu 51 7

g/L, a glicerola izmedu 7,5 19,5 g/L (Ivi¢, 2022; Krstulovi¢, 2008).

Slika 2 Grozd cabernet sauvignon (Web 1)

2.2. PROIZVODNJA CRNIH VINA

Proizvodnja crnih vina (Slika 3) je vrlo slozen i dugotrajan postupak kojeg ¢ini vise razlicitih
procesa. Kod crnih vina, za razliku od bijelih, maceracija se odvija usporedno s alkoholnom
fermentacijom (Morata 1 sur., 2019) Za dobivanje kvalitetnog vina bez nepravilnosti i mana
potrebno je osigurati branje tehnoloski zdravog i zrelog grozda, pravilno vrenje mosta, Cistocu
posuda i pribora koriStenih za skladistenje i fermentaciju te odgovarajuce prostorije i uvjete.
Proizvodnju crnih vina karakterizira paralelni postupak maceracije (krutih dijelova grozda) 1

alkoholne fermentacije mosta.
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Slika 3 Shematski prikaz proizvodnje crnih vina (Pichler 2022)

Klasi¢na vinifikacija crnih vina sastoji se od sljede¢ih faza:

e muljanje-runjanje grozda i punjenje posuda,

e sumporenje (sulfitiranje) masulja,

e maceracija i alkoholna fermentacija,

e odvajanje mosta od taloga (ocjedivanje i presanje) te

e zavrSna alkoholna i malolakti¢na fermentacija (ako je potrebna) (Pichler, 2022).

Proizvodnja vina zapocinje berbom grozda u vinogradu pri ¢emu je posebno vazno voditi
racuna o tehnoloskoj zrelosti grozda. Ova pocetna faza je klju¢na za kvalitetu vina i svojstva
vina. Provjerava se sadrzaj Secera 1 kiselina u bobicama, a grozde je dostiglo svoju tehnolosku
zrelost kada se sadrzaj Secera u bobicama ne mijenja (koncentracija Secera u bobicama je
dostigla maksimum). Berba grozda provodi se ru¢no ili pomocu strojeva. Prijevoz ubranog
grozda do vinarije (u kasetama ili u rinfuzi) i preradu grozda potrebno je obaviti u §to kra¢em
vremenskom roku kako bi se sprijecilo pucanje i gnjecenje bobica, istjecanje soka grozda,

prijevremena fermentacija, oksidativne promjene te razvoj 1 Sirenje mikroorganizama.

2.2.1. Prerada grozda

Pocetak prerade grozde zapocinje procesima muljanja i runjanja koje je potrebno provesti $to
prije. Runjanje je tehnoloSka operacija odvajanja bobica od peteljki koje zbog visokog sadrzaja
tanina vinu daju gorak i trpki okus te potencijalno narusavaju kvalitetu mosta. Tijekom muljanja

1 runjanja vazno je paziti da ne dode do drobljenja sjemenki, peteljki i pokoZica zbog prisutnih
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tanina (Law, 2006). Muljanje ukljucuje gnjecenje grozda s ciljem izdvajanja grozdanog soka iz
bobice (razdvajanje ¢vrste od tekuce faze). Ova faza prerade obavlja se na strojevima koji se
nazivaju runjace-muljace. Grozde ulazi u rotirajuci cilindar, u perforiranom bubnju odvajaju se
bobice od peteljki nakon ¢ega se odvojene bobice gnjece valjcima (Grainger 1 Tattersall, 2005).
Na ovaj nacin kao konacni proizvod nastaje smjesa koju ¢ini grozdani sok i1 ¢vrsti dijelovi
bobica (meso, sjemenke i pokozica) koja se naziva masulj. Dobiveni masulj potrebno je
sumporiti nakon muljanja 1 runjanja ili tijekom tih operacija (Licul, Premuzi¢, 1977). Sumpor
ima primjenu u vinarstvu kao dozvoljeno enolosko-vinarsko sredstvo koje sprjecava nepozeljne
1 Stetne procese u mostu i vinu. Sumporenje se provodi sa 10 do 15 g/hL kalijevog metabisulfita
s ciljem sprje¢avanja kvarenja, oksidacijskih reakcija, razmnozavanja divljih kvasaca i bakterija
te s ciljem ubrzavanja talozenja mosta (necistoca). Koli¢ina sumpora koju je potrebno dodati i
vrijeme sumporenja ovise o zdravstvenom stanju tj. ispravnosti grozda (grozde koje je trulo
potrebno je vise sumporiti), zrelosti grozda (nedovoljno zrelo grozde zahtjeva viSe sumpora),
vremenu u trenutku kada je grozde brano (viSe se sumpori ako je bilo toplo vrijeme),
temperaturi i1 sastavu mosSta (Tomas i1 Kolovrat, 2011). Nakon muljanja i runjanja slijede

maceracija i fermentacija.

Postupak maceracije ima poseban znacaj u proizvodnji crnih vina jer se tijekom ovog postupka
postupno ekstrahiraju polifenolni spojevi, tvari arome i tvari boje te mineralne tvari sadrzane u
¢vrstim dijelovima grozda (pokoZzica i sjemenke) u most. Ovaj korak je kljucan jer se
maceracijom ekstrahiraju antocijani iz pokoZice odgovorni za boju crnog vina i tanini,
antioksidansi zasluzni za gorak 1 trpki okus buduceg vina. Uvjeti maceracije poput temperature,
vremena, ucestalosti mijeSanja, koncentracije sumpora utjeCu na intenzitet boje 1 arome.
Temperatura izmedu 20 1 25 C predstavlja temperaturu koja je idealna za uspjesnu provedbu
maceracije (Ivi¢, 2022; Claus, 2019). Moguc¢i je 1 dodatak pektolitickih enzima koji razgraduju
pektin u koZici bobica i1 koji su zasluzni za postizanje bolje ekstrakcije tvari boje iz koZice.
Duljina trajanja maceracije je od velikog znacaja u proizvodnji crnih vina tj. dulja maceracija

rezultira boljom kakvo¢om i intenzitetom boje (Goémez-Plaza 1 sur., 2002).

2.2.2. Fermentacija

Fermentacija je najvaZzniji proces u vinarstvu koji se odvija uz prisustvo kvasaca. Glavni spojevi
arome nastaju tijekom alkoholne fermentacije djelovanjem kvasaca (Antonelli i sur., 1999).
Fermentacija moze biti spontana (provode ju kvasci iz mosta; nativni ili prirodni kvasci) i
pomocu selekcioniranih kvasaca (dodaju se; dobiveni umjetnim putem). Na povrSini bobica
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grozda ili opremi za vinifikaciju nalaze se kvasci dospjeli iz tla zrakom, Cesticama prasine,
insektima, ali njihova koncentracija nije dovoljna za alkoholnu fermentaciju i zbog toga se
masulju u suvremenom vinarstvu dodaju selekcionirani kvasci za dobivanje kvalitetnih
proizvoda sa zadovoljavaju¢im karakteristikama. Vinski kvasci proizvode i spojeve arome te
na taj nacin sudjeluju u formiranju senzorskih karakteristika vina. Brojna istrazivanja pokazala
su da vinski kvasci imaju veliki utjecaj i na sastav hlapljivih komponenata arome vina (Ramon-
Portugal 1 sur., 1990). Nakon sumporenja slijedi dodatak selekcioniranih kvasaca uslijed cega
dolazi do vrenja mosta tj. alkoholne fermentacije. KoriSteni selekcionirani kvasci najcesce
pripadaju rodu Saccharomyces cerevisiae jer najbolje podnose visoke koncentracije alkohola i
brzo se taloze, ali moguéa je i primjena kvasaca drugih rodova (Candida, Hanseniaspora,
Pichia) (Padilla 1 sur., 2016). Uloga selekcioniranih kvasaca je fermentacija glukoze tj.
pospjesivanje i bolja kontrola fermentacije (Banovi¢, 2020).Vazno je da se kvasci po zavrSetku

fermentacije dobro i brzo istaloze na dno posude (Divol i Bauer, 2010).

Alkoholna fermentacija (alkoholno vrenje) je anaerobni proces prevodenja Secera u alkohol
(glukoze u etanol) i ugljikov dioksid. Cijeli proces kataliziran je enzimima koje metaboliziraju
kvasci. U procesu fermentacije koja je dinamicna u samome pocetku nastaje i energija koju
kvasci najvise koriste za rast i razvoj, a dio energije oslobada se i u obliku topline. Osim
spomenutih glavnih produkata alkoholne fermentacije (etanol i ugljikov dioksid), nastaju jos i
sekundarni produkti poput estera, viSih alkohola i masnih kiselina. Metabolizam kvasaca
dovodi i do nastanka spojeva arome. Prva faza fermentacije je aerobna i u njoj kvasci kisikom
1z zraka razlazu Secer do ugljikovog dioksida, a druga faza je anaerobna i u njoj se Seceri razlazu
do etanola i ugljikovog dioksida. Alkoholna fermentacija provodi se u drvenim, betonskim ili
metalnim vrionicama. Dvije faze alkoholne fermentacije su odvojene, a to su glavno (burno)
vrenje 1 naknadno (tiho) vrenje. Glavno vrijeme moZe biti toplo 1 provodi se na temperaturama
od 15 do 18 °C u trajanju od 5 do 10 dana te hladno koje traje 7 do 14 dana i provodi se na 10
do 15 °C. Suvremene tehnologije preporucuju hladno vrenje. Naknadno (tiho vrenje) odvija se
na temperaturi od 15 °C 1 traje 3 do 6 tjedana. Proces fermentacije je na poCetku buran (traje tri
do 5 dana), dolazi do stvaranja pjene na povrsini te je u pocetku brze razmnoZzavanje kvasaca,
troSenje Secera 1 nastanak ugljikovog dioksida. Nakon burne faze slijedi otakanje moSta u
posude koje moraju biti pune 1 zatvorene. Zapoc€inje faza smirivanja (ttho vrenje) u kojoj je
smanjena aktivnost kvasaca, raste koli¢ina alkohola, smanjuje se koli¢ina Secera te se u ovoj
fazi formiraju karakteristike buduceg vina. Slijedi eventualna malolakti¢ka fermentacija koju

provode bakterije mlije¢ne kiseline rodova Lactobacillus, Leuconostoc 1 Pediococcus. Ove
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bakterije vinu daju kompleksnost i blagu maslacnu aromu. Jabu¢no-mlije¢na fermentacija
provodi se s ciljem transformiranja jake jabu¢ne kiseline u blazu mlijecnu kiselinu. Kraj
fermentacije oznaCava smirivanje vina 1 stvaranje nepozeljnog taloga na dnu posude.
Temperatura, kemijski sastav mosta, kultura selekcioniranih kvasaca, izvori duSika imaju

kljuénu ulogu jer o njima ovisi sami tijek i intenzitet fermentacije.

Temperatura ima veliki utjecaj na sami tijek i dinamiku fermentacije. O temperaturi ovisi
vrijeme pocetka (odmah ili nakon nekoliko dana) i trajanje fermentacije te koli¢ina nastalog
alkohola. Temperatura od 28 do 25°C predstavlja najpogodniju temperaturu i kod ove
temperature svaki dan provrije ista koli¢ina Se¢era. Temperatura fermentacije moZze porasti sa
20 °C na oko 30 °C do 32 °C (moze se povisiti za 10 °C ili vise). Potrebna je kontrola
temperature tijekom fermentacije budu¢i da kvasci prestaju djelovati na temperaturama koje su
viSe od 35 °C (kvasci ne smiju prestati fermentirati prije nego Sto potrose sav Secer). Provodenje
fermentacije na nizim temperaturama rezultira boljim rastom kvasaca, stvaraju se aromatske
karakteristike i u konacnici nastaje vino s vefom koncentracijom alkohola. Na viSim
temperaturama fermentacija je burna, ugljikov dioksid i1 hlapljivi aromati¢ni sastojci naglo
izlaze, a sama fermentacija brze zavrSava (Mustovi¢, 1985). Temperature od 15°C do 20 °C
pogoduju razvoju intenzivnije arome, povecava se udio alkohola i smanjuje se udio octene
kiseline. Na temperaturi od 25 °C fermentacija zapocinje nakon 12 sati, kod 17 do 18 °C
fermentacija zapocinje nakon 24 sata, na 15 °C fermentacija ¢e zapoceti tek nakon 5 do 6 dana,

dok fermentacija kod 10°C zapocinje tesko (Grainger 1 Tattersall, 2005; Claus, 2019).

Most je grozdani Secer koji sadrzi 70 do 80% vode (ranije sorte sadrze vise, a kasnije manje
vode). Seéeri najvise utjeCu na kvalitetu mosta i vina, a sadrzaj Seéera ovisit ¢e o zrelosti i
ekoloskim ¢imbenicima. Sazrijevanjem se sadrzaj Secera povecava, a sadrZaj kiselina smanjuje.
Na proces fermentacije najve¢i utjecaj imaju vinska (daje okus kiselosti), jabu¢na
(najnestabilnija; razgraduje se na etilni alkohol 1 ugljikov dioksid), limunska i jantarna kiselina.

Kiseline inhibiraju rad Stetnih bakterija i omogucavaju pravilno vrenje mosta (Zorici¢, 1996).

U procesu fermentacije kvasci imaju klju¢nu ulogu zbog sposobnosti pretvorbe Secera u etanol
1 ugljikov dioksid. Kvasci zbog svoje otpornosti mogu nadvladati prisutne mikroorganizme, a
klju¢na je i ¢injenica da kvasci zna¢ajno utje€u na aromu buducéeg vina. Pravilan odabir kvasaca
moze dovesti do stvaranja zeljenih spojeva arome i1 okusa. Kvasci koji ne pripadaju rodu
Saccharomyces imaju ograni¢enu sposobnost fermentacije te stvaraju visoke koncentracije
spojeva koji nepozeljno utjecu na senzorske karakteristike (octena kiselina, acetalaldehid, etil

acetat) (Ciani i Comitini, 2019).
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Dusik (iz aminokiselina) je hrana kvascima i ima veliki utjecaj na brzinu alkoholne
fermentacije. Nedostatak duSika u mosStu ograniCava razmnozavanja kvasaca, a time se
povecava rizik od usporene fermentacije (ZoriCi¢, 1996). Kisik je potreban kvascima za

pravilan razvoj i vazan je za uspje$no provodenje fermentacije.

2.2.3. Odlezavanje i dozrijevanje

Po zavrSetku fermentacije vino se smiri, a na dnu posude zaostaje nepoZzeljni talog koji se
uklanja kako ne bi nastale neugodne arome i nepozeljni spojevi. Hladna stabilizacija (od —4 °C
do —6 °C) pospjesuje talozenje i1 dolazi do ubrzanog izdvajanja soli vinske kiseline. Poslije
hladne sterilizacije vino je potrebno filtrirati. Koriste se razne metode filtracije: naplavni filtri,
membranska filtracija, mikrofiltracija. Nepozeljni talog potrebno je ukloniti i to pretakanjem
mladog vina i korakom sumporenja vina. Prvi pretok vina je otvoreni i odvija se uz prisustvo
zraka prilikom kojeg se uklanjaju neugodni mirisi. Drugi pretok je obi¢no zatvoreni i provodi
se kod vina podloznijih posmedivanju i kod kojih je moguca oksidacija aromatskih spojeva
(Tomas i Kolovrat, 2011; Ivi¢, 2022). Mlado vino potrebno je dodatno bistriti sredstvima za
bistrenje s ciljem uklanjanja koloidnih ¢estica koje uzrokuju mutnoc¢u. Od organskih sredstava
za bistrenje najvecu primjenu imaju Zelatina i tanini, a od mineralnih bentonit. Aciditet (pH
vina), temperatura, priprema i unos sredstava za bistrenje imaju veliki utjecaj na efikasnost

bistrenja.

Po zavrSetku fermentacije vino je bez formiranog okusa te ima oStar 1 neugodan miris (na
kvasce). OdleZavanjem dolazi do razvoja arome, okusa i mirisa u mladom vinu. Za odleZavanje
vina koriste se drvene bacve ili tankovi od betona ili nehrdajuceg Celika gdje se tijekom
sazrijevanja omekSavaju tanini 1 dolazi do razvoja pozeljnih spojeva arome. Hrast je zbog svoje
porozne strukture najbolja sirovina za izradu bacve. Primarna aroma je aroma grozda,
sekundarna je aroma vrenja, a tercijarna aroma 1 mirisi nastaje pri pretoku i odleZavanjem vina
(bouquet). Kisik je od velikog znaaja u procesu dozrijevanja vina. Prodiranje kisika odvija se
kroz pore hrastovih ba¢vi §to bitno utjeCe na formiranje mirisa i okusa (Zori€i¢, 2013). Starenje
u ba¢vama naglaSava karakter vina nastalih od crnih sorti. Vina prije punjenja u ambalazu
dozrijevaju. U vinu se odvijaju fizikalne, bioloske i kemijske promjene koje odrZavaju i
poboljsavaju organolepti¢ka svojstva vina. Proces dozrijevanja sastoji se od dvije faze: prije
punjenja i nakon punjenja vina u boce. Nakon odleZavanja vino se puni u ambalazu koja moze
biti staklena boca, tetrapak, plasticna boca. Danas postoje 1 nove tehnologije poput
mikrooksigenacije, odleZavanje u barique bac¢vama, odlezavanje na talogu (sur lie), ubacivanje
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dijelova ba¢ve u vino (u obliku praha, piljevina), a sve s ciljem smanjenja vremena potrebnog
za odlezavanje (Banovi¢, 2008; Tao i sur., 2014). Optimalna temperatura skladistenja vina koje
treba odlezati da bi sazrilo je 12 °C (prihvatljivo je od 10 do 14 °C). Zbog neodgovarajuce
temperature ubrzava se proces starenja i vino gubi na kvaliteti. Optimalna vlaznost iznosi 65

do 70%, a podrumi za skladiStenje i dozrijevanje vina moraju biti tamni.

2.3. KEMIJSKI SASTAYV VINA

Kemijski sastav vina zavisi o sorti vinove loze, sastavu grozda, zdravstvenom stanju bobica,
stupnju zrelosti grozda, klimatskim uvjetima, nacinima prerade i proizvodnje vina. Zakonom o
vinu odredene su grani¢ne vrijednosti pojedinih sastojaka i1 njihovi odnosi. Voda, etanol,
kiseline, Seceri, visi alkoholi, mineralne tvari, hlapljivi aromatski spojevi i bioaktivne
komponente glavne su komponente vina. Udio vode, kao glavnog sastojka vina, mijenja se s

obzirom na koli¢inu alkohola.

2.3.1. Alkoholi

Alkoholi kao skupina organskih spojeva s jednom ili viSe hidroksilnih skupina u molekuli su
uz vodu najzastupljenija komponenta u vinu. U vinu je prisutan veliki broj razli¢itih alkohola,
a u dvije skupine koje su ujedno i1 osnovne spadaju alifatski 1 aromatski alkoholi. Alifatski
alkoholi dijele se na monovalentne (metanol 1 etanol) 1 viSevalentne alkohole (glicerol, manitol,
2,3-butandiol). Volumni udjeli su nacin izrazavanja koli¢ine alkohola u vinima. Potrebno je
otprilike 16 g/L Secera za proizvodnju 1 volumnog postotka alkohola. Prema Pravilniku o vinu
dopusteni udio alkohola u vinu kre¢e se od minimalnih 8,5 vol.% (stolna vina) do maksimalnih
15 vol% (kvalitetna vina 1 vrhunska vina). Najzastupljeniji alkoholi prisutni u vinu su metanol

1 etanol.

2.3.1.1. Etanol (etilni alkohol; C;HsOH)

Etanol je poslije vode koli¢inski najzastupljeniji sastojak vina, a predstavlja glavni produkt
alkoholne fermentacije. U vinu nastaje alkoholnom fermentacijom Secera pomocu kvasaca te
ima veliki utjecaj na kakvocu vina. Nastanak etanola proporcionalan je koli¢ini prirodno
prisutnih Secera u grozdu i mostu. Alkohol dehidrogenaza je enzim koji katalizira ovu reakciju.

Etilni alkohol ima veliki utjecaj na organolepti¢ka svojstva vina, na trpkost , na viskoznost, a
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jo§ daje i punocu okusa te doprinosi slatkastoj aromi i voénoj aromi koja se moze pronaci u
vinu. Takoder ima antimikrobno djelovanje, u reakciji s kiselinama utjece na stabilnost, a koristi
se 1 kao otapalo nepozeljnih aromatskih tvari. Koli¢ina etilnog alkohola (etanola) u vinima krece
se izmedu 10 1 12 vol.%, dok su visoke koncentracije (iznad 14 vol.%) zasluZzne za neugodan

osjecaj peckanja (Alpeza, 2008; Ivi¢, 2022; Jordao i sur., 2015).

2.3.1.2. Metanol (metilni alkohol; CH3;0H)

Metanol je nusprodukt nastao hidrolizom pektinskih spojeva uz posredstvo enzima
pektinesteraze koji nema utjecaj na senzorska svojstva vina. Metilnog alkohola u vinima ima
vrlo malo (oko 30 do 35 mg/L). Zbog prisustva pektinskih spojeva u bobicama grozda, najvise
u kozici, metanola ¢e viSe biti u vinima ¢ija proizvodnja obuhvaca postupke maceracije i
fermentacije masulja. Crna vina sadrze najvise metanola (150 mg/L), slijede ruzicasta sa oko
90 mg/L, a bijela vina imaju najmanje metanola (60 mg/L). Crna vina zbog razli¢itog na¢ina
proizvodnje i vremena kontakta tekuce faze s krutom fazom za vrijeme maceracije masulja
sadrzavaju vecu koli¢inu metanola (Herjavec, 1990). Ve¢i udio metanola imaju 1 hibridne sorte
te sorte grozda koje su bogatije pektinom. Metanol je vrlo otrovan alkohol zbog svoje
transformacije (oksidacije) do mravlje kiseline ili do formaldehida. Oba navedena spoja su
toksicna za centralni ziv€ani sustav, a viSe doze su i smrtonosne te je stoga potrebna kontrola

koncentracije metanola u vinima (Moreno i Peinado, 2012; Zoric¢i¢, 1996).

2.3.1.3. Glicerol (C3Hs03)

Nakon vode 1 etanola, glicerol je treca koli¢inski najzastupljenija komponenta vina sa
minimalnim sadrzajem od oko 5 g/L. ViSevalentni alkoholi (polioli) su alkoholi sa viSe
hidroksilnih skupina, a upravo je glicerol najvazniji predstavnik ove skupine. Trovalentni
alkohol glicerol proizvode kvasci tijekom alkoholne fermentacije. Koncentracija Secera u
mostu, soj vinskog kvasca, alkoholna fermentacija, koncentracija alkohola, prisutnost
plemenitih plijesni i sorta grozda predstavljaju ¢imbenike o kojima ovisi koli¢ina glicerola u
vinu. Odlezavanjem vina smanjuje se koncentracija glicerola. Koncentracija glicerola kod
grozda koje je zahvaceno plemenitom plijesni doseze i do 20 g/L. Glicerol je komponenta vina
sa velikim utjecajem na postizanje kvalitete vina, odgovoran je za harmoni¢nost vina, slatkocu,
blagost 1 punocu okusa, a takoder doprinosi 1 viskoznosti vina. Zbog svog slatkog okusa

pojacava slatkocu etanola kod suhih vina. U procesu proizvodnje kod specijalnih vina (Sherry)
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glicerol moze posluziti i kao hrana za razli¢ite mikroorganizme (Ribéreau-Gayon i sur, 2006;

Moreno i Peinado, 2012).

2.3.1.4. Visi alkoholi

Alkoholi sa vise od dva C atoma u svojoj strukturi nazivaju se visi alkoholi. Vec¢ina ih nastaje
kao sekundarni produkti alkoholne fermentacije (razgradnjom Secera ili aminokiselina), iako
neki visi alkoholi mogu dospjeti 1 iz koZice bobica. Visi alkoholi u reakcijama s kiselinama
stvaraju estere. U vinu, male koli¢ine viSih alkohola (do 300 mg/L) doprinose posebnoj
(fermentacijskoj) aromi vina, dok koncentracije iznad 400 mg/L imaju negativan ucinak na
aromatska svojstva vina (Pichler, 2022). Sorta grozda, vrsta kvasca te uvjeti prerade znac¢ajno
utjeCu na koncentraciju ovih alkohola. Veliku ulogu imaju i hlapljivi esteri koji takoder
sudjeluju u stvaranju pozeljne arome. Najzastupljeniji predstavnici ove skupine su: izoamilni

alkohol, propan-1-ol i izobutilni alkohol (Moreno i Peinado, 2012; Sokoli¢, 1993).

2.3.2. Kiseline

Kiseline u vinu mogu predstavljati normalne sastojke koji doprinosi mirisu i okusu vina ili
mogu biti prisutne kao indikatori kvarenja. Vino sadrZzi organske kiseline koje mogu biti
nehlapljive 1 hlapljive, zatim anorganske kiseline, a sadrzava 1 soli razli€itih kiselina. Prema
Pravilniku o proizvodnji vinu (NN 2/2005) 1 Pravilniku o vinarstvu (NN 81/2022) ukupna
kiselost u vinu (izraZzena kao vinska kiselina) krece se u rasponu od najmanje 4 g/L. do najvise
14 g/L. Premali udio kiselina u vinu stvara tupi okus. Organske kiseline imaju utjecaj na
organolepticka svojstva vina 1 na mikrobiolosku ispravnost. Na koncentraciju kiselina znac¢ajno

utjeCe sorta grozda, klimatski uvjeti, stupanj zrelosti, polozaj, kvaliteta 1 vrsta tla.
Organske kiseline najve¢im dijelom nastaju:

e iz grozda (preko mosta prelaze u vino),
e razvojem sive plijesni (glukonska kiselina),
e manji dio alkoholnom fermentacijom ili malolaktickom fermentacijom,

e zavrijeme ¢uvanja vina.

Malolaktickom fermentacijom jabucna kiselina prelazi u mlije¢nu kiselinu koja je puno blaza.

U organske kiseline iz grozda spadaju: jabucna, limunska, vinska, askorbinska, glikolna,
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oksalna i glukonska kiselina. Piruvi¢na, octena, mlije¢na, sukcinska, fumarna i oksalna kiselina

su organske kiseline nastale alkoholnom fermentacijom.

Najvaznije nehlapljive organske kiseline su vinska, limunska, jabucna, jantarna i mlije¢na. Od
gore navedenih nehlapljivih kiselina jabucna i vinska su najzastupljenije kiseline (Zoricic,
1996). Sazrijevanje grozda i povisenje temperature dovodi do pada koncentracije kiselina
(narocito jabucne). Do djelomicnog gubitka kiselina dolazi i tijekom proizvodnje vina. Vinska
se kiselina (0,5 do 2 g/L) kao najjaca kiselina nakon fermentacije nalazi u slobodnom obliku, a
vezanjem s mineralima kalija i kalcija prelazi u soli vinske kiseline, tartarate, koji se na niskim
temperaturama taloze u obliku sitnih kristala. Vinska kiselina znatno utje¢e i na pH vina
(Radovanovi¢, 1986). Jabuc¢na kiselina u vino dospijeva iz grozda i mosta, a u grozdu se
zrenjem smanjuje sadrzaj ove kiseline. Vrlo je agresivna kiselina, vinu daje kiselkast, zeljasti
okus 1 potrebno ju je malolaktickom fermentacijom prevesti u blazi oblik. Jantarna kiselina je
odgovorna za gor¢inu vina, nastaje alkoholnom fermentacijom i u vinu je prisutna u malim
koli¢inama (oko 2 g/L) (MiroSevi¢ i sur., 2009). Limunske kiseline u vinu ima oko 0,7 g/L,
odgovorna je za svjezinu vina i citrusni dojam, potjece iz grozda i mosta, a moze nastati na vise

nacina (Alpeza, 2008).

Hlapljive organske kiseline su grupa masnih kiselina koje isparavaju pri odredenim uvjetima.
Uglavnom predstavljaju sekundarne produkte alkoholne fermentacije, ali mogu nastati 1 kao
produkti kvarenja. Koli¢ina ovih kiselina nastalih alkoholnom fermentacijom ovisi o soju
kvasca 1 uvjetima fermentacije. Stoga upotreba selekcioniranih kvasaca i primjena nizih
temperatura doprinose manjem nastanku hlapljivih kiselina. Ukupni sadrzaj hlapljivih kiselina
u vinu izrazava se u octenoj kiselini koja je ujedno 1 najzastupljeniji predstavnik u vinu.
Koncentracija octene kiseline u vinu koja doprinosi aromi vina iznosi od 0,3 do 0,6 g/L.
Koncentracije iznad 0,9 g/L odgovorne su za kvarenje vina, octikavost. Vino se smatra

octikavim ako su u njemu prisutne hlapljive kiseline.
Octena kiselina nastaje :

e kao sekundarni produkt alkoholnog vrenja iz acetilaldehida,
e tijekom ¢uvanja vina tj.poslije alkoholnog vrenja: oksidacijom etanola,

e kao rezultat kvarenja zbog bakterija (octikavost, vinski cvijet, zavrelica).

Ostale hlapljive kiseline kao $to su propionska, maslacna, karboksilne kiseline doprinose
ukupnoj aromi vina, prisutne su u tragovima, a visoke koncentracije ovih kiselina prisutne su u

vinima u kojima je doSlo do neke vrste kvarenja (Jackson, 2008; Pichler, 2022).
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Najvaznije anorganske kiseline su fosforna i sumporna, a u vinu i mostu pojavljuju se u obliku

kalijevih 1 kalcijevih soli.

2.3.3. Ugljikohidrati

Ugljikohidrati, organski spojevi od ugljika, kisika i vodika, su osnovni sastojak grozda na
temelju kojeg se odreduje tehnoloska vrijednost i zrelost grozda. Prema slozenosti
ugljikohidrati su podijeljeni na monosaharide, disaharide i polisaharide. Monosaharidi,
oligosaharidi, pektini, sluzave tvari i polisaharidi su ugljikohidrati koji se nalaze u sastavu vina
i mosta. Seéeri nastaju procesom fotosinteze najveéim postotkom u zelenim dijelovima vinove
loze (listu) te neSto manje u bobicama koje dok su jo$ zelene sadrze klorofil (Roger, 2008).
Cimbenici koji imaju utjecaj na udio Secera su: sorta grozda, zdravlje i zrelost bobica, klimatski
uvjeti. Koli¢ina Secera kod visokokvalitetnih sorti kre¢e se od 22 do 28%, dok kvalitetne sorte
imaju od 18 do 22% Seéera (Zori¢i¢, 1996). Mostne vage (Oechslova i Baboova ili
Klosterneuburska) i refraktometri koriste se za odredivanje koli¢ine ugljikohidrata u grozdu i

mostu.

Najprisutniji Seceri u vinu i mostu su monosaharidi tj. heksoze (fruktoza i glukoza) ¢iji se omjer
mijenja tijekom dozrijevanja grozda (Belitz i sur., 2009b). Na pocetku razvoja bobica sadrzava
vecu kolic¢inu glukoze, zrenjem raste udio fruktoze, a omjer glukoze i fruktoze se izjednacava
postizanjem tehnoloske zrelosti bobice. Iznimku predstavlja prezrelo grozde kod kojeg je udio
fruktoze u odnosu na glukozu veéi. Kvasci puno lakse 1 brze previru glukozu od fruktoze.
Manjim dijelom (0,3 do 2 g/L) u crnim vinima prisutne su i pentoze (arabinoza i ksiloza) koje

ne previru tijekom fermentacije i ne utjecu na slatkoc¢u vina (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Oligosaharidi koji se mogu pronaci u vinu su saharoza, laktoza, maltoza, trehaloza i rafinoza.
Saharoza jedina ima ulogu koja se veze uz kakvocu vina, dok se ostali predstavnici nalaze u
tragovima 1 ne utjeCu na kakvocu. Fermentiraju¢i Seceri (glukoza i fruktoza) se djelovanjem
vinskog kvasca tijekom procesa alkoholne fermentacije prevode u alkohol, ugljikov dioksid 1
sekundarne metabolite. Secéeri u vinu reduciraju kiselost, trpkost i goréinu, a svako dodavanje
Secera tijekom proizvodnje se zabranjuje, osim u proizvodnji specijalnih vina (Alpeza, 2008).

Slatko¢u vinu daju nefermentirani (neprevreli) Seceri zaostali nakon fermentacije.
Vina se prema sadrZaju neprevrelog Secera dijele na:

e suhavina (< od 4 g/L neprevrelog Secera),
e polusuha (4 — 12 g/L neprevrelog Secera),
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e poluslatka (12 — 50 g/L neprevrelog Secera) i

e slatka vina (> od 50 g/L neprevrelog Secera).

Vazno je istaknuti i polisaharide (glikogen, pektin, Skrob, smole i sluzave tvari) koji otezavaju
bistrenje i taloZenje vina. Pektini su kao gradevne tvari najvise zastupljeni u kozici bobica, a
tijekom prerade grozda mogu prije¢i u most i vino. Pektini stvaraju komplekse s koloidima
zbog Cega dolazi do zamucenja vina, otezana je filtracija 1 bistrenje te se s ciljem njihove

razgradnje dodaju pektoliticki enzimi (Jackson, 2008).

2.3.4. Aldehidi i ketoni

Aldehidi 1 ketoni su skupina karbonilnih spojeva znacajna za organolepticka svojstva vina.
Najzastupljeniji predstavnici su acetaldehid i diacetil. U vinu se javljaju u razlicitim koli¢inama
te znatno utjecu na senzorske karakteristike vina jer stvaraju karakteristicne arome i bouquet
vina. Lako topljive kiseline nastaju reakcijom (vezivanjem) aldehida sa sumporastom kiselinom
1 njenim solima. Aldehidi u ¢istom obliku posjeduju oStar miris sa voénom notom, a heptanal
ima najintenzivniji miris. Najvazniji predstavnik, acetaldehid, nastaje tijekom procesa
alkoholne fermentacije kao meduprodukt razgradnje Secera. Veliki dio nastalog acetaldehida
prevodi se u etanol, a samo manji dio ima doprinos u nastanku arome. Navedeni acetaldehid
najzastupljeniji je pripadnik skupine alifatskih aldehida (90%) koji daju ugodan voéni miris.
Koli¢ina sumpora utjee na koli¢inu acetaldehida u vinu 1 stoga u manje sumporenom vinu
zaostaju vece koli¢ine acetaldehida koji je odgovoran za neugodan miris na starost i
oksidiranost. Koli¢ina acetaldehida u nesumporenom vinu iznosi od 15 do 390 mg/L, a u
sumporenom iznosi od 100 do 150 mg/L (Zorici¢, 1996). Vece koli¢ine ovog spoja imaju Sherry
vina zbog svoje proizvodnje koja stimulira oksidacijske reakcije 1 kod koje je omogucen veliki
kontakt vina sa zrakom. Acetaldehida u crnim vinima ima znatno manje nego u bijelim vinima.
Dugim odleZavanjem vina visi alkoholi mogu oksidirati u aldehide koji doprinose slatkastoj
aromi koja podsjec¢a na suSeno voce i drvo. Aldehidi sa ve¢im broj C-atoma doprinose cvjetnoj
ili voénoj aroma vina (Waterhouse 1 sur., 2016). Heksanal je aldehid kojeg se moze pronaci u
crnim vinima te ima aromu vo¢nih nota. Metional je takoder aldehid crnih vina koji posjeduje
aromu kuhanog krumpira. Ketoni (aceton, acetoin i diacetil) su za razliku od aldehida manje
zastupljeni u moStu i vinu. Veéina ima miris po svjeZem maslacu, a vece koli¢ine mogu stvoriti

neugodnu uzeglu aromu (Jackson, 2008; Moreno i Peinado, 2012).
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2.3.5. Esteri

Esteri su spojevi alkohola i kiselina koji nastaju esterifikacijom. Ova skupina spojeva ima veliki
utjecaj na aromu i okus vina. Esteri su manje prisutni u grozdu jer se njihov udio poveéava
tijekom fermentacije i za vrijeme odlezavanja vina, $to znaci da ih u vinu ima puno vise. S
obzirom na podrijetlo esteri se dijele na estere nastale tijekom alkoholne fermentacije (hlapljivi)
1 estere nastale dozrijevanjem vina (nehlapljivi). Prema podrijetlu nastanka hlapljivi esteri
mogu biti acetatni esteri te etil esteri masnih kiselina. Obje vrste doprinose vo¢noj, svjezoj i
privla¢noj aromi mladih vina. Zbog svojstva hlapljivosti, neodgovarajuc¢eg skladistenja i
utjecajem temperature i zraka moguce je smanjenje njihove koncentracije tijekom odlezavanja.
Koncentracije hlapljivih estera u vinima su relativno niske, jedino su etil acetat 1 etil-laktat
prisutni u nesto ve¢im koncentracijama. Octena, mlije¢na i jantarna kiselina su kiseline koje se
najvise esterificiraju. Esteri octene kiseline (etil-acetat, izipropil-acetat, izoamil-acetat, propil-
acetat, izobutil-acetat) su ugodnog mirisa i daju vinu svjezinu. Esteri kiselina i visih alkohola
stvaraju bouquet vina. Esteri masnih kiselina (etil- propionat, etil-dekanoat etil-valerijat, etil-
oktanoat i etil heksanoat) imaju parni broj C-atoma te daju ugodan i voéni miris (Alpeza, 2008;

Zorici¢, 1996; Pichler, 2022).

2.3.6. Terpeni

Terpeni su skupina spojeva karakteristicna za svaku pojedinu sortu grozda. Terpeni se u vinu
nalaze u relativno malim koli¢inama (koncentracija je niza od 1 mg/L), a glavni su i vazni su
nositelji primarnih/sortnih aroma. Takoder doprinose cvjetnoj 1 vo¢noj aromi, a crnim vinima
daju trpki okus (Moreno i1 Peinado, 2012). Dijele se na slobodne (nevezane) terpene koji su
zasluzni za aromu grozda 1 moSta te se nalaze u ¢vrstim dijelovima bobica (kozica i sjemenke)
1 na vezane (glikozidne) terpene koji se od Secera djelovanjem enzima glikozidaze oslobadaju
u procesu proizvodnje vina. Oslobodeni terpeni i terpenski alkoholi (nerol, linalool, geraniol)
su aromati¢niji 1 doprinose ukupnoj aromi vina (Michlmayr i1 sur., 2012). Terpeni najvise
postoje u vezanom obliku koji nema utjecaj na miris vina, ali starenjem vina veze se kidaju,
terpeni se oslobadaju i stvara se aroma (Alpeza, 2008). Terpeni su sastavljeni od izoprenskih
jedinica (CsHs) na temelju kojih se dijele na monoterpene koji sadrze dvije izoprenske jedinice,
seskviterpene sa tri izoprenske jedinice te diterpene sa Cetiri izoprenske jedinice. Monoterpeni
¢ine primarnu aromu vina, karakteristicnog su mirisa, a u biljci se nalaze u obliku aldehida,
ugljikovodika, alkohola, kiselina 1 estera. Udio 1 vrsta monoterpena ovise o sorti 1 zrelosti
grozda, starenju vina, koristenju glikozida (Wedler i sur., 2015; Maicas i Mateo, 2016).
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2.3.7. Tvari arome

Tvari arome vazan su ¢imbenik u odredivanju kvalitete i1 karaktera vina, a takoder su kljucne i
pri odabiru vina od strane potroSaca. Vino ¢ine prepoznatljivim te mu daju odredeni sortni
karakter. Tvari arome potjecu, velikim dijelom, iz kemijskih spojeva prisutnih u grozdu koji se
procesom vinifikacije mijenjaju, prelaze u vino i stvaraju specificnu aromu. Tvari arome
odreduju se primjenom instrumentalnih metoda poput tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) 1 plinske kromatografije (GC), primjenom analitickih metoda te
primjenom senzorskog ocjenjivanja. Aroma kao karakteristika prehrambenih proizvoda moze
biti i indikator zrelosti, zdravstvene ispravnosti te kvarenja. Grozde, kao i ostalo voc¢e ima svoju
karakteristiénu aromu, kombinaciju kemijskih spojeva poput aldehida, ketona, kiselina, estera,
alkohola, koju je vazno $to viSe sacuvati tijekom prerade. Aromatske tvari su najbrojnije u
pokozici, ali manji dio nalazi se i u sjemenci te u mesu grozda. Na stvaranje arome grozda te
na koncentraciju spojeva veliki utjecaj ima sorta grozda, uvjeti uzgoja, vrsta tla, klimatski
uvjeti, stupanj zrelosti i1 zdravstveno stanje grozda (Ugliano 1 sur., 2006). Do formiranja arome
vina (bouqueta) dolazi tijekom prerade grozda, mehanickim djelovanjem, skladiStenjem, a
najve¢i dio spojeva arome nastaje djelovanjem kvasaca tijekom alkoholne fermentacije
(Moreno i Peinado, 2012; Nyakanen, 1986). Aromu vina ¢ini veliki broj lako hlapljivih
komponenata (viSe masne kiseline, alkoholi, kiseline, esteri, terpeni) koji su u vinu prisutni u

malim koncentracijama.
Aroma vina se s obzirom na podrijetlo spojeva dijeli na:

e primarnu ili sortnu aromu,
e sekundarnu ili fermentacijsku te

e tercijarnu ili aromu dozrijevanja.

2.3.7.1. Primarna aroma

Primarna ili sortna aroma je aroma koja potjece iz grozda i koja prelazi u vino. Aromatski
spojevi prisutni u grozdu mogu biti u slobodnom stanju, mogu se preradom grozda formirati iz
nehlapljivih prekursora koji prelaze u most ili se formiraju iz prekursora tijekom fermentacije
(Alvarez-Pérez i sur., 2012). Koncentracija spojeva sortne arome ovisi o sorti grozda,
klimatskim uvjetima, sastavu tla, svjetlu, temperaturi, zrelosti grozda. Proces prerade i njega
vina utjeCu na koncentraciju spojeva sortne arome u vinu (Ribéreau-Gayon i sur., 2006).

Maceracija kod crnih vina omogucuje ekstrakciju gore navedenih spojeva u Sto vecoj kolicini.
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Ovoj skupini pripadaju alkoholi sa 6 C-atoma i terpenski alkoholi. Najvazniji nositelji sortnih
aroma su terpeni (cvjetna i voéna aroma). Monoterpeni su najjednostavniji terpeni s 10
ugljikovih atoma, prisutni u pokozici i mesu grozda, a postoje u slobodnom i glikozidnom
obliku (Pine, 1994). Slobodni monoterpeni (geraniol, nerol, citronelol, linalol, hotrineol, a-

terpineol,) su lako hlapljive komponente koje najvisSe doprinose formiranju sortne arome.

2.3.7.2. Sekundarna aroma

Sekundarna aroma ili fermentacijska aroma formira se tijekom alkoholne fermentacije i tijekom
malolakti¢ke fermentacije. Metabolizmom bakterija 1 kvasaca nastaju spojevi zasluzni za ovu
aromu. U sekundarne arome vina spadaju esteri, visi alkoholi, hlapljive kiseline, etanol, aldehidi
1 ketoni. Aromi znacajno doprinose i esteri koji se prema podrijetlu dijele na acetatne 1 na etil
estere masnih kiselina. Gore navedeni spojevi nositelji su cvjetno-voéne arome. Na formiranje
fermentacijske arome utjecu: temperatura fermentacije, soj kvasca, pH mosta, uvjeti

maceracije, udio duSika u mostu, koncentracija kisika (Swiegers 1 sur., 2005).

2.3.7.3. Tercijarna aroma

Tercijarna aroma ili aroma starenja formira se nakon fermentacije, a nastaje za vrijeme
odlezavanja (dozrijevanje 1 starenje) vina kao posljedica biokemijskih 1 kemijskih
transformacija. Cesto se primjenjuje odleZavanje vina u hrastovim ba¢vama zbog formiranja
arome drveta (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b). Odlezavanje u hrastovim ba¢vama rezultira i
razvojem arome starenja. Vrlo je vazno provoditi kontrolu temperature, relativne vlaZnosti i
kisika kako bi se izbjegle negativne oksidacijske promjene. Oksidacija postoje¢ih aromatskih
spojeva (komponente primarne ili sekundarne arome) 1 ekstrakcija sastojaka iz drveta bacve su
reakcije odgovorne za nastanak bouqueta starenja. Oksidacija povecava sadrzaj aldehidnih
spojeva koji su odgovorni za voéne arome od kojih su najviSe prisutne: miris na dunju, jabuku,
oraSasto voce te maslacne i medne note. Ekstrakcijom spojeva iz drveta bacve u vino
dospijevaju aromatski spojevi poput aldehida, ketona, laktona 1 hlapljivih fenola c¢ije
koncentracije ovise o vrsti drveta, starosti drveta 1 nac¢inu proizvodnje. Vrijeme odlezavanja

vina u bacvi takoder utjece na razvoj arome (Moreno Arribas i Polo, 2008).
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2.3.8. Fenolni spojevi

Predstavljaju skupinu molekula biljnog podrijetla te su u razli¢itim koncentracijama prisutni u
vocu, povréu, ¢aju, kavi 1 vinu. Fenolni spojevi su spojevi s ciklickim benzenovim prstenom na
koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina. Odgovorni su za senzorske karakteristike vina
(boja, okus, gorcina, trpkost), a takoder su vrlo vazni i za kvalitetu vina. Fenolne komponente
karakterizira topljivost, obojenost, polimerizacija, vezanje bjelancCevina. Pozitivni ucinci
vidljivi su kroz punocu i zaokruzenost okusa,a negativni kroz gor¢inu i ostrinu. Najvaznija
uloga polifenola je njihov doprinos u obojenosti hrane. Ovi spojevi poznati su i po svom
antioksidacijskom djelovanju, baktericidnim i vitaminskim svojstvima te pozitivnom u¢inku na
zdravlje (Carrieri i sur., 2013; Kesi¢ i sur., 2015). Na sastav polifenolnih spojeva u vinu utjece
sorta, sastav i zrelost grozda, tehnologija proizvodnje, kemijske reakcije tijekom dozrijevanja i
starenja (Paixdo i sur., 2007). Crna vina i crne sorte grozda su za razliku od bijelih bogatije
ovim spojevima na S$to najviSe utjeCe proces proizvodnje tj. provedba maceracije prije
fermentacije. Postupak vinifikacije i maceracija odreduju koliko ¢e se fenolnih spojeva
ekstrahirati. Najveci udio fenolnih spojeva u vinu potjece iz kozice grozda odakle ekstrakcijom
prelaze u vino. Manji dio moze nastati i radom mikroorganizama ili tijekom dozrijevanja, te
ekstrakcijom iz drvenih bacvi (Ribéreau-Gayon i sur., 2000b; Kennedy, 2008). U dodiru sa
zrakom fenolne tvari mogu lako oksidirati, a djelovanjem enzima polifenoloksidaze reakcija je

intenzivnija 1 dolazi do posmedivanje vina
Fenolni spojevi u vinu mogu se podijeliti na:

e flavonoide (flavan-3-oli, proantocijanidini, antocijani,flavonoli) 1

e neflavonoide (hidroksicimetna kiselina, hidroksi benzojeva, stilbene) (Ribéreau-

Gayon 1 sur., 2000).

Orijentacija 1 broj fenolnih podjedinica predstavljaju glavnu razliku izmedu flavonoida i

neflavonoida.

2.3.8.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najvaznija, najveca i najraSirenija skupina spojeva flavanske strukture koji
primarno potjecu iz sjemenke, koZice i1 peteljke grozda. Aglikon predstavlja osnovnu strukturu
flavonoida, a vecina flavonoida se u biljkama nalazi vezana sa Se€erima u obliku glikozida.
Flavonoidi imaju sloZeniju gradu koju ¢ine dva fenolna prstena medusobno povezana lancem s

tri ugljikova atoma (Ribéreau-Gayon i sur., 2000b; Jackson, 2008). NajceSce su prisutni u crnim
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vinima (¢ine 85% ukupnih fenola) te mogu biti u slobodnom obliku (aglikon) i vezani za druge
flavonoide ili neflavonoide. Struktura i stupanj glikolizacije odreduju biolosku dostupnost 1
antioksidacijsku aktivnost flavonoida. Ovoj skupini pripadaju flavan-3-oli, proantocijanidini,

antocijani 1 flavonoli odgovorni za boju, okus i trpkost crnih vina (Waterhouse 1 sur., 2006).
Flavonoli

Flavonoli su pigmenti svijetlo Zute boje prisutni u crnim vinima gdje su maskirani antocijanima
1u bijelim gdje su nositelji boje. Najvise flavonola nalazi se u kozici grozda u obliku glikozida.
U crnim vinima najzastupljeniji predstavnici flavonola su kvercetin, izoramnetin, kempferol,

miricetin (Ivi¢,2022). Flavonoli djeluju kao antioksidansi i kao hvataci slobodnih radikala.
Flavanoli i proantocijanidini

Flavanoli sa flavan-3-olom kao predstavnikom su tvari koje doprinose aromati¢nosti i boji vina.
Flavan-3-ol nalazi se u vinu, ¢aju, vocu (grozde, jabuke i borovnice) i ¢okoladi. Ova skupina
se razlikuje od drugih flavonoida po tome §to ima jednostruku vezu izmedu C2 i C3 atoma
umjesto dvostruke veze i jer se ne pojavljuje u obliku glikozida. Najve¢im dijelom nalaze se u
kozici 1 sjemenkama i stoga je puno veca koncentracija flavan-3-ola u crnim vinima za ¢iju su
postojanost boje 1 odgovorni (Gonzalez-Manzano, 2009). Najzastupljeniji predstavnici ove

skupine su katehin i epikatehin, nositelji trpkosti i gorcine koji utjecu na obojenost vina.

Polimeri flavan-3-ola nazivaju se kondenziranim taninima, proantocijanidinima, ¢ija koli¢ina u
vinima ovisi o sorti (Minussi i sur., 2003). Proantocijanidini predstavljaju skupinu monomera,
dimera 1 polimera katehina 1 epikatehina. Proantocijanidini tipa B su jedini proantocijanidini
karakteristiéni za grozde i1 vino. NajviSe ith se nalazi u koZici 1 sjemenkama grozda, a

ekstrahiraju se u fazi maceracije.
Antocijani

Boja je jedna od najvaznijih senzorskih karakteristika, a za intenzivnu boju crnih vina zasluzni
su upravo antocijani. Ovi pigmenti odgovorni su za plavu, ljubicastu i crvenu boju, a najvise su
zastupljeni u kozici bobice (50% fenolnih spojeva). Nastaju glikozilacijom (vezanjem aglikona
s nekim Se¢erom na C3 mjestu) antocijanidina. NajceS¢e vezani Seceri su glukoza, ramnoza,
ksiloza, galaktoza, arabinoza, rutinoza. Pripadaju skupini flavonoida sa aglikonom, kao
glavnim dijelom, i flavilijum kationom sa konjugiranim dvostrukim vezama koje apsorbiraju
svjetlo pri valnim duljinama od oko 500 nm (Pichler i sur., 2015). Sadrzaj antocijana u vinu
najvecim dijelom ovisi o sorti grozda, zrelosti grozda, klimatskim uvjetima, vrsti tla, uvjetima
uzgoja, uvjetima proizvodnje i slicno. Postupkom maceracije antocijani iz bobice grozda
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prelaze u vino. Na boju i stabilnost antocijana u vinu utje¢u ¢imbenici kao $to su struktura, pH
vina, temperatura, Seceri, kisik, svjetlo (Ribéreau-Gayon i sur., 2006b). Antocijani imaju vecu
stabilnost u kiselom mediju i pri niskim pH vrijednostima. Zahvaljuju¢i antioksidacijskim
svojstvima antocijani imaju pozitivan ucinak na zdravlje ljudi. Imaju takoder i antimikrobno,
antivirusno i antikarcinogeno djelovanje, skupljaju slobodne radikale i sudjeluju u prevenciji
od kardiovaskularnih bolesti (Jing i sur., 2008; Maletic¢ i sur., 2009). Hidrolizom Se¢ernog dijela
antocijana nastaju antocijanidini (aglikoni) ¢iji su najvazniji predstavnici u grozdu: cijanidin,
delfinidin, petunidin, peonidin, malvidin i pelargonidin. Malvidin je najzastupljeniji u crnim
vinima i ima vaznu ulogu u stvaranju boje istih. Slobodni antocijani su nestabilni i nastoje se
povezati s drugim komponentama vina kako bi nastao stabilniji polimer te kako bi se povecala
stabilnost boje i kvaliteta vina. Drugim rijeCima, polimerizacija ima vrlo vazno ulogu u
stabilizaciji boje vina S§tite¢i antocijanidine od oksidacije. Antocijani se jo§ mogu klasificirati
prema broju molekula Secera koji je vezan za antocijanid na monoglikozide i diglikozide (Ivi¢,

2022; Jackson, 2008).

2.3.8.2. Neflavonoidi

Neflavonoidi, sastavni dio tkiva biljaka i lignina, su spojevi kojima pripadaju fenolne kiseline
(derivati hidroksicimetne kiseline i hidroksi benzojeve kiseline) i stilbeni. Imaju jednostavniju
gradu od flavonoida, a karakterizira ih jedan fenolni prsten. Neflavonoidi su u vinima
zastupljeni u malim koncentracijama te su vise prisutni kod bijelih vina. Potjecu iz mesa bobice
grozda te se njihova koncentracija dozrijevanjem smanjuje, a u vino mogu dospijeti i iz drvenih
bacvi tijekom odlezavanja (Joscelyne Louise i sur., 2009). Neflavonoidi su neobojeni spojevi
koji povezani s obojenim flavonoidima doprinose boji vina, stabilnosti vina, aromi vina i
antioksidacijskoj aktivnosti (Minussi 1 sur., 2003; Ivi¢, 2022). Neflavonoidi (fenolne kiseline)

su naj¢esce vezani u obliku glikozida 1 etera, a rijetko se nalaze u slobodnom obliku.
Hidroksibenzojeve kiseline (C6-C1)

Hidroksibenzojeva kiselina je u odnosu na drugu fenolnu kiselinu u vinu prisutna u manjim
koncentracijama. U vinu se nalazi u slobodnom obliku, a nastala je iz benzojeve kiseline. U
grozdu se pronalazi u obliku estera i1 glukozida (Castaldo i sur., 2019). Najzastupljenije kiseline
iz ove skupine su galna, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva, salicilna, vanilinska i
siringinska kiselina. OdleZavanjem vina u drvenim ba¢vama povecava se koncentracija ovih

spojeva. Galna kiselina je glavna hidroksibenzojava kiselina nastala hidrolizom kondenziranih
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tanina (galata) ¢ija koncentracija u crnim vinima iznosi 95 ng/L. Sorta grozda, nacin uzgoja i
proizvodnja vina glavni su ¢imbenici koji odreduju udio odredene hidrksibenzojeve kiseline

(Moreno i1 Peinado, 2012; Ribéreau-Gayon i sur., 2000b).
Hidroksicimetne kiseline (C6-C3)

Uglavnom su vezane u estere vinske kiseline, ali postoje i glikolizirani oblici. Koncentracija im
je veca u kozici 1 zbog toga su prisutnije u crnim nego u bijelim vinima. Hidroksicimetne
kiseline dovode do oksidacije 1 posmedivanja vina. Ferulinska, kafeinska, p-kumarna, kaftarna,
p-kutarna, sinapinska kiselina, ferulinska spadaju u najzastupljenije hidroksicimetne kiseline u
vinu na ¢iji sadrzaj utjeCu uvjeti uzgoja, klimatske promjene i sama sorta grozda (Jackson,

2008). Kafeinska je najzastupljenija kiselina u vinu, ¢ini oko 50% ukupne koncentracije.
Stilbeni

Stilbeni nastaju kao posljedica izloZenosti biljke infekcijama, UV zracenju, stresu opcenito i
predstavljaju obrambeni odgovor. Koncentracije stilbena su u bobici grozda vrlo male, ali ih se
ipak u odredenom postotku pronalazi u kozici bobica (Ribereau-Gayon i sur., 2006). Procesom
vinifikacije prelaze u most i vino. Imaju velik broj pozitivnih u¢inaka kao $to su antioksidativno
1 antikarcinogeno djelovanje. Trans-reservatol je najistrazivaniji stilben u vinima zbog gore
navedenih pozitivnih ucinaka (Buiarelli i sur., 2007). Sintetizira se u kozici, nastaje kao

odgovor vinove loze na gljivicnu infekciju 1 zastupljeniji je u crnim vinima.

2.3.9. Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim poznat po svojim antioksidacijskim svojstvima. Ovaj
enzimatski antioksidans prisutan je u citosolu, mitohondrijima, peroksisomima, kloroplastima,
a uloga mu je razbijanje i uklanjanje slobodnih radikala. Takoder SOD ima vazno ulogu i u
obrani od oksidativnog stresa. Redukcija kisika odvija se u 4 koraka pri cemu nastaju reaktivne
kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) u koje spadaju superoksidni anion ( Oz."),
vodikov peroksid (H203), i hidroksilni radikal (HO™). Smatra se da je starenje kao i1 niz bolesti
uzrokovano oksidacijskim djelovanjem gore navedenih ROS vrsta. Superoksidni anion Oz je
anion koji nastaje stanicnim disanjem, a predstavlja imunoloski odgovor na patogene
organizme. Superoksid dismutaze su metaloenzimi koji kataliziraju dismutaciju (oksidaciju
jedne molekule redukcijom druge) O> u vodikov peroksid H>O». Superoksid dismutaza moze
sadrzavati kofaktore zeljezo, mangan, nikal, bakar i cink. Dokazano je da je ovaj enzim kvascu
potreban u uvjetima visoke koncentracije kisika (McCord, 1988; Miller, 2012).
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2.4. KROMATOGRAFSKE METODE

Kromatografske metode su analiticke metode koje se koriste za utvrdivanje sastava neke smjese
te za razdvajanje 1 kvantitativno odredivanje komponenata prisutnih u smjesi. Ove metode
karakterizira mobilna odnosno pokretna faza i stacionarna odnosno nepokretna faza.
Stacionarna faza moze biti tekucina ili ¢vrsta tvar, a mobilna faza je najc¢esce tekucina ili plin
(Skoog 1 sur., 1999). Do razdvajanja komponenata smjesa dolazi na temelju fizikalnih
(hlapljivost) 1 kemijskih karakteristika, adsorpcije te ionske izmjene. Temelj kromatografskih
metoda je propustanje analizirane smjese (tekucina ili plin; mobilna faza) kroz kolonu ili
propustanje preko ploha u kojima je stacionarna faza. S obzirom na fizikalno stanje pokretne
faze kromatografija se dijeli na plinsku kromatografiju (GC) 1 tekucinsku kromatografiju
(HPLC, LC) kao naj¢esce koriStene u prehrambenoj industriji te na fluidnu kromatografiju pri

superkritiénim uvjetima.

2.4.1. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija je brza separacijska tehnika koja se koristi za odredivanje tvari arome u
namirnicama. Za provedbu plinske kromatografije koristi se posebno dizajniran instrument
plinski kromatograf. Osnovni dijelovi plinskog kromatografa (Slika 4) su izvor plina nositelja,

kolona, injektor, detektor 1 pisac.

Uzorak B[
Imjektor

GC re_guiator
plia ’/ Detektor
! L]

5 T

Otpad
= [ ]

Racunalo/
Plinska boca obrada podataka

s helijem

Slika 4 Plinska kromatografija (Web 2)

Mobilnu fazu predstavlja inertni plin koji prolazec¢i kroz kolonu ispunjenu stacionarnom fazom
eluira komponente uzorka. Stacionarnu fazu ¢ine silikonska ulja, esteri na krutom nosacu 1

ugljikovodici velike molekulske mase. Ulaskom u kolonu, uzorak se raspodjeljuje izmedu
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pokretne i nepokretne faze. Adsorpcijom i desorpcijom razdvajaju se lakSe hlapljivi sastojci
koje plin nosioc eluira iz kolone. Plin nositelj (vodik, dusik, helij) sluzi samo kao sredstvo za
eluiranje stoga ne smije do¢i do kontakta i reagiranja s analiziranim komponentama. Takoder
plin nositelj mora biti suh i visoke ¢istoce te se bira ovisno o tipu detektora. Kolona predstavlja
najvazniji dio te mora biti selektivna, termicki stabilna, kemijski inertna (kao i plin nosioc),
nehlapljiva. Detektor mora imati brz odaziv, dobru stabilnost i visoku osjetljivost. Detekcija se
temelji na toplinskoj vodljivosti, radioaktivnoj ionizaciji, plamenoj ionizaciji, elektricnoj

vodljivosti, spektrometriji masa, UV 1 IR spektrometriji (Primorac, 2020; Tomljanovi¢, 2000).

Detektori za identifikaciju komponenata na temelju spektra masa imaju cestu primjena u sklopu
plinskog kromatografa. Spektromerija masa je analiticka tehnika koja se temelji na analiziranju
molekula s obzirom na omjer masa i naboja. Maseni detektor sastoji se od ionskog izvora
(ioniziranje molekula uzorka), masenog analizatora (razdvaja ione prema omjeru m/z) te

detektora i sustava za obradu podataka (Ivi¢, 2022).

2.4.2. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME)

SPME metoda je metoda izolacije i ekstrakcije hlapivih spojeva koja priprema uzorak za
analizu na plinskom kromatografu u kombinaciji s masenim detektorom. Ova novija metoda se
sve viSe koristi u pripremi uzoraka kao §to su vino, pivo, voce, ulje i med. Razvijena je kako bi
se smanjilo vrijeme pripreme uzorka, upotreba organskih otapala te opéenito kako bi se izbjegli
nedostatci ekstrakcije na ¢vrstoj fazi i1 ekstrakcije tekucina-tekuc¢ina. Metodu karakterizira
jednostavnost, brzina, a velika prednost je Sto SPME metoda ne zahtjeva upotrebu dodatnih
kemikalija koje bi mogle stupiti u reakciju s komponentama uzorka koji se analizira. Ovom
metodom omoguceno je izdvajanje samo hlapljivih komponenata uzorka, a onemogucen je
ulazak kisika 1 ulazak vlage u kolonu plinskog kromatografa. Metoda se sastoji od dvije faze
koje moraju biti optimizirane: adsorpcije 1 desorpcije. Adsorpcija je faza u kojoj analit zaostaje
na stacionarnoj fazi. Prvi korak je zagrijavanje i mijeSanje uzorka s ciljem oslobadanja
hlapljivih spojeva. Iznad uzorka postavlja se igla s vlaknom na koje ¢e se hlapljivi spojevi
adsorbirati, a vlakno se potom unosi u injektor plinskog kromatografa (Slika 6). U plinskom
kromatografu se pod utjecajem vakuuma 1 temperature odvija proces desorpcije sastojaka s
vlakna u kolonu. Na ekstrakciju utjecu vrijeme i temperature ekstrakcije, ionska jakost, pH i tip
uzorka. SPME aparatura sastoji se od kucista s iglom i vlakna unutar igle. Kombinacije
polidimetilsiloksana, divinilbenzena ili Carboxena (PDMS/DVB, PDMS/Carboxen) te
polidimetilsiloksan (PDMS), sa slojem poliakrilata (PA) predstavljaju najces¢e koristena
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vlakna. Ova metoda je pogodna za uzorke, poput vina, €iji je vecinski sastojak voda jer tada

nije moguce direktno injektirati (Vas i Vekey, 2004; Stauffer, 2013; Ivi¢, 2022).

i Bapilama kolona
17 G pec
il
Uzorzk hermetithkd  Iglaseubodeuvijaln,  Vlakmo sewvladi Wlakmo j2 spuitens
zafvoren u vijali namyestl 52 vising 1 uigh 1 SPME drzaé u G mnlet i wzorak
prostom tmad uzorka se vadi iz vijale s& dasorbira
te spusti vlakno

Slika 5 Princip SPME metode (Felgate, 2013).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je ispitati utjecaj procesa fermentacije na tvari boje i tvari arome vina Cabernet
Sauvignon kutjevackog vinogorja. Prikupljeni su uzorci mosta odmah nakon berbe, na pocetku,
u tijeku i nakon zavr§ene fermentacije. U svim uzorcima odreden je polifenolni sastav i aroma
te je provedena usporedba rezultata. Ukupni polifenoli, flavonoidi, antocijani i polimerna boja
odredeni su spektrofotometrijskim metodama. Antioksidacijska aktivnost je takoder odredena
spektrofotometrijski primjenom razli¢itih metoda: DPPH, ABTS, FRAP 1 CUPRAC.
Aromatski spojevi u uzorcima odredeni su primjenom plinskog kromatografa s masenim

detektorom, a uzorkovanje je provedeno pomoc¢u mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME).

3.2. MATERIJALI

Za izradu ovog rada koriSteno je crno grozde cabernet sauvignon uzgojeno u kutjevackom
vinogorju, berba iz 2023. godine. Za pokretanje procesa fermentacije koriSten je kvasac
Saccharomyces cerevisiae, a temperatura tijekom procesa odrzavala se na 23 °C do 25 °C.
Uzorci grozda uzeti su odmah nakon berbe (za analizu se iz bobica ispresao sok), zatim uzorak
mosta odnosno masulja dobiven nakon prerade grozda i dodatka kvasca, zatim uzorak na
pocetku fermentacije (nakon 24 sata i nakon 48 sati od dodatka kvasca), tijekom burne

fermentacije (nakon 96 sati od dodatka kvasca) te po zavrSetku fermentacije (vino).

3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje aromatskog profila

Spojevi arome 1 njihovi kvantitativni udjeli u uzorcima su odredeni pomocu plinskog

kromatografa (Slika 6) tvrtke Agilent 7890B s masenim detektorom Agilent S977A.
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= _-!__

Slika 6 Plinski kromatograf s masenim detektorom (Web 3)

Za pripremu uzorka koriStena je mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME metoda) s iglom kao
polimernom stacionarnom fazom koja sadrzi punilo od polidimetilsiloksana-divinilbenzena

(PDMS/DVB) debljine 65 pm (Supelco, Bellefonte, SAD).

Priprema uzorka za analizu:

U vijalu volumena 10 mL odvagano je 5 mL uzorka te je za povecanje uc¢inkovitosti ekstrakcije
spojeva arome dodan i 1 g NaCl. Takoder je dodano i 10 puL internog standarda mirtenola u
koncentraciji od 0.5 g/L za odredivanje koncentracije spojeva arome. U vijalu se stavio magnet,
potom se bocica hermeticki zatvorila s teflonskim ¢epom te se postavila u vodenu kupelj gdje
se uzorak mijesao i zagrijavao na magnetskoj mijesalici u trajanju od 5 min na 40 °C. Hlapljivi
spojevi su se zbog mijeSanja i zagrijavanja u gore navedenim uvjetima izdvojili u nadprostoru
uzorka u koji se potom postavila SPME igla s punilom. Adsorpcija aromatskih spojeva na
punilo (vlakno) odvijala se 45 minuta na temperaturi od 40 °C nakon ¢ega se igla s adsorbiranim
sastojcima prebacila u injektor plinskog kromatografa. U injektoru se odvijala toplinska
desorpcija spojeva arome u kolonu uredaja koja se postupno zagrijavala kako bi doslo do
razdvajanja spojeva arome na osnovu njihove hlapljivosti. Na taj nacin, u maseni detektor prvo

dospijevaju spojevi koji su lakse hlapljivi.
Uvjeti rada plinskog kromatografa:
Parametri ekstrakcije:

e temperatura: 40 °C,

e vrijeme: 45 minuta,
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e SPME punilo: 65 um PDMS/DVB.

GC/MS analiza provedena je na kromatografskoj koloni HP-5MS dimenzija 30 m x 0,25 mm x
0,25 um (Agilent). Kao plin nosioc koristen je helij 5,0, Cisto¢e 99,9% (Messer Austria,
Gumpoldskirchen, Austria).

GC/MS uvjeti:

e pocetna temperatura: 40 "C; vrijeme: 10 minuta,

e temperaturni gradijent 1 (do 120 °C): 3 °C/min; temperaturni gradijent 2 (do 250 °C):
10 C/min,

e konacna temperatura: 250°C,

e temperatura injektora/detektora: 250°C,

e vrijeme desorpcije: 7 minuta,

e cnergija ionizacije: 70 eV,

e maseni interval (m/z): 40 —400.

Analizom su dobiveni pikovi na kromatogramu identificirani na osnovu spektara masa i
vremena zadrzavanja odnosno retencijskog indeksa. Provedeno je usporedivanje dobivenih
pikova na kromatografu identificiranih na temelju spektara masa sa bazama podataka Nist08
(National Institute of Standards i Technology, Gaithersburg, SAD) i Wiley 9 (Wiley, SAD). Pri
identicnim GC/MS uvjetima 1 s ciljem izrauna retencijskog indeksa provedena je i analiza
standarda koji sadrzi smjesu alkana C7—C30. Retencijski indeksi komponenata izra¢unati su
prema jednadzbi (1):

RI = 100 x [n + (N —n) (M)] (1)

logty—logty
gdje je:
o RI—retencijski indeks,
o n—broj C atoma u alkanu koji izlazi prije nepoznatog spoja,
o N —broj C atoma u alkanu koji izlazi nakon nepoznatog spoja,
O X —nepoznati spoj,

o t-—retencijsko vrijeme u minutama (Ivi¢, 2022).
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Na ovaj nacin odredeni su sljedeci spojevi arome:

o kiseline: octena, heptanska, nonanska, dekanska, laurinska, miristinska, palmitinska;

e alkoholi: izoamilni alkohol, but-2,3-diol, heksan-1-ol, okten-3-ol, metionol, 2-
etilheksan-1-ol, oktan-1-ol, 2-feniletanol, nonan-1-ol, perilni alkohol, dodekanol;

e aldehidi 1 ketone : heksanal, 2-heksenal, benzaldehid, 2-heptenal, metil heptenon,
oktanal, fenilacetaldehid, 2-oktenal, 2-nonenal, dekanal, 2-decenal, 4-
propilbenzaldehid, 2,4-dekadienal, dodekanal, geranil aceton, lili aldehid, miristaldehid,
heksilcinamaldehid;

e terpeni: linalool oksid, linalool, hotrienol, trans-pinokarveol, B-citronellol, vitispiran, 3-
damascenon, a-jonon, B-farnesen, y-jonon, B-jonon;

e csteri: etil-heksanoat, etil-oktanoat, dietil-sukcinat, fenetil-acetat, etil-laurat, izopropil
laurat, metil-dihidrojasmonat, etil-dekanoat, heksil-salicilat, izopropil miristat,
diizobutil-ftalat, dibutil-ftalat, etil-palmitat, etil-linoleat, etil-oleat, etil-stearat;

e superoksid dismutaza (SOD).

3.3.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Udio ukupnih fenola odreden je po Folin-Ciocalteu metodi. Folin-Ciocalteouv reagens
pripremljen je na nacin da je 3,3 mL FC otpipetirano u odmjernu tikvicu od 100 mL te je ista
do oznake nadopunjena destiliranom vodom. Otpipetirano je 0,2 mL uzorka (uzorak grozda,
moSt + kvasac, moSt 24 h, most 48 h, most 96 h, vino), 1,8 mL destilirane vode, 10 mL Folin-
Ciocalteu reagensa razrjedenja 3,3:100 1 8 mL 7,5 % otopine Na,COs. Navedena smjesa se
promuckala 1 ostavila 2 sata do 20 sati na sobnoj temperaturi u mra¢nom prostoru nakon cega
se mjerila apsorbancija na spektrofotometru Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, Santa
Clara, SAD) pri valnoj duljini od 765 nm. Slijepa proba je odradena s 0,2 mL destilirane vode
umjesto uzorka, 10 mL FC reagensa i 8 mL Na>COs. Mjerenja su provedena u tri paralele, a
rezultati izrazeni preko kalibracijske krivulje galne kiseline u g galne kiseline/L uzorka (Ough

1 Amerine, 1988).

3.3.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Udio ukupnih flavonoida u uzorcima odreden je spektrofotometrijski s primjenom AlICls kao
reagensa. Otpipetirano je 0,5 mL uzorka (uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h, most 48 h,
most 96 h, vino), 4 mL destilirane vode, 0,3 mL 5% otopine NaNO,. Nakon §to je smjesa

odstojala 5 minuta dodano je 1,5 mL 2% otopine AICL3, a poslije jo§ 5 minuta dodano je i 2
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mL 1 M otopine NaOH te 1,7 mL destilirane vode. Apsorbanca je oCitana odmah na 510 nm.
Destilirana voda koristila se za kalibraciju spektrofotometra. Rezultati (srednja vrijednost tri
mjerenja) su izrazeni pomocu kalibracijske krivulje katehina u g katehina/L uzorka (Kim i sur.,

2003).

3.3.4. Odredivanje ukupnih antocijana
Koli¢ina antocijana u uzorcima odredena je koristenjem pH-diferencijalne metode. Metoda je
zasnovana na strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjenama pH
vrijednosti. Promjena pH vrijednosti, osim §to mijenja strukturu, mijenja i spektar apsorbacije
(Giusti 1 Wrolstad, 2001). Za metodu je koristen pufer ¢iji pH iznosi 1 (0,025 mol/L KCL, pH
podesen s koncentriranom HCI) i pufer sa vrijednoséu pH 4,5 (0,4 mol/L CH3CO2Na x 3H,0,
pH podesen s koncentriranom HCI). Otpipetirano je 0,2 mL uzorka (uzorak grozda, most +
kvasac, most 24 h, most 48 h, most 96 h, vino) u dvije epruvete. Potom je u prvu epruvetu
dodano 2,8 mL pufera pH 1, a u drugu 2,6 mL pufera pH 4,5. Nakon 15 minuta apsorbancija je
mjerena pri 512 1 700 nm. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost tri mjerenja u mg cijanid
3-glukozida/L uzorka. SadrZaj antocijana izracunat je prema slijedecoj jednadzbi (2):

A = (As12 — A700)PH10 — (As12 — A700)PHa s 2

Udio monomernih antocijana racuna se preko jednadzbe (3):

monomerni antocijani (%) = W A3
gdje je:
e A: aprorbancija uzorka;
e  MW: relativna molekulska masa cijanid 3-glukozina (449,2 g/mol);
e FR: faktor razrjedenja (4) > FR = Lukupni 4

uzorka

€: molarni ekstincijski koeficijent cijanid 3-glukozida (26900 L/mol cm);

l: duljina kivete (1 cm).

3.3.5. Odredivanje polimerne boje

Degradacija antocijana odredena je na temelju stvaranja bezbojnog kompleksa u reakciji
antocijana s bisulfitom (Giusti i Wrolstad, 2001). Polimerizacijom antocijana nastaje boja
otporna na djelovanje bisulfita. Za pripremu otopine potrebno je otopiti 1 g Kalij bisulfita u 5
g destilirane vode. Otpipetirano je 0,2 mL uzorka (uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h,

moSt 48 h, most 96 h, vino) u dvije epruvete. U prvu epruvetu dodano je 3,0 mL destilirane
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vode, a u drugu 2,8 mL destilirane vode i 0,2 mL otopine K-bisulfita. Nakon 15 minuta
izmjerena je apsorbanca na 420 nm, 512 nm i 700 nm. Na valnoj duljini od 420 nm mjeren je
stupanj posmedivanja, a na 512 nm mjerena je degradacija antocijana i smanjenje intenziteta
crvene boje. Rezultati dobiveni u tri mjerenja izrazeni su kao srednja vrijednost. Koli¢ina boje

nastala polimerizacijom racuna se preko jednadzbe (5):

boja nastala polimerizacijom

polimerna boja% = X 100 S)

gustoca boje
gdje je:
e Dboja nastala polimerizacijom —> uzorak tretiran bisulfitom (6)
boja nastala polimerizacijom = [(A420 — A700) + (As12 — A700)] X FR (6)
e gustoca boje = kontrolni uzorak tertian vodom (7)

boja nastala polimerizacijom = [(A4z0 — A700) + (As12 — A700)] X FR @)

3.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost u uzorcima odredena je spektrofotometrijski. Antioksidansi
stabiliziraju 1 sprjeCavaju Stetan utjecaj radikala doniraju¢i vodikov atom. Za bolji i
reprezentativniji prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti analiziranih uzoraka koriste se
Cetiri razli¢ite metode: DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC, pogodne za crno vino. Ne postoji
univerzalna metoda s obzirom da postoji veliki broj spojeva koji djeluju kao antioksidansi, ali
su razli¢ite strukture. Metode se temelje na razliitim reakcijskim mehanizmima poput
prijenosa atoma vodika tj. donacije vodika (DPPH) ili prijenosa elektrona (FRAP, ABTS 1
CUPRAC) (Jakobek, 2007; Prior i sur., 2005).

3.3.6.1. DPPH metoda

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda je metoda koja koristi DPPH reagens tj. ljubicasto
obojen 1 stabilan duSikov radikal. Antioksidansi (elektron donori) posjeduju slabo vezan
vodikov atom s kojima DPPH reagens reagira, reducira se 1 obojenje iz ljubicastog prelazi u
Zuto. Prednost ove metode je Sto reagens moZze reagirati s cjelokupnim uzorkom, s hidrofilnim
1 lipofilnim antioksidansima i slabim antioksidansima. Ova metoda nije selektivna i ima
primjenu samo kod niZzih pH vrijednosti (Brand-Williams 1 sur., 1995). U epruvetu je
otpipetirano 0,2 mL uzorka (uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h, most 48 h, most 96 h,
vino) i 3,0 mL DPPH otopine. Razrjedenje je potrebno napraviti takvo da se nakon 15 minuta
ne izgubi ljubicasta boja i da se ne pojavi smeda boja. Nakon 15 minuta apsorbancija je mjerena

na valnoj duljini od 517 nm. Za slijepu probu koristi se 0,2 mL destilirane vode u koju je takoder
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dodano 3,0 mL DPPH reagensa. Rezultati tri mjerenja izrazeni su preko kalibracijske krivulje

Troloxa u pmol TE/100 mL.

3.3.6.2. ABTS metoda

ABTS (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin sulfonska kiselina)) metoda je metoda koja koristi
ABTS reagens. Oksidirani zeleno obojeni ABTS radikal nastaje mijesanjem ABTS reagensa s
kalijevim persulfatom. Do gubitka zelenog obojenja i redukcije radikala u bezbojan oblik dolazi
u reakciji s antioksidansima. ABTS metoda ima sljedeca svojstva: reaktivnosti radikala prema
velikom broju antioksidansa (fenolne kiseline i flavonoidi), primjenjiva je pri razli¢itim pH
vrijednostima, traje duze of DPPH metode, a sama priprema ABTS radikala traje minimalno
12 sati. ABTS reagens pripremljen je mijeSanjem 7,4 mM otopine ABTS s 2,6 mM otopine
kalijevog persulfata te je ostavljen u mraku do sutrasnjeg dana. Otpipetirano je 0,2 mL uzorka
(uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h, most 48 h, most 96 h, vino) i1 dodano je 3,2 mL
ABTS reagensa. Razrjedenje je potrebno napraviti takvo da se zelena boja ne izgubi tijekom
vremena stajanja. Nakon §to je proslo 95 minuta u mraku apsorbancija se mjerila na 734 nm.
Za slijepu probu otpipetirano je 0,2 mL destilirane vode 1 dodano je 3,2 mL ABTS reagensa.
Rezultati tri mjerenja i njithova srednja vrijednost izrazeni su preko kalibracijske krivulje

Troloxa u pmol TE/100 mL (Gupta, 2015; Re 1 sur., 1999).

3.3.6.3. FRAP metoda

FRAP (eng. ferric reducing/antioxidant power assay) metoda je metoda koja se temelji na
redukciji trovalentnog zeljeza s piridil triazinom u dvovalentno Zeljezo pomocu antioksidanasa
u uzorku. Zbog gore navedenog dolazi do plavog obojenja Prednost ove metode je
jednostavnost 1 brzina. Medutim, metoda nije selektivna te postoji mogucnost reakcije i
redukcije Zeljeza s komponentama koje nisu antioksidansi (Roginsky 1 Lissi, 2005). FRAP
otopina nastaje mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ (2.,4,6-tripiridil-s-triazin
otopljen u otopini HCI), 2,5 mL FeCls; x 6H20 koju je potrebno zagrijati na 37 °C prije upotrebe.
Otpipetirano je 0,2 mL uzorka (uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h, most 48 h, most 96
h, vino) i dodano je 3 mL FRAP otopine. Razrjedenje treba biti takvo da se nakon stajanja ne
izgubi svijetlo ljubicasta boja. Nakon 15 do 30 minuta u mraku mjeri se aprorbanca na 593 nm.
Za slijepu probu otpipetirano je 0,2 mL destilirane vode i 3 mL FRAP otopine. Srednja

vrijednost tri paralelna mjerenja izraZena je preko krivulje Troloxa u pmol TE/100 mL.
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3.3.6.4. CUPRAC metoda

CUPRAC (eng. cupric reducing antioxidant capacity) metoda je metoda koja se bazira na
redoks reakciji CUPRAC reagensa i antioksidansa u uzorku. Tijekom reakcije nastaje zuto
obojenje. Glavna prednost ove metode je njena primjena za lipofilne i hidrofilne antioksidanse.
Karakteristi¢no za metodu je i selektivno djelovanje na antioksidativne spojeve, ali bez utjecaja
na Secere i limunsku kiselinu. Flavonoidi, tioli i fenolne kiseline su skupina spojeva ¢ija se
antioksidacijska aktivnost odreduje CUPRAC metodom (Gupta, 2015). KoriStena su tri
reagensa: otopina CuCl, x 2H>O, otopina neokuproina i otopina amonij acetata. Otpipetirano je
po 1 mL od svakog reagensa, 0,2 mL uzorka (uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h, most
48 h, most 96 h, vino) te 0,9 mL destilirane vode. Razrjedenje treba biti takvo da se nakon
stajanja ne izgubi svijetlo zuta boja. Nakon 30 minuta u mraku mjerena je aprorbanca na 450
nm. Srednja vrijednost mjerenja prikazana je preko kalibracijske krivulje Troloxa (umol

TE/100 mL).
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4. Rezultati

Tablica 1 Sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida, antocijana, polimerna boja i antioksidacijska aktivnost odredena DPPH, ABTS, FRAP i

Uzorak

CUPRAC metodom u uzorcima Cabernet Sauvignon vina prije, tijekom i1 nakon fermentacije

Grozde

\Y (Y

Kkvasac

Most

24h

Most

48 h

Most
96 h

Vino

q ] . Pt ] DPPH ABTS FRAP CUPRAC
Polifenoli Flavonoidi Antocijani Polimerna
(mg/L) (mg/L) (mg/L) boja (%) (pmol/100  (pmol/100 (pmol/100 (nmol/100
1111 9)} 1111 9)} mL) mL)

30,15+0,37 640,90 7,34 | 432,28 +6,80 | 0,25+0,97 | 78,70+3,66 | 1,71+£0,02 | 2,77+0,20 | 0,34+ 0,01 9,29 £ 0,84
34,66 + 0,49 648,30 +£7,14 | 236,77+1,48 | 7,38+ 1,13 | 78,14+ 1,70 | 1,54+0,03 | 3,55+0,28 | 0,31+0,01 10,57 + 0,63
90,17 + 0,99 692,18 £7,65 | 255,16+4,06 | 17,16+ 1,83 | 58,24+4,44 | 1,74+0,03 | 5,60+0,03 | 0,31+0,03 | 10,21+ 0,33
107,43 £2,07 | 688,05+7,30 | 277,66 +2,95 | 19,87+1,68 | 56,30+0,13 | 1,72+0,01 | 5,52+0,06 | 0,33+0,00 | 10,13+0,34
248,96 £ 6,94 | 666,59 +7,07 | 271,00+5,02 | 18,14+ 1,52 | 58,00+4,71 | 1,74+0,02 | 5,61 £0,02 | 0,44 +£0,01 10,88 + 0,60
425,67+5,80 | 703,79+9,47 | 24536+3,00 | 21,13+ 1,60 | 46,28 2,77 | 1,79+0,02 | 5,71 0,07 | 0,46+ 0,01 10,83 £ 0,19

Oznake: SOD — superoksid dismutaza; Grozde - uzorak grozda cabernet sauvignon odmah nakon berbe; Most + kvasac — uzorak mosta cabernet sauvignon uz dodatak kvasca,
period prije pocetka fermentacije; Most 24 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 24 h; Most 48 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je
fermentacija trajala 48 h; Most 96 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 96 h (zapocela burna fermentacija); Vino - C. Sauvignon, zavrSena

fermentacija.
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4. Rezultati

Mokt + Glavna
RI Grozde 08 Moit24h  Most48 h Most 96 h mirisna
kvasac
nota
Y Kiseline 71,46 £ 1,39 | 44,25+ 0,40 | 55,58 £ 0,37 | 61,09+ 0,60 | 1529,75+ 29,58 | 1835,87 + 37,51
Octena 2.1346 | 622 20,62+ 0,20 | 1150,70 =24, 65 | 1246,76 2932 |  ocat
Kkiselina
Heptanska | 3 5466 | 1084 | 1674006 | 3924015 | 415+003 | 1.49+001 2,36 + 0,04 1,72 £ 0,02 masna,
Kiselina sirna
nglslzllll;l;a 33,9042 | 1279 | 9.94+035 | 849+000 | 7.84+0,08 | 4,14+0,00 24,71 £ 0,79 34,79 + 0,83 masna
lei's‘:l‘i‘;';a 38,1283 | 1380 | 36,34+0,72 | 12,32+ 0,18 | 25,60+ 0,09 | 2028 +0,29 | 209,01 + 2,89 320,42 + 3,89 masna
Lﬁl‘;‘lﬁi‘a 42,1492 | 1562 | 3.64+0,16 | 243+0,01 | 3,94+001 | 1.48+0,05 123,43 0,91 208,32 +3,22 masna
Ml‘;;fl‘l'l‘;ka 45,6839 | 1845 | 1,29+0,01 | 047+0,02 | 0,85+0,01 | 0,58+ 0,00 8,53+ 0,13 15,73 40,17 masna
Pall(li]slétl;ﬁ;ka 47,4374 | 2049 | 18,58+ 0,09 | 16,61 +0,04 | 13,20+ 0,16 | 12,51 = 0,05 11,02+ 0,18 8,14+ 0,05 masna

Tablica 2 Retencijsko vrijeme, retencijski indeks i sadrzaj kiselina (ng/L) identificiranih u uzorcima Cabernet Sauvignon vina prije, tijekom i
nakon fermentacije te glavne mirisne note pojedinog spoja

Oznake: RV retencijsko vrijeme; RI — retencijski indeks; Grozde - uzorak grozda cabernet sauvignon odmah nakon berbe; Most + kvasac — uzorak mosta cabernet sauvignon
uz dodatak kvasca, period prije pocetka fermentacije; Most 24 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 24 h; Most 48 h - uzorak mosta cabernet
sauvignon u kojem je fermentacija trajala 48 h; Most 96 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 96 h (zapocela burna fermentacija); Vino — Cabernet
Sauvignon, zavrSena fermentacija.
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4. Rezultati

Tablica 3 Retencijsko vrijeme, retencijski indeks i sadrzaj alkohola (nug/L) identificiranih u uzorcima Cabernet Sauvignon vina prije, tijekom i
nakon fermentacije te glavne mirisne note pojedinog spoja

Mokt + Glavna
Most 24 h Most 48 h Most 96 h mirisna
kvasac
> Alkoholi 106,63 +1,31 | 316,78 £3,54 | 328,25 +1,25 | 411,59 + 1,45 1347,13 £ 14,26 | 3795,01 +£ 93,71
Izoamilni alkohol | 3,6780 | 743 2,56 +0,10 2,58 +0,01 2,58 +£0,04 484,69 + 1,40 2390,27 + 81,06 vocna
Butan-2,3-diol 6,2936 805 14,42 + 0,06 20,33 £ 0,01 vocna
Heksan-1-ol 11,2255 | 892 53,37 +0,42 271,82 +294 | 286,34 +0,46 | 370,04 £0,81 137,49 + 3,29 99,64 + 1.05 biljna
Okten-3-ol 17,2682 | 980 3,89+0,07 498 +0,11 7,47 +0,32 2,43+0,10 3,21+0,03 3,35+0,03 biljna/gljive
Metionol 17,3979 | 982 1,76 £ 0,01 5,03+0,11 sumpor
. zemljana,
2-etilheksan-1-01 | 21,8067 | 1051 | 21,60+0,41 17,90 £ 0,23 15,36 + 0,05 16,57+ 0,13 7,10+ 0,08 4,11 £0,00 cvietna
Oktan-1-o0l 23,8161 | 1079 | 10,83 +0,19 9,15+ 0,00 5,67+0,25 6,44 £0,23 25,64 £0,31 11,02 £0,02 biljna
2-feniletanol 25,2286 | 1099 3,49 +0,03 2,74 £0,02 3,44+ 0,09 5,86 + 0,02 641,80 + 8,33 1197,05 + 10,94 cvjetna
Nonan-1-ol 29,1104 | 1186 17,46 £ 0,41 27,43 £0,16 citrusna
Perilil alkohol 34,4122 | 1288 9,48 £0,13 4,00+0,07 3,93 +0,05 3,53+0,06 3,33 +£0,05 5,68 +£0,05 biljna
Dodekanol 40,5890 | 1476 3,97 +0,06 3,64 £0,06 3,46 +£0,01 4,13+ 0,06 10,23 +£ 0,30 31,10+£0,28 masna

Oznake: RV retencijsko vrijeme; RI — retencijski indeks; Grozde - uzorak grozda cabernet sauvignon odmah nakon berbe; Most + kvasac — uzorak mosta cabernet sauvignon
uz dodatak kvasca, period prije pocetka fermentacije; Most 24 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 24 h; Most 48 h - uzorak mosta cabernet
sauvignon u kojem je fermentacija trajala 48 h; Most 96 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 96 h (zapocela burna fermentacija); Vino — Cabernet
Sauvignon, zavrSena fermentacija.
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4. Rezultati

Tablica 4 Retencijsko vrijeme, retencijski indeks i sadrzaj aldehida i ketona (ug/L) identificiranih u uzorcima Cabernet Sauvignon vina prije,
tijekom 1 nakon fermentacije te glavne mirisne note pojedinog spoja

Mot + Glavna
Grozde Kvasac Most 24 h Most 48 h Most 96 h Vino mirisna
nota
S Aldehidi i ketoni 136,61 2,14 | 199,59 +1,95 | 175,48 2,16 | 125,56 +1,98 | 81,87 + 1,34 | 55,54 + 0,84
Heksanal 6,5494 | 820 | 6,49+008 | 100,20+0,64 | 5581087 | 32,60+ 1,11 | 14,30£020 | 1,75+0,02 biljna
2-heksenal 8,0448 | 847 | 47.43+041 | 51,51+046 | 77.85+042 | 60,35+0,35 bﬂjjzi/jgena
Benzaldehid 15,3878 | 955 8,00+0,10 | 8,36+0,12 badem
2-heptenal 15,4694 | 957 | 10,69+0,38 | 6,28+0,02 8,57 + 0,05 4,62+ 0,08 voéna
Metil heptenon 17,5488 | 984 | 8,54+027 5,42 40,05 3,98 + 0,08 4,45+0,10 citrusna
Oktanal 18,5725 | 993 | 9,87+0,14 voéna
Fenilacetaldehid | 22,4097 | 1061 | 3,93+0,05 4,05 + 0,08 4,92+ 0,01 6,33+0,04 | 17,31+0,09 | 2,00+ 0,00 cvjetna
2-oktenal 23,3690 | 1076 | 10,31+0,03 8,21 +0,01 5,69 £ 0,20 3,16 0,05 | 2,91+0,08 masna
2-nonenal 28,8870 | 1183 | 2,00+0,09 1,71 £ 0,00 1,35+ 0,02 1,19+ 0,02 Masna/
travnata
Dekanal 312418 | 1230 | 3,53+0.25 2,73 +£0,08 3,53+0,22 2,97 0,03 citrusna/kora
narance
2-decenal 32,6823 | 1257 | 2,74+0,02 1,65+0,10 3,03 + 0,02 1,65+0,03 | 14,93+0,22 2,91 masna
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4. Rezultati

Tablica 4 Nastavak

4-propilbenzaldehid | 33,1068 1264 20,83 £ 0,20 8,77+ 0.02 slab miris
2,4-dekadienal 35,3922 1309 1,30 +0,03 0,84 £ 0,05 1,01 £0,01 0,86 + 0,04 1,68 +£0,03 citrus/grejp
Dodekanal 39,5006 | 1427 1,77 £ 0,02 1,00 + 0,07 1,33+0,01 1,31+ 0,03 8,54+0,23 | 10,01 +0,07 citrus
Geranil aceton 40,5063 | 1472 5,28+0,10 3,58+0,12 5,52+0,14 3,07+ 0,04 7,59+£0,32 | 15,10£0,36 cvjetna
Lili aldehid 41,9381 | 1550 0,89 + 0,04 2,74+ 0,23 1,38 £ 0,05 1,06 0,01 cvjetna
Miristaldehid 42,8153 | 1604 0,62 + 0,02 0,80 + 0,02 4,14+ 0,03 5,62+0,08 masna
Heksilcinamaldehid | 45,0620 | 1777 0,99 + 0,01 0,90 + 0,01 0,88 + 0,05 1,14+ 0,03 2,47+ 0,06 9,79 £ 0,09 cvjetna

Oznake: RV retencijsko vrijeme; RI — retencijski indeks; Grozde - uzorak grozda cabernet sauvignon odmah nakon berbe; Most + kvasac — uzorak mosta cabernet sauvignon
uz dodatak kvasca, period prije pocetka fermentacije; Most 24 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 24 h; Most 48 h - uzorak mosta cabernet
sauvignon u kojem je fermentacija trajala 48 h; Most 96 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 96 h (zapocela burna fermentacija); Vino — Cabernet
Sauvignon, zavrSena fermentacija.
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4. Rezultati

Tablica 5 Retencijsko vrijeme, retencijski indeks i sadrzaj terpena (ug/L) identificiranih u uzorcima Cabernet Sauvignon vina prije, tijekom i
nakon fermentacije te glavne mirisne note pojedinog spoja

( Iﬁi‘;) RI Grozde Il‘\“v‘;ss; Most24h  Most48h Mot 96 h Vino g:::s?;
nota
Y Terpeni 156,86 3,54 | 49,13+3,85 | 46,97+ 0,85 | 42,53+ 0,85 | 72,22+1,06 | 45,92+1,23
Linalool oksid 23,8234 1080 5,28 + 0,08 citrusna
Linalool 24,3920 | 1088 1,60+0,00 | 3,55+£0,02 | 3,87+0,12 | 599+0,16 | 2,68+0,07 | citrusna
Hotrienol 24,9201 | 1091 | 20,24+037 | 645+0,03 | 580+0,09 | 6,02+001 | 19,15+0,21 | 12,34+0,18 ‘;rvggtsrll{i
Trans-pinokarveol | 26,1432 | 1125 | 22,60+0,13 | 448+0,12 | 417+0,14 | 593+0,19 | 2,60+003 | 3,26+0,03 biljna
B-citronellol 31,3942 | 1232 | 531+0,19 | 0654001 | 059+001 | 0,77+ 0,00 citrusna
Vitispiran 33,4576 | 1271 | 32,10£0,70 | 4594003 | 4194025 | 3,12+0,14 | 1531011 | 18,78+0,72 | cvjetna
B-damascenon 38,8359 | 1398 | 6336+1,98 | 27.73+0,11 | 2491+0,14 | 19,97+0,28 | 24,49+0,29 voéna
a-jonon 39,6731 | 1428 | 2954002 | 098+354 | 1,06+002 | 0,89+0,02 cvjetna
B-farnesen 40,5626 | 1475 2,79+0,19 | 633+006 | bilina/drvo
y-jonon 40,6999 | 1481 | 0,66+0,01 | 040+0,01 | 049+0,02 | 046001 biljna/drvo
B-jonon 40,8621 | 1488 | 436+006 | 224000 | 222+0,16 | 1,51+0,07 | 1,89+008 | 2,52+0,16 | cvjetna

Oznake: RV retencijsko vrijeme; RI — retencijski indeks; Grozde - uzorak grozda cabernet sauvignon odmah nakon berbe; Most + kvasac — uzorak mosta cabernet sauvignon
uz dodatak kvasca, period prije pocCetka fermentacije; Most 24 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 24 h; Most 48 h - uzorak mosta cabernet
sauvignon u kojem je fermentacija trajala 48 h; Most 96 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 96 h (zapocela burna fermentacija); Vino — Cabernet
Sauvignon, zavrSena fermentacija.
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4. Rezultati

Tablica 6 Retencijsko vrijeme, retencijski indeks i sadrzaj estera (ug/L) identificiranih u uzorcima Cabernet Sauvignon vina prije, tijekom i
nakon fermentacije te glavne mirisne note pojedinog spoja

Mot + Glavna
Grozde Most 24 h Most 48 h Most 96 h mirisna
Kkvasac
nota
> Esteri 41,45+ 0,48 | 47,65+0,49 | 70,00+0,79 | 74,88 +1,30 | 2032,31 + 32,88 | 1889, 67 + 21,64
Etil-heksanoat 18,5001 992 5,89+ 0,03 18,78+ 0,31 | 20,57 +0,53 26,33 +£0,42 29,23 +£ 0,39 vocéna
Dietil-sukcinat 29,1360 1188 | 15,00+0,14 | 15,19+0,02 | 9,62+ 0,04 7,86 +0,20 7,72 £ 0,09 7,83 £0,04 voéna
Etil-oktanoat 29,8264 1201 7,42 £ 0,09 10,72+ 0,31 | 22,86 0,06 | 23,74+ 0,20 | 535,90+ 12,34 255,50 £ 2,56 vocéna
Fenetil-acetat 32,3490 1251 0,96 + 0,00 1,31 +£0,05 2,60+ 0,07 3,90+0,12 618,24 + 8,32 235,77 £ 0,01 cvjetna
Etil-dekanoat 39,1803 1412 1,44 £ 0,10 1,81 £0,02 731,09 + 10,23 1103,39 + 14,93 vocéna
Etil-laurat 42,4988 1573 73,24 £1,01 58,74 £ 0,50 masna
slab
Izopropil laurat 43,2989 1639 0,22 + 0,00 0,34 +£0,03 3,12+0,05 4,7+0,05 alkoholni
miris
- M.etll_ 43,4652 1651 2,24 +0,02 1,47 £0,02 1,90 £ 0,02 1,34+ 0,03 2,86+ 0,08 10,27 £ 0,05 cvjetna
dihidrojasmonat
Heksil-salicilat 43,9326 1685 0,77 £ 0,02 0,52 + 0,00 0,59 + 0,02 0,75 +£0,05 2,86 £0,00 10,13 +£0,13 cvjetna
Izopropil slab
mi‘;’isti,’t 45,8643 | 1848 | 0,96+0,01 | 181+0,00 | 1,99+0,00 | 2,26+0,03 8,75 + 0,03 20,39+0,02 | miris/bez
mirisa
Diizobutil-ftalat | 46,4070 1897 7,24 +0,13 6,03 £ 0,05 5,18+0,15 5,05 +0,04 10,61 £0,20 85,11 +£1,02 rflli?ti)s
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4. Rezultati

Tablica 6 Nastavak
Dibutil-ftalat 47,3855 1992 | 4,57+0,05 1,94 + 0,01 1,75+ 0,01 3,38+ 0,02 5,44 £ 0,07 35,32+ 1,09 rili?s
Etil-palmitat 47,6289 | 2017 2,28+ 0,01 2,78 0,00 3,09 +0,02 3,88 £0,04 4,87+ 0,04 22,55 +0,70 masna
Etil-linoleat 48,8832 | 2149 0,35+ 0,00 3,76 £ 0,01 masna
Etil-oleat 48,9482 | 2156 0,53+ 0,00 3,43+0,11 masna
Etil-stearat 49,0863 | 2172 0,40 + 0,00 3,50+0,03 masna

Oznake: RV retencijsko vrijeme; RI — retencijski indeks; Grozde - uzorak grozda cabernet sauvignon odmah nakon berbe; Most + kvasac — uzorak mosta cabernet sauvignon
uz dodatak kvasca, period prije pocetka fermentacije; Most 24 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 24 h; Most 48 h - uzorak mosta cabernet
sauvignon u kojem je fermentacija trajala 48 h; Most 96 h - uzorak mosta cabernet sauvignon u kojem je fermentacija trajala 96 h (zapocela burna fermentacija); Vino — Cabernet
Sauvignon, zavrSena fermentacija.
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4. Rezultati
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4. Rezultati
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4. Rezultati
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5. Rasprava

Rezultati istrazivanja utjecaja procesa fermentacije na tvari boje i arome crnog vina Cabernet
Sauvignon kutjevackog vinogorja prikazani su u Tablicama 1-6 te na Slikama 7-12. U
uzorcima (uzorak grozda, most + kvasac, most 24 h, most 48 h, most 96 h, vino) su
spektrofotometrijski odredeni ukupni polifenoli, flavonoidi, antocijani, polimerna boja te
antioksidacijska aktivnost odredena DPPH, FRAP, ABTS i CUPRAC metodom. Aromatski
profil uzoraka odreden je primjenom plinske kromatografije s masenim detektorom i

mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPME).
Utjecaj procesa fermentacije na sastav fenolnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost

Fenolni spojevi su odgovorni za kvalitetu vina, posebice crnih te za karakteristi¢nu boju, okus
i trpkost vina. U analiziranim uzorcima izmjerena je koncentracija ukupnih polifenola,
flavonoida, antocijana i polimerne boje. Rezultati su prikazani u Tablici 1. Iz rezultata je
vidljivo da nije doslo do gubitka ukupnih polifenola, nego se sadrzaj ukupnih polifenola tijekom
procesa fermentacije postupno povecavao. Najmanju koncentraciju polifenola imao je uzorak
grozda i mosta s kvascem (640, 90 1 648,30 mg/L), a najvecu vino nakon zavrSene fermentacije
(703,79 mg/L). Prikazane su i koncentracije flavonoida u navedenim uzorcima c¢ije su
vrijednosti tijekom procesa fermentacije znatno smanjene u odnosu na pocetnu vrijednost za
uzorak grozda (432,28 mg/L). Zabiljezen je blagi porast koncentracije flavonoida nakon 48 h i
tijekom burne fermentacije (277,66 1 271,00 mg/L), a u gotovom vinu se koncentracija snizila
na 245,36 mg/L. ZabiljeZen je i veliki porast antocijana ¢ija je najveca koncentracija izmjerena
u vinu (21,13 mg/L), a najmanja u uzorku grozda (0,25 mg/L). Koncentracija antocijana se u
uzorcima znatno promijenila iz ¢ega moZzemo zakljuciti da proces fermentacije ima veliki
utjecaj na boju crnih vina. Polimerna boja predstavlja udio smedih ili bezbojnih pigmenata koji
nastaju degradacijom antocijana u prisutnosti kisika. 1z rezultata je vidljivo da je udio polimerne
boje manji $to je veci udio antocijana u uzorcima. Polimerna boja u pocetnom uzorku grozda
iznosila je 78,70%, a u vinu 46,28%. Povecanje polifenolnih spojeva i antocijana ocekivan je
zbog njihove ekstrakcije iz ¢vrstih dijelova bobice, zbog razlaganja bezbojnih kompleksa na
slobodne obojene pigmente te polimerizacije i vezanja pojedinih antocijana u stabilnije
polimere. S druge strane, kod flavonoida te reakcije su dovele do sniZenja njihove koncentracije

(Hou i sur., 2023).

Polifenoli, osim $to daju boju crnom vinu, $tite organizam od Stetnog djelovanja slobodnih
radikala, odnosno imaju antioksidacijska svojstva. Antioksidacijska aktivnost odredivala se
prema cetiri razli¢ite metode: DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC. Rezultati izrazeni u pmol/100
mL prikazani su u Tablici 1. Svaka metoda obuhvaca razli¢ite skupine polifenolnih spojeva
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5. Rasprava

koji djeluju kao antioksidansi, a s obzirom da je crno vino bogato tim spojevima, upotrijebljene
su Cetiri navedene metode kako bi se $to bolje prikazao antioksidacijski potencijal crnog vina
(Ivi¢, 2022). Prema rezultatima sve Cetiri metode, doslo je do povecanja antioksidacijske
aktivnosti tijekom procesa fermentacije u odnosu na pocetni uzorak grozda. Prema DPPH
metodi najmanju vrijednost je imao uzorak u kojem je mostu dodan samo kvasac, period prije
fermentacije (1,54 pmol/100 mL), a najvecu vino nakon zavrSene fermentacije (1,79 pmol/100
mL). ABTS metodom je takoder najmanja aktivnost izmjerena u uzorku grozda (2,77 pmol/100
mL), a vrijednost je gotovo udvostrucena i najveca u vinu (5,71 pumol/100 mL). Kod ABTS
metode vidljiv je i najveéi raspon povecanja antioksidacijske aktivnosti u uzorcima. FRAP
metodom su dobivene najnize vrijednosti u odnosu na ostale metode. Pocetni uzorak grozda
sadrzavao je 0,34 umol/100 mL, a koncentracija u uzorku vina nakon zavrSene fermentacije
bila je 0,46 umol/100 mL. CUPRAC metodom su izmjerene najveée vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti u uzorcima gdje je najveca koncentracija bila u uzorku u kojem je
fermentacija trajala 96 sati i gdje je zapocela burna fermentacija (10,88 pmol/100 mL) te u
uzorku vina (10,83 umol/100 mL), bez znacajne razlike medu uzorcima. Rezultati su pokazali
da je tijekom procesa fermentacije doSlo do povecanja antioksidacijske aktivnosti, §to se

podudara s povecanjem polifenola i antocijana u svim uzorcima.

Koncentracija superoksid dismutaze (SOD) izrazena je u ng/L, a rezultati su pokazali znatno
povecanje koncentracije tijekom procesa fermentacije. Najve¢a koncentracija odredena
plinskom kromatografijom bila je u vinu (425,67 ng/L), a najmanja u uzorku grozda (30,15
ng/L). ZabiljeZen je veliki porast u odnosu na pocetni uzorak, posebno u uzorcima u fazama

fermentacije nakon 48 h, nakon 96 h te nakon zavrSene fermentacije.
Utjecaj procesnih parametara na aromatski profil

U analiziranim uzorcima identificirano je 63 spoja arome koji potjecu iz grozda ili koji su
nastali tijekom procesa fermentacije te su prikazani u Tablicama 2-6. Pronadeni spojevi arome
podijeljeni su u 5 skupina: kiseline, alkoholi, aldehidi 1 ketoni, terpeni 1 esteri. Za svaki spoj
unutar skupine napisana je glavna mirisna nota kojom doprinosi ukupnoj aromi vina. Kod svake

skupine spojeva izracunata je i ukupna koncentracija spojeva u pojedinom uzorku.

U Tablici 2 prikazano je sedam kiselina koje su identificirane u uzorcima. Prisutne kiseline su:
octena, heptanska, nonanska, dekanska, laurinska, miristinska i palmitinska kiselina. Najmanji
udio ukupnih kiselina odreden je u uzorku mosta neposredno nakon dodatka kvasca, prije

pocetka fermentacije te iznosi 44,25 nug/L, a najve¢i udio zabiljezen je u vinu i iznosi 1835,87
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pg/L. Vidljiv je nagli porast ukupne koncentracije kiselina u uzorku gdje je zapocela burna
fermentacija. Od sedam prisutnih kiselina, octena kiselina je imala najviSu koncentraciju.
Octena kiselina nije detektirana u uzorku grozda, u mostu s dodatkom kvasca te u uzorku gdje
je fermentacija trajala 24 h. Octena kiselina je imala najviSu koncentraciju, 1246,76 pg/L u
uzorku vina, a najmanju u uzorku nakon fermentacije koja je trajala 48 h (20,62 pg/L). Njena
koncentracija se povisila kao nusprodukt djelovanja kvasaca u anaerobnim uvjetima alkoholne
fermentacije. Medutim, ukoliko je njena koncentracija ispod 900 mg/L, ona doprinosi aromi
vina (Ivi¢, 2022), Sto je ovdje i slucaj. Ostale navedene kiseline detektirane su u svim uzorcima
1 zasluzne su za masnu aromu vina. Koncentracije pojedinih kiselina razlikovale su se od uzorka
do uzorka. Usporedujuéi uzorak grozda i kona¢no vino, iz rezultata je vidljivo da je doslo do
poviSenja koncentracija gotovo svih kiselina, izuzev palmitinske kiselina, ¢ija se koncentracija

snizila s 18,58 pg/L na 8,14 pg/L.

U Tablici 3 prikazano je 11 identificiranih viSih alkohola. Usporeduju¢i svih 5 aromatskih
skupina alkoholi su imali najviSu ukupnu koncentraciju. Ukupna koncentracija visih alkohola
je bila najmanja u uzorku grozda (106,63 pg/L), a najviSa u vinu (3795,01 pg/L). Iz rezultata je
vidljivo da se koncentracija alkohola znatno povisila tijekom procesa fermentacije. Prisutni
alkoholi u uzorcima su: izoamilni alkohol, but-2,3-diol, heksan-1-ol, okten-3-o0l, metionol, 2-
etilheksan-1-ol, oktan-1-ol, 2-feniletanol, nonan-1-ol, perilni alkohol i dodekanol. Najvise
koncentracije u vinu imaju izoamilni alkohol i 2-feniletanol (2390,27 pg/L 1 1197,05 pg/L).
Heksan-1-0l, okten-3-ol, 2-etilheksan-1-ol, oktan-1-ol, 2-feniletanol, perilni alkohol i
dodekanol detektirani su u svim uzorcima. Izoamilni alkohol nije detektiran u uzorku grozda te
je vidljivi nagli porast njegove koncentracije. U mostu s kvascem koncentracija izoamilnog
alkohola iznosila je 2,56 pg/L, a u vinu nakon zavrSene fermentacije 2390,27 ng/L. Butan-2,3-
diol, metionol i nona-1-ol detektirani su samo u uzorcima burne fermentacije i zavrSene
fermentacije, $to upucuje na to da oni nastaju isklju€ivo procesom fermentacije. Visi alkoholi
odgovorni su za voénu (izoamilni alkohol, butan-2,3-diol), biljnu (heksan-1-ol, okten-3-ol,
oktan-1-ol, perilni alkohol), cvjetnu (2-etilheksan-1-ol, 2-feniletanol), citrusnu (nonan-1-ol),

masnu (dodekanol) notu i notu po sumporu (metionol).

U Tablici 4 prikazano je 18 identificiranih aldehida i ketona. Od 5 spomenutih skupina
aromatskih spojeva, aldehidi 1 ketoni su bili najbrojnija skupina. Najvise ih je pronadeno u
uzorku mosta s dodatkom kvasca (199,59 ng/L), a najmanje u vinu nakon zavrSene fermentacije
(55,54 pg/L). Aldehidi i ketoni doprinose vo¢noj (2-heptanal, oktanal), biljnoj (heksanal, 2-

heksenal), citrusnoj (metil heptenon, dekanal, 2,4-dekadienal, dodekanal), cvjetnoj
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(fenilacetaldehid, geranil aceton, lili aldehid, heksilcinamaldehid) i masnoj (2-oktenal, 2-
nonenal, 2-decenal, miristaldehid) aromi, mirisu po bademu (benzaldehid) te slabom mirisu (4-
propilbenzaldehid). Vidljivo je da se tijekom procesa fermentacije ukupna koncentracija
aldehida i ketona snizava. Identificirani su spojevi: heksanal, 2-heksenal, benzaldehid, 2-
heptenal, metil heptenon, oktanal, fenilacetaldehid, 2-oktenal, 2-nonenal, dekanal, 2-decenal,
4-propilbenzaldehid, 2,4-dekadienal, dodekanal, geranil aceton, lili aldehid, miristaldehid i
heksilcinamaldehid. Najzastupljeniji spojevi iz ove skupine u mostu su 2-heksenal i heksanal.
U svim uzorcima prisutni su heksanal, fenilacetaldehid, 2-decenal, dodecanal, geranil aceton i
heksilcinamaldehid. Ostali karbonilni spojevi nakon fermentacije nisu detektirani u vinu, dok
benzaldehid 1 miristaldehid nisu pronadeni u mostu, nego su nastali tijekom alkoholne

fermentacije te su prisutni u vinu (8,36 pg/L benzaldehida 1 5,62 pg/L miristaldehida).

U Tablici 5 prikazano je 11 identificiranih terpena u uzorcima. Koncentracije pojedinih terpena
variraju u uzorcima od pocetka do kraja fermentacije. Prisutni terpeni su: linalool oksid,
linalool, hotrienol, trans-pinokarveol, B-citronellol, vitispiran, B-damascenon, a-jonon, -
farnesen, y-jonon i B-jonon. Za citrusnu aromu vina zasluzni su linalool oksid, linalool i B-
citronellol, za cvjetnu hotrienol,vitispiran, a-jonon i B-jonon, a za biljnu trans-pinokarveol, -
farnesen 1 y-jonon. B-damascenon je najzastupljeniji terpen koji doprinosi vo¢noj aromi, ali
njegova koncentracija se snizavala tijekom fermentacije te nije pronaden u kona¢nom vinu.
Linalool oksid je terpen detektiran samo u uzorku groZda, ali nakon dodatka kvasaca doslo je
do nastanka linaloola ¢ija se koncentracija povecavala tijekom fermentacije do 5,99 pg/L.
Medutim, nakon zavrSene fermentacije, koncentracija linaloola je bila znatno niza, 2,68 pg/L.
Hotrienol, trans-pinokarveol, vitispiran 1 -jonon su jedini detektirani u svim uzorcima.
Gledaju¢i ukupnu koncentraciju terpena, ona je najvisa u uzorku grozda (159,86 pg/L), a
najniza u uzorku mosta nakon 48 h fermentacije (42,53 pg/L). Tijekom burne fermentacije
njihova ukupna koncentracija se povecala na 72,22 ng/L, ali u kona¢nom vinu je izmjereno

45,92 pg/L.

Tablica 6 prikazuje 16 identificiranih estera: etil-heksanoat, dietil-sukcinat, etil-oktanoat,
fenetil-acetat, etil-dekanoat, etil-laurat, izopropil laurat, metil-dihidrojasmonat, heksil-salicilat,
izopropil miristat, diizobutil-ftalat, dibutil-ftalat, etil-palmitat, etil-linoleat, etil-oleat i etil-
stearat. Uzorak grozda sadrzi najnizu ukupnu koncentraciju estera (41,45 pg/L), koja se
znaCajno povisila tijekom burne fermentacije (2032,31 pg/L) jer je dosSlo do poviSenja
koncentracija gotovo svih navedenih estera. Nakon zavrSene fermentacije, dobiveno vino

sadrzavalo je 1889,67 pg/L ukupnih estera. Iz rezultata je vidljivo da esteri nastaju tijekom
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fermentacije radom kvasaca. Etil-dekanoat je imao najve¢u koncentraciju u uzorku vina
(1103,39 pg/L). Koncentracije estera su se razlikovale medu uzorcima s obzirom na vrijeme
fermentacije. Esteri detektirani u svim uzorcima su: dietil-sukcinat, etil-oktanoat, metil-
dihidrojasmonat, heksil-salicilat, izopropil miristat, diizobutil-ftalat, dibutil-ftalat 1 etil-
palmitat. Esteri su najve¢im dijelom zasluzni za voénu aromu vina (etil-heksanoat, dietil-
sukcinat, etil-oktanoat, etil-dekanoat), zatim za cvjetnu (fenetil-acetat, metil-dihidrojasmonat,
heksil-salicilat) i masnu (etil-laurat, etil-palmitat, etil-linoleat, etil-oleat 1 etil-stearat) aromu.

Slab miris imaju izopropil laurat, izopropil miristat 1 diizobutil-ftalat.

Svi spojevi arome podijeljeni su u 6 skupina s obzirom na glavnu mirisnu notu kojom pridonose
ukupnom aromatskom profilu vina, i to na spojeve koji imaju: masnu notu, voénu notu, biljnu
notu, cvjetnu notu te skupina ostalih nota (sumpor, ocat, badem, bez mirisa). Promjene u
aromatskom profilu prema ukupnoj koncentraciji pojedine skupine prikazane su grafickim
prikazima na Slikama 7-12. Slika 7 prikazuje ukupnu koncentraciju skupina spojeva koji
doprinose masnoj noti u Sest analiziranih uzoraka. Vidljivo je da uzorak vina ima najvise
koncentracije spojeva (720,7 ng/L) koji doprinose mirisu na mast (uglavnom masne kiseline),
slijedi uzorak mosta nakon 96 h fermentacije (487,7 ng/L), a najmanju koncentraciju spojeva s
masnom notom sadrzi uzork mosta nakon 48 h (52,1 pg/L). Slika 8 prikazuje ukupnu
koncentraciju spojeva koji doprinose mirisu na voc¢e. Najvisa koncentracija izmjerena je u
uzorku vina (3806,6 pg/L), a najniZa u uzorku mosta kojemu je dodan kvasac (68,4 pg/L). Na
Slici 9 su prikazane ukupne koncentracije aromatskih spojeva koji doprinose biljnom mirisu.
Najvisa koncentracija izmjerena je u uzorku mosta nakon 48 h fermentacije (481,8 pg/L),
pracene uzorcima mosta s dodatkom kvasca i nakon 24 h fermentacije, dok je najniZa izmjerena
u vinu (131,0 pg/L). Slika 10 prikazuje ukupnu koncentraciju spojeva koji doprinose citrusnoj
noti. Najniza koncentracija zabiljeZena je u uzorku mosta nakon dodatka kvasca (6,8 pg/L), a
najvisa u uzorku vina (40,1 pg/L). Ukupne koncentracije spojeva koji doprinose mirisu na
cvijece prikazani su na Slici 11. NajviSa koncentracija je izmjerena u uzorku vina (1517,9 pg/L),
a najniza u uzorku mosta s dodatkom kvasca (49,5 ng/L). Slika 12 prikazuje zastupljenost
ostalih nota ¢ije su koncentracije najvise u vinu (1405,7 pg/L), a najnize u mostu nakon 24 h
fermentacije (9,1 pg/L). 1z ovih rezultata je vidljivo da se aromatski profila moSta znacajno
mijenja tijekom alkoholne fermentacije, posebice tijekom burne fermentacije, pri ¢emu se
formira aroma vina. Izuzetak su bili spojevi koji doprinose biljnoj noti, ¢ija se ukupna
koncentracija snizila nakon fermentacije, $to se podudara sa snizenjem koncentracija aldehida,

ketona te pojedinih terpena koji spadaju u tu skupinu.
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Na osnovu rezultata dobivenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

e Proces fermentacije ima znacajan utjecaj na tvari boje i tvari arome vina Cabernet
Sauvignon.

e U uzorcima je izmjerena visoka koncentracija polifenola Sto je karakteristika crnih vina,
a njihov sadrzaj se nakon procesa fermentacije povecao.

e Koncentracije flavonoida su tijekom procesa fermentacije znatno smanjene u odnosu na
pocetnu vrijednost u uzorku grozda.

e ZabiljeZen je 1 znaCajan porast koncentracije antocijana iz ¢ega mozemo zakljuciti da
tijekom procesa fermentacije dolazi do povecanja njihove stabilnosti ili oslobadanja iz
bezbojnih polimera u slobodne obojane pigmente.

e Povecanje koncentracije antocijana popraceno je smanjenjem udjela polimerne boje.

e Tijekom procesa fermentacije doslo je do poveéanja antioksidacijske aktivnosti u svim
uzorcima koristenjem cetiri razli¢ite metode: DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC.

e Povecanje antioksidacijske aktivnosti rezultat je poviSenja koncentracija polifenolnih
spojeva.

e ZabiljeZeno je znatno povecanje koncentracije superoksid dismutaze tijekom procesa
fermentacije.

e U analiziranim uzorcima su aromatski spojevi podijeljeni na glavne skupine: kiseline,
alkohole, estere, terpene, aldehide i ketone.

e Aromatski profil vina prikazan je 1 prema glavnim mirisnim notama, po kojima se svi
spojevi svrstavaju u skupine s masnom, voénom, biljnom, citrusnom, cvjetnom i ostalim
notama (ocat, sumpor, badem 1 slab miris).

e Tijekom procesa fermentacije dolazi do poveanja sadrzaja ukupnih kiselina u
uzorcima. Najvise koncentracije su izmjerene po zavrsetku fermentacije.

e Tijekom procesa fermentacije dolazi do povecanja koncentracije alkohola u uzorcima.

e U odnosu na 5 aromatskih skupina pronadenih u uzorcima, alkoholi su imali najviSu
ukupnu koncentraciju.

e Aldehidi 1 ketoni su najbrojnija skupina spojeva arome identificirana u uzorcima.

e Koncentracije ukupnih aldehida i ketona se tijekom alkoholne fermentacije mijenjaju,
a nakon fermentacije 1 sniZzavaju te vino ima nizu koncentraciju ovih spojeva od
pocetnog mosta.

e Koncentracija ukupnih terpena je prije fermentacije i dodatka kvasca najviSa, a

procesom fermentacije se snizila.
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Koncentracija ukupnih estera se tijekom fermentacije znatno povisila. Esteri nastaju
tijekom fermentacije radom kvasaca.
Biljna aromatska nota je bila najizraZenija tijekom fermentacije, a nakon zavrSene
fermentacije znacajno je reducirana.
Ukupna koncentracija aromatskih spojeva koji doprinose mirisu na mast, na voce, na
citruse, na cvijee, na ocat, sumpor je najviSa u uzorku vina nakon zavrSene

fermentacije.
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