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Sazetak

Diplomskog rada studenta Marka Radeke, naslova

Primjena bentonita u proizvodnji vina "Malvazija istarska”

U vinogradarsko-vinskoj proizvodnji u posljednje vrijeme sve je ¢es¢i problemi pojava visokih
temperatura posebice u periodu dozrijevanja koje mogu utjecati na intenzivniju sintezu
proteina u grozdu. Time se naru$ava kvaliteta vina u boci zbog pojave taloga i mutnoce kao
rezultat denaturacije nestabilnih oblika proteina.

Stoga je cilj ovoga rada bio utvrditi utjecaj primjene bistrila, bentonita na bazi natrija u
koncentracijama od 50 i 100 g/hl u razli¢itim terminima aplikacije, odnosno izravhom
aplikacijom u most te u 2/3 fermentacije zbog pretpostavke da ce razli¢ite koli¢ine bentonita
aplicirane u dva razli¢ita termina utjecati na osnovni fizikalno-kemijski sastav, koncentracije
ukupnih proteina te proteinsku stabilnost vina. Istrazivanje iji su rezultati pokazali znacajne
razlike u intenzitetu, tonalitetu i pigmentu boje, ukupnom sadrzaju fenola i proteina te
proteinskoj stabilnosti u odnosu na kontrolni uzorak ne tretiran bentonitom provedena su na
sorti ‘Malvazija istarska’ iz vinograda na podrucju Radeki polja.

Kljucne rijeci: talog, mutnoca, proteinska stabilnost, bentonit, Malvazija istarska



Summary

Of the master’s thesis — student Marko Radeka, entitled

Bentonite application in the production of Malvazija istarska wine

In viticulture and wine production high temperatures have recently become the most
common problem especially during the ripening period which can often have an effect on
intensive protein accumulation in grapes. This impairs the wine quality inside the bottle due
to the appearance of percipitate and turbidity as a result of denaturation of unstable forms of
protein.

Therefore, the aim of this study was to determine the effect of betonite, sodium-based clay,
in concentrations of 50 and 100 g/hl during different application periods that were applied
directly to the must and at 2/3 of the fermentation with the assumption that different
amounts of bentonite will have different impact on physico-chemical composition, total
proteins concentrations and protein stability. The research results showed significant
differences considering intensity, tonality, pigment color, total phenol and protein content
and protein stability in relation to the control sample where bentonite application was
omitted. The research was conducted on the Malvazija istarska variety within vineyards in
Radeki polje.

Keywords: percipitate, wine turbidity, protein stability, bentonite, Malvazija istarska



1. Uvod

"Malvazija istarska” najzastupljenija je bijela sorta na podrucju Istre, a takoder i sorta
oko koje istarski vinari ulaZzu i najvise truda. Rije€ je o sorti koja je posljednjih desetak
godina probila lokalne okvire, obiljeZila vinarsku scenu cijele Hrvatske te je jedna od
najsnaznijih izvoznih aduta.

No, kako se u vinogradarsko-vinarskoj proizvodnji kao sve cesci problem javljaju
visoke temperature ni Hrvatska Istra nije iznimka medu vinogradarskim podregijama u
Hrvatskoj. Visoke temperature u periodu dozrijevanja mogu utjecati na intenzivniju sintezu
proteina u grozdu uslijed ¢ega kvaliteta vina moze biti znacajno naruSena. Prisutnost
bjelancevina moZe dovesti do nestabilnosti vina koja se ocituje kroz zamucenje i pojavu
taloga kao rezultat denaturacije nestabilnih oblika proteina.

Do stvaranja zamucenja i sedimenta u vinu naj¢es¢e dolazi prilikom loSih uvjeta
skladistenja vina koje je veé¢ napunjeno i nalazi se u bocama. Jedan od tih uvjeta je
temperatura. Prilikom visokih temperatura proteini se taloze i uzrokuju zamucenje bas kao
i kada su temperature preniske pa dolazi do stvaranja kristala kalijevog bitartarata. Tim
pojavama negativno se utjece na potrosace prilikom izbora butelja stoga vinari kako bi to
izbjegli posezu za raznim enoloskim sredstvima kako bi stabilizirali vino sprijecivsi pojavu
zamucenja. Stoga se moze zakljuciti da je stabilizacija proteina vazna tehnoloska operacija
u proizvodnji vina te ima direktan utjecaj na kakvocéu gotovog proizvoda.

Proteini su, u pravilu, pozitivno nabijene molekule, medutim njihov naboj ovisi o
izoelektricnoj tocki i pH vrijednosti mosta ili vina. Proteini s izoelektricnom tockom
vrijednosti viSom od pH mosta ili vina nose pozitivni naboj i reagiraju sa sredstvom za
bistrenje negativnoga naboja, kao Sto je bentonit (Blade i sur., 1988). Dokazano je
postojanje vise frakcija proteina vina, a izoelektri¢na tocka tih frakcija kreée se u rasponu
3,1 — 9,2 (Achaerandio i sur., 2001), dok se izoelektri¢na tocka tih frakcija u vinima
Malvazija istarska krece u rasponu 2,5 — 8,7 (Blade i sur., 1988).

Jednom kada se bentonit pripremi on ima oblik kase. Nakon $to se pomijesa s vinom
dolazi do flokulacije i sedimentacije te formiranja kompaktnog taloga koji se nakon
odredenog vremena odvaja pretakanjem. Taj proces veoma je jednostavan, ali ima
nekoliko nedostataka. Bentonit nije specifican samo za proteine, ve¢ na sebe veZe i druge
molekule pozitivhoga naboja. Velike kolicine dodanoga bentonita mogu utjecati na
senzorska svojstva vina, mirisne i okusne komponente (Ribéreau-Gayon i sur., 2000) te
dolazi do gubitka volumena vina od 3 do 10%.



1.1. Ciljrada

Zbog pretpostavke da ¢e razlicite koli¢ine bentonita aplicirane u dva razli¢ita termina
utjecati na osnovni fizikalno-kemijski sastav, koncentraciju ukupnih proteina te proteinsku
stabilnost vina "Malvazija istarska’, cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj primjene bentonita u
razli¢itim koncentracijama te u razli¢itim terminima aplikacije na osnovni fizikalno kemijski
sastav te na ukupnu proteinsku stabilnost "Malvazije istarske’.



2. Pregled literature

2.1 Bistrenje vina

Bistrenje vina jedan je od niza postupaka stabilizacije i pripreme vina za punjenje u boce.
Vedini potrosaca prilikom odabira butelja bistroca je izrazito bitan faktor osobito kada je rijec
o bijelim vinima. Zamudéenje u bijelom vinu lako je uocljivo, vizualno je nepozZeljno te se
percipira kao mana. Do njegove pojave moze doci uslijed neprikladnih uvjeta skladistenja i
transporta, stoga je pojavu zamucenja nuzno sprijeciti jer predstavlja veliku prepreku prilikom
stavljanja vina na trziste (Pocock i sur., 2011). Uobicajeni razlozi pojave zamucenja i taloga su
naruSavanje mikrobioloske, tartaratne i proteinske stabilnosti (Ribéreau-Gayon i sur., 2000)

Zadovoljavajuéa bistroéa vina ovisi o jacini proteinske stabilnosti vina, pa ¢e tako vino s
jatom odnosno ve¢om stabilno$cu proteina biti aromatski i vizualno poZeljno izbalansirano, za
razliku od vina Cija je proteinska stabilnost slabija ili niza (Koch i sur, 2008). Da bi vino zadobilo
odgovarajucu bistroéu spontano, bez upotrebe razlicitih enoloskih sredstava, taj bi proces bio
suviSe spor. Zato danas postoje razlicita sredstva organskog ili anorganskog podrijetla koja taj
proces ubrzavaju. Vrlo je vazno da sredstva koja se koriste u postizanju zadovoljavajuée
stabilnosti proteina u vinu budu sukladne svim navedenim uvjetima Zakona o vinu i
pripadajuéim pravilnicima. Isto tako, u procesu spontanog bistrenja vina, osim Sto je ono
dugotrajno takoder zbog promjena u kemijskoj ravnotezi gotovo se nikad ne dovrsi u
potpunosti (Herjavec, 2019).

Bistrenje se obavlja nakon prvog pretakanja vina, $to ovisi o vrsti posuda u kojem se vino
¢uva te o malolakti¢noj fermentaciji i pH vrijednosti vina (Weiss, 1985). Bistrenje je vazno
provesti najkasnije do oZujka, prije toplijih mjeseci. To se posebno odnosi na vina koja se
cuvaju u inoks spremnicima u kojima vino, za razliku od drvenih, sporo dozrijeva, te ako je
stabilnost vina slaba moZe dovesti do ponovnog zamudéenja (Herjavec, 2019).

Svrha bistrenja je dodatkom bistrila istaloZiti iz vina sve Cestice mutnoce, ali i sastojke koji
tijekom dozrijevanja mogu prouzrociti ponovno zamucenje vina. Navedene Cestice mutnoce
odnose se i na proteine (Boulton i sur., 1980), ¢ija stabilnost ovisi o samom porijeklu proteina
kao i kemijskom sastavu. Sarmento i sur. (2001) su utvrdili da na profil proteina i njihovu
stabilnost u bijelim vinima utjeée sorta grozda, nacin uzgoja, podrucje uzgoja i metode
vinifikacije.



Slika 1. Prikaz vina prije i poslije bistrenja

Stabilnost i bistroéa vina mogu se postiéi tijekom dugog perioda odleZavanja u bacvama
ili odgovaraju¢im posudama uz primjenu odgovarajuéih enoloskih postupaka kao Sto su
sumporenje i pretakanje, ali je taj proces izrazito spor. Postizanje proteinske stabilnosti
znatno se brze moZe posti¢i primjenom postupaka ultrafiltracije, pasterizacije i bistrenja
bentonitom. Klasi¢cnom filtracijom i centrifugiranjem iz vina se uklanjaju ¢estice mutnoce, ali
se vino ne stabilizira. Tako moZe do¢i do naknadnog nastajanja i taloZenja Cestica mutnoce.
Ultrafiltracijom se uklanjaju termolabilni proteini na principu veli¢ine pora od 103 do 10 nm.
Medutim, postupak ultrafiltracije pokazao je odredene nedostatke jer je osim proteina
uklonioidruge spojeve velike molekulske mase poput polisaharida koji doprinose kvaliteti vina
(Herjavec, 2019).

Kao najucinkovitiji postupak postizanja proteinske stabilnosti odnosno sprjec¢avanja
zamucenja vina pokazala se primjena bentonita. Bentonit se primjenjuje u mostu i vinu gdje
zbog velike modi adsorpcije na sebe veze pozitivno nabijene ¢estice mutnoce. Pri tome dolazi
do flokulacije i sedimentacije te formiranja kompaktnog taloga koji se nakon odredenog
vremena odvaja pretakanjem (De Bruijn i sur., 2009). No, kako je bentonit vrlo agresivno
bistrilo jer nije strogo selektivan, uz pozitivno nabijene cestice moze ukloniti i druge
komponente vina kao $to su aminokiseline, tvari boje te aromatske spojeve. Stoga se ne smije
primjenjivati istodobno s dodatkom enzimskih preparata jer ée ih inaktivirati.

2.2 Proteinska stabilnost vina

Stabilno je svako vino koje u boci ili nekoj drugoj posudi, unatoc razlicitim uvjetima ¢uvanja
i vremenu ¢uvanja ostaje nepromijenjeno s obzirom na bistroéu, boju, miris i okus. Stabilnost
vina odnosno bistroc¢a ovisi o topljivosti razli¢itih tvari u istom. Koloidne skupine vrlo sitnih
Cestica tvari koje se u vinu sporo taloZe, a uzrokuju zamucenje vina jesu proteini, neki fenoli,
teski metaliidr. (Zorici¢, 2013). No, kao glavni uzrok nestabilnosti vina ipak se navode proteini
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odnosno bjelancevine. Hoce li se navedene Cestice otopiti ovisi o njihovim karakteristikama,
ali i o samoj osjetljivosti vina. Primjerice, proteini su vrlo osjetljivi na temperaturu. Takvi
termolabilni proteini vina vrlo su nestabilni i kao takvi uzrokuju zamuéenje u mladim vinima
uslijed promjene temperaturnih uvjeta (Herjavec, 2019).

Koja ¢e koli¢ina proteina biti u samom grozdu ovisi o vremenskim uvjetima za vrijeme
dozrijevanja. Ako su u periodu dozrijevanja vremenski uvjeti bili suhi i topli, tada ¢e u grozdu
biti veéa koli¢ina proteina. Suprotno navedenom, ako su vremenski uvjeti bili hladniji uz
odsustvo sunca s poveéanom vlagom, tada ¢e koncentracija proteina u grozdu biti smanjena
(Siebert i sur., 1996). Navedenu proteinsku stabilnost vina potrebno je ispitati prije nego li se
mlado vino pretoci u boce. Postoji vise moguénosti utvrdivanja proteinske stabilnosti vina kao
$to su: test zagrijavanjem, test s kemijskom denaturacijom i test topljivosti u alkoholu. Ako se
pokaze da vino ima neodgovarajucu stabilizaciju, tada prolazi kroz proces postizanja
stabilnosti proteina odnosno kroz stabilizaciju.

2.3 Utvrdivanje proteinske stabilnosti vina

Postoje razliciti postupci kojima se moze utvrditi stabilnost proteina u vinu. Najéesce su ti
postupci jednostavni, jeftini, brzi i predvidaju kakva je stabilnost vina i kakva ¢e ta stabilnost
ostati nakon pretakanja istog. Medutim, ti testovi nekad nisu apsolutno tocni jer zamudéenje
ne dolazi iskljucivo utjecajem proteina veé kompleksom proteina, fenola i polisaharida. Dakle,
zamucenje nije posljedica samo termolabilnih proteina nego i stvaranja netopljivih veza tanina
i proteina. Smatra se da je otprilike polovina proteina vezana za fenole koji potom stvaraju veé
spomenuto zamucdenje (Zoecklein, 2005).

Kao najkoristeniji test medu vinarima navodi se test zagrijavanjem. Predikcija stabilnosti
proteina u vinu u testu zagrijavanjem ovisi o visini temperature kao i o vremenskom periodu
u kojem je vino izloZeno odredenoj temperaturi. Primjerice, ako uzorak vina izloZzen na 40 °C
u vremenskom periodu od 24h, tada je istalozeno tek 40% proteina, dok na temperaturi od
+60 °CistaloZenost proteina iznosi 95-100%. Neki vinari nakon samog testa zagrijavanjem, vino
podvrgavaju i hladenju. Berg i Akiyoshi (1971.) predlazu uzorak ostaviti 4 dana na temperaturi
od +49 °C, a nakon zagrijavanja isti uzorak odmah izloZiti temperaturi od -5 °C na 24h kako bi
se ohladio. S druge strane, Ribéreau-Gayon i Peynaud (1961.) smatraju da se izlaganjem
uzorka vina na +80 °C u vremenskom periodu od 10 minuta moze veé utvrditi stabilnost vina.
Nadalje, vino je stabilno ako se u neposrednom procesu hladenja ne pojavi zamuéenje
(Mesquita i sur., 2001). Kao test za utvrdivanje stabilnosti proteina u vinu, moZze se koristi i
test s kemijskom denaturacijom. Kako i samo ime kaze, u uzorak se unosi odredena luzina ili
kiselina poput etanola, amonijevog sulfata, trikloroctena kiselina, fosfomolibdenska kiselina i
dr. koje poti¢u denaturaciju proteina i taloZenje razorenih proteina iz koji se potom is¢itava
stabilnost proteina u vinu (Zoecklein, 1991).



2.4 Proteini

Proteini su dusicni spojevi koji u vino dolaze iz groZzda te odumiranjem i razgradnjom
stanica kvasaca pod kraj alkoholne fermentacije uslijed autolize njegovih stanica. Takvi
proteini poznati su kao manoproteini i oni mogu biti u interakciji sa spojevima arome i tako
utjecati na profil aroma konacnog proizvoda (Chalier i sur., 2007).

Sinteza proteina u bobicama pocinje ubrzo nakon Sare paralelno s nakupljanjem Secera, a
najvecu razinu dostiZze u doba berbe. Obic¢no grozde iz toplijeg i suseg klimata ima vedi sadrzaj
proteina, stoga je veca koncentracija proteina i ukupnog dusika povezana s manje vlage u
vinogradu (Herjavec, 2019). GroZde sadrzi proteine osjetljive i neosjetljive na toplinu, a
njihova koli¢ina varira od 100 do 800 mg/L. Prelaskom mosta u vino, alkoholnom
fermentacijom, njihova se koli¢ina smanjuje jer se taloZe uslijed denaturacije s alkoholom i
vezanjem s taninima u vinu ¢ime dolazi do promjena u njihovom profilu koji se na kraju
proizvodnje znatno razlikuje od pocetnog profila iz grozda (Ferreira i sur., 2002).

Topivost proteina vina bitno ovisi o temperaturi, koncentraciji alkohola i pH vrijednosti.
Stoga govorimo o termolabilnim proteinima. Promjena u bilo kojem od tih parametara mogu
dovesti do nestabilnosti odnosno taloZenja proteina u vinu koja se ocituju kao zamudéenje
(Herjavec, 2019). Proteini koji najvise doprinose proteinskoj nestabilnosti pripadaju
skupinama hitinaza, taumatinu sli¢nih proteina (TL proteini) te B-glukanazama koji se i u
malim koncentracijama mogu taloziti i stvarati zamucenje. Zbog toga je stabilizacija proteina
vazna tehnoloska operacija u proizvodnji vina te ima direktan utjecaj na kakvo¢u gotovoga
proizvoda (Hsu i sur., 1987).

Takvi proteinaimaju kompaktnu globularnu strukturu, malu molekulsku masu do 35 kDa,
imaju pozitivan naboj pri pH vrijednosti vina i otporni su na uvjete niskog pH u mostu i vinu
(Waters i sur., 2005). Zbog otpornosti na proteolizu i kisele pH uvjete smatra ih se stabilnima
tijekom vinifikacije, ali u uvjetima viSe temperature mogu denaturirati i stvoriti agregate koji
rasprsuju svjetlost ¢ime vino ¢ine mutnim (Van Sluyter i sur., 2015).

Proteini povezani sa stvaranjem zamucdenja identificiraju se jos i kao proteini za koje se
povijesno smatralo da su proteini povezani s patogenezom grozda (PR) jer neki autori tvrde
kako je njihova pojacana proizvodnja dodatno inducirana situacijama patoloske naravi u
kojima ih loza proizvodi za svoju obranu (Pocock i sur., 2000).

Stabilni proteini iz kvasca i grozda kao Sto su glikoproteini, invertaze te manoproteini velike
molekulske mase s druge strane mogu utjecati na kvalitetu vina djelujuci zastitno na potencijal
zamucenja vina pri viSim temperaturama. Shodno tome, mozemo zakljuciti da potencijal
zamucenja ovisi o sastavu proteina odnosno omjeru nestabilnih i stabilnih proteina (Vincenzi
isur.,, 2011).



2.4.1. Mehanizam stvaranja proteinskog zamucenja u vinima

Mehanizmi povezani sa stvaranjem zamucenja u vinima nisu joS dovoljno dobro
istraZzeni. Obi¢no se navodi kao proces koji se odvija u tri faze. U prvoj fazi, stvaranje zamucenja
ukljucuje odmatanje strukture nestabilnih proteina kao odgovor na podraZaje poput povisene
temperature tijekom skladistenja, prilikom cega se otkrivaju hidrofobna mjesta vezanja
dostupna za interakcije koja se obi¢no nalaze unutar jezgre proteina.

Smatra se da nestabilni TL proteini u svojoj strukturi imaju izrazenu petlju stabiliziranu
disulfidnom vezom koja ako se destabilizira toplinom moZe otkriti susjedno proteinsko
podrucje (Waters i sur., 1995). U termolabilnim proteinima susjedno podrucje koje postaje
izloZzeno na redukciju disulfinih veza smjeStenih u izrazenoj petlji je hidrofobno. Djelovanjem
uvjeta pogodnih za reduciranje tih veza poput topline u prisustvu sulfita dolazi do interakcije
s hidrofobnom petljom ¢ime dolazi do agregacije. Suprotno tome, stabilni taumatinu sli¢ni
proteini ne taloZe se zbog hidrofilne prirode izloZenih podrucja koja nisu povoljna za agregaciju
te se uslijed hladenja ponovo namataju u pocetni prirodni oblik (Van Sluyter i sur., 201.).

U drugoj fazi stvaranja zamucéenja nestabilni se proteini nakon odmatanja i otkrivanja
hidrofobnih podrucja pocinju samoagregirati hidrofobnim interakcijama. U ovoj fazi vinske
komponente mogu modificirati ionsku snagu otopine jer soli i sulfati mogu pogodovati
vezivanju odmotanih proteina koji dalje poti¢u njihovu agregaciju sto je posebno slucaj kod
TL proteina (Marangon i sur., 2011).

U trecoj i posljednjoj fazi agregacije, proteinski agregati postupno postaju unakrsno
povezani djelovanjem sulfata i polifenola koji rastu u sve veée agregate dok ne dosegnu
veli¢inu koja ih ¢ini vidljivim golim okom (> 1 um) nakon ¢ega dolazi do njihove agregacije i
taloZenja. Prisutnost sulfata i soli takoder moZe neutralizirati proteinsku mrezu naboja i
smanjiti prirodnu elektrostatsku odbojnost izmedu sliéno nabijenih proteina, medutim
vjerojatnije je da polifenoli putem hidrofobnih interakcija unakrsno povezuju agregate
proteina.



B) Stable proteins (TLP)
in unfolded state

D) Protein

A)PR-Proteins
aggregation

in native state

E) Size increase

Temporary exposure of
hydrophobic binding sites

Q0 oin
&/;_'r - linking
"g Sulfate,
K salts, metals,
J phenalics,...
Soluble proteins C) Unstable chitinases - Aggregates Large aggregates
Clear wine and TLPs in @ growth (> 1um) - Hazy wine
unfolded state .@}
Hydrophobic binding sites
exposed - protein destabilised
Step 1 Step 2 Step 3
Protein Unfolding/Refolding Protein self-aggregation Aggregates cross-linking

Slika 2. Prikaz mehanizma razmatanja i agregiranja termolabilnih proteina u vinu (Van
Sluyter i sur., 2015)



2.5. Bentonit

Bentonit se smatra jednim od najucinkovitijih i najées¢e koristenih sredstava u svrhu
sprjeavanja pojave zamucenja koja se javlja kao posljedica proteinske nestabilnosti vina.
Medutim, nisu svi bentoniti prikladni za upotrebu u vinarstvu. Neki nemaju dovoljnu
sposobnost adsorpcije dok neki zbog grube strukture u vinu mogu ostaviti nepoZeljni
aftertaste (Ribéreau-Gayon i sur. 2000). Bentoniti namijenjeni za vinarstvo u prodaju dolaze u
obliku praha i granula kao natrijev i kalcijev bentonit te kao kombinirani bentonit pod
trgovackim nazivima kao Pentagel, Bistrina, Klarol i sl.

Bentonit je prirodna glina ili alumosilikat koji se milijunima godina taloZio u Sirokim
slojevima da bi vremenom presSao iz krhkog staklastog stanja u mineralno. Uglavnom je
sastavljen od minerala montmorilonita. Montmorilonit je laminarne strukture koju cine
zasebni tetraedarski i oktaedarski slojevi u omjeru 2:1. U praksi to znaci da se struktura
montmorilonita sastoji od dva sloja atoma silicija (Si) vezanih za kisik (O) izmedu kojih se nalazi
jedan sloj atoma aluminija (Al) koji je takoder vezan za kisik. Slojevi su poredani u prilicno
pravilnom uzorku te se izmedu dva tetraedarska nalazi jedan oktaedarski sloj Sto mu daje
iznimna koloidna svojstva. Kakvo ¢e biti svojstvo povrsine minerala gline ovisi o kemijskom
sastavu, povrsSinskim atomima, koli¢ini i vrsti naboja te vrsti izmjenjivih kationa Lambri i sur.,
2016).
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Slika 3. Prikaz laminarne strukture montmorilonita
(https://winescience.org/wine cellar/bentonite-disadvantages/ - pristupljeno
20.05.2021)
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Hidrofobnost i hidrofilnost povrsine pod utjecajem su atoma metala vezanih na kisik. Kada
nema izomorfne supstitucije, Si-O veze prevladavaju u tetraedarskom sloju, a Al-O veze u
oktaedarskom sloju i povrsina je hidrofobna. Kad u tetraedrima dolazi do supstitucije Si**
trovalentnim kationima, odnosno u oktaedrima do supstitucije AI** dvovalentnim kationima,
povrsina postaje hidrofilna. Negativan naboj koji preostaje nakon takvih supstitucija
uravnotezen je prisutnim izmjenjivim kationima (npr. Na*, Ca?*, Mg?* i K* ) u prostoru izmedu
slojeva i na vanjskim povrSinama Cestica gline odnosno bentonita koji se mogu otpustati u
medij kao Sto je vino (Lambri i sur., 2015).

Molekule vode koje se okupljaju oko izmjenjivih kationa povezuju se s bentonitom,
vodikovim vezama, dipolnim privlatenjem i Van der Waalsovim silama ¢ime utjeCu na
proSirenje prostora izmedu slojeva lamelarne strukture bentonita i njegovog svojstva
bubrenja, modelirajudiinterkalaciju vode u unutarnje slojeve (Catarino i sur., 2008). Ekspanzija
ili bubrenje ovise o prisutnim kationima, ionskoj jakosti medija i drugim ¢imbenicima.
Molekule vode se negativnim dijelom dipola okreéu prema kationu i pritom oslabljuju
elektrostatske interakcije s nabijenim slojem ¢ime se povecava razdvajanje izmedu dva sloja,
tako se kationi s povrSine mogu zamijeniti s kationima u okolnom mediju (Bergaya i sur., 2012).

Hassan i Abdel-Khalek (1998) godine bentonit su prema mogucnostima bubrenja podijelili
na dva tipa, a to su: prirodni kalcijev i prirodni natrijev. Kalcijev bentonit zbog viSeg sadrzaja
Ca?*/Na* kationa ima niZi kapacitet bubrenja u vodi stoga je jo$ poznat i kao ne bubreéa glina.
S druge strane, natrijev bentonit zbog videg sadrzaja Na* /Ca?* kationa jace bubri i ¢e$¢e mu
dolazi do raspada strukture jer se u prostor izmedu slojeva lamelarne strukture bentonita
tijekom namakanja u vodi u prisutnosti natrijevih kationa moZze umetnuti veéi broj molekula
vode nego u prisustvu kalcijevih kationa. Kako bi se postigla Sto bolja svojstva bubrenja i
poboljsala adsorpcija proteina iz vina pomoc¢u bentonita na bazi kalcija ¢esto se provodi
aktivacija ionima natrija (natrijev karbonat) ¢ime se izvorni kalcijevi kationi izmjenjuju
natrijevim katonima. Vlazna bentonitna suspenzija zagrijava se na 80 °C u prisutnosti Na,COs3
pri ¢emu se Ca?* ioni taloZe u obliku CaCOs te se dio meduslojnih i povrsinskih Ca?* zamjenjuje
s Na* ionima (Catarino i sur., 2008). Ovakav proces naziva se mineralna aktivacija, a bentoniti
su nakon aktivacije poznati kao aktivirani bentoniti.

Do razlike u bubrenju moze doci i zbog tvrdoée vodovodne (tvrde) i destilirane (meke)
vode odnosno moze doéi do zamjene Na* kationa iz bentonita s Ca?* katonima iz tvrde vode
¢ime se pojacavaju veze medu lamelama bentonita odnosno smanjuje se njegovo Sirenje
(bubrenje) (Kawatra, 2003) Sto ima za posljedicu manju sposobnost vezivanja proteina, vecu
potrebnu dozu i manje taloga (Plavsa i sur., 2011).

Preporuéene koli¢ine bentonita za bistrenje mosta i vina kre¢u se u Sirokom rasponu od
30 do 200 g/hL, ovisno o vrsti preparata. lako mnogi vinari empirijski primjenjuju jednake
koli¢ine bentonita, svake godine obavezno treba probom na malo utvrditi koli¢inu potrebnu
za bistrenje jer sastav grozda odnosno mosta i vina variraju ovisno o godini. U susnim
godinama grozde sadrzi vise termolabilnih proteina te se za postizanje proteinske stabilnosti
vina koristi veca koli¢ina ovog bistrila (Herjavec, 2019).
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2.5.1 Utjecaj bentonita na proteine u mostu i vinu

Kao $to je ve¢ navedeno, za postizanje proteinske stabilnosti u proizvodniji bijelih vina
gotovo se uvijek koristi bentonit. Kapacitet vezanja proteina na povrsinu bentonita ogranicen
je ucinkom fizikalnih svojstava bentonita odnosno gusto¢om njegovog naboja po jedinici
povrsine, indeksom bubrenja te njegovom specificnom povrSinom, pH vrijednosti vina,
temperaturi te sadrZaja volumnog udjela etanola u vinu (Lambri i sur., 2016).

Do adsorpcije proteina dolazi kao posljedica kationske izmjenjivacke sposobnosti koju
posjeduje ova glina. Noseci negativni naboj u odnosu na pH vina, bentonit elektrostaticki
djeluje s pozitivno nabijenim vinskim proteinima stvarajudi njihovu flokulaciju. Odnos izmedu
pH vina i izoelektri¢ne tocke proteina upravlja kationskom prirodom proteina u vinu i time
njihovom tendencijom da se elektrostatski adsorbiraju pomocu negativno nabijene povrsine
bentonita. Znaci da su proteini Cija je izoelektri¢ana tocka visa od pH vina pozitivno nabijeni te
da se mogu adsorbirati zamjenom s kationima na povrsini bentonita (Boulton i sur., 1996).
Medutim, bentonit nije jednako ucinkovit u uklanjanju svih proteina iz vina. Razna ispitivanja
pokazala su da razlicite proteinske frakcije mogu zahtijevati razli¢ite koncentracije bentonita
kako bi ih se uklonilo (Murphey i sur., 1989).

Dokazano je postojanje viSe frakcija proteina vina, a izoelektri¢na tocka tih frakcija
krece se u rasponu 3,1 —9,2 (Achaerandio i sur., 2001) dok se izoelektri¢na tocka tih frakcija u
vinima "Malvazija istarska” krece u rasponu 2,5 — 8,7 (Blade i sur., 1988) sto je potvrdila i Anelli
(1977) kada je ustanovila da je upravo u uzorku mosta "Malvazije istarske” bilo prisutno 33%
negativno nabijenih proteina zbog izoelektri¢ne tocke nize od pH vrijednosti.

Tablica 1. Zastupljenost proteina u "Malvaziji istarskoj” prema vrijednostima njihovih
izoelektri¢nih tocaka u odnosu na Rizling bijeli (Anelli, 1977).

sorta izoelektricna tocka (pH) udio proteina (%)

2.0 18

2,8 11

3,1 4

Malvazija istarska e -
6,5 13

7;1 5

8,3 9

8,7 10

3,6 19

Bijeli rizling =8 =
6,7 17

77X 11

Povecani adsorpcijski kapacitet bubrenja bentonita vjerojatniji je pri viSim
temperaturama jer kod niZih temperatura dolazi do promjena komformacije proteina.
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Medutim, kako je bentonit vrlo agresivno bistrilo jer nije strogo selektivho osim pozitivho
nabijenih proteina na sebe mozZe vezatii druge komponente vina pozitivhog naboja kao Sto su
aminokiseline, tvari boje te aromatske spojeve ¢ime znadajno moZe utjecati na senzorna
svojstva vina te mirisne i okusne komponente (Ribéreau-Gayon i sur., 2000). Proteini
adsorbirani na bentonit se zajedno s njim taloZe te uklanjaju iz vina (Van Sluyter i sur., 2015).

Kontaktno vrijeme ili vrijeme potrebno za zavrSetak reakcije izmedu dodanog
bentonita i pojedinog vina moze varirati. Ribéreau-Gayon i sur. (2000) navodi kako je
uobicajena praksa ostaviti vino nekoliko dana u kontaktu s bentonitom, medutim neki autori
navode da se ve¢ nakon dvadeset do trideset minuta kontakta s vinom postize maksimalna
adsorpcija proteina na bentonit u labaratorijskim uvjetima, stoga je najsigurnije ucestalo
kontroliranje vina tretiranog bentonitom kako bi se ustanovilo vrijeme zavrsetka reakcije
(Herjavec, 2016).

Kao jedan od znacajnih faktora adsorpcije proteina na bentonit isti¢e se pH vrijednost
vina. Njegova vrijednost moZe utjecati na naboj proteina i u€inkovitost izmjene kationa na
bentonitu. Proteini su najmanje topivi kada pH vrijednost vina odgovara njihovoj izoelektri¢noj
tocki jer im je tada ukupan naboj jednak nuli. Vino ima pH vrijednost koja je blizu izoelektri¢ne
tocke vecine frakcija proteina u njemu. Ipak, vecinu proteina u vinu karakteriziraju vrijednosti
izoelektricne tocke vise od uobicajenog pH vina tako da je njihov ukupan naboj pozitivan
(Zoecklein, 1991). Smatra se da promjena pH vrijednosti u rasponu od 3,0 do 3,6 ima znacajan
utjecaj na proteine srednje i velike molekulske mase tijekom adsorpcije na bentonit (Dordoni
i sur., 2015).

Volumni udio etanola u vinu takoder je jedan od vaznijih faktora adsorpcije proteina
na bentonit. Molekule etanola mogu uzrokovati ja¢e bubrenje bentonita jer mogu zamijeniti
molekule vode izmedu njegovih slojeva ¢ime dolazi do poveéanja broja izmijenjenih kationa.
Povedana izmjena kationa rezultira poviSenjem adsorpcijskog kapaciteta medutim,
razdvajanje slojeva bentonita molekulama etanola ide do odredene granice i moguda je
adsorpcija samo onih proteina koji su dovoljno mali da udu u strukturu bentonita
(Achaerandio i sur., 2001).

Optimalno djelovanje bentonita ukljucuje uklanjanje termolabilinh proteina
odgovornih za zamuéenje. Medutim, mostevi i vina s visokim sadrzajem proteina trebaju
relativno velike koli¢ine bentonita da bi postigli proteinsku stabilnost u usporedbi sa
mostevima i vinima s manje proteina iako veza izmedu potreba za bentonitom i koncentracije
proteina nije strogo linearna (Mesquita i sur., 2001). Ukupan sadrzaj proteina je koristan
podatak, ali ne daje informaciju o riziku pojave zamucéenja. Za to su vazniji podaci o vrsti
proteina i njihovim relativnim koncentracijama (Lambri i sur., 2012).
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Slika 4. Mehanizam djelovanja bentonita na proteine mosta i vina
(https://winescience.org/wine_cellar/bentonite-disadvantages/ - pristupljeno 22.05.2021)

2.5.2. Utjecaj bentonita na aromatske spojeve

Aroma vina je vrlo kompleksno svojstvo koje je rezultat medudjelovanja kemijskih spojeva
u vinu te osjeta mirisa i okusa. Aromu cine aromatski spojevi iz grozda kao i spojevi koji se
formiraju tijekom i/ili nakon alkoholne fermentacije. Do sada je identificirano nekoliko stotina
aromatskih komponenti sa Sirokim rasponom malih koncentracija koje se izrazavaju u mg/L pa
sve do ng/L (Rapp, 1988).

Zbog slabe selektivnosti osim pozitivho nabijenih proteina bentonit moze uzrokovati i
gubitak tvari boje i arome u vinu jer ih adsorbira montmorilonit ili se taloZzenjem vezani na
termolabilne proteine izvlace iz vina, ¢ime se zna¢ajno moze utjecati na senzorna svojstva te
mirisne i okusne komponente vina (Ribéreau-Gayon i sur., 2000).

Da bi se taj gubitak ogranicio, poZeljno je koristiti bentonit Sto manje i sto ucinkovitije.

Toplinskim testom ili bento testom mogu se odrediti potrebne koli¢ine bentonita, medutim
teZe je odrediti najbolje vrijeme upotrebe bentonita tijekom vinifikacije. Trenutak dodavanja
(prije, tijekom ili nakon fermentacije) nije vazan samo za ucinkovitost bentonita ve¢ moze
imati razlicit u€inak na senzorna svojstva vina.
Uz to, bentonit takoder veze dusikove spojeve Sto utjece na koli¢inu prisutne hrane za kvasce.
Smatra se kako je koristenje bentonita u sredini i pred kraj alkoholne fermentacije
najucinkovitije te ujedno ima i najmanji u¢inak na arome vina. Nakon zavrsene alkoholne
fermentacije ili neposredno prije punjenja vina u boce ne preporucuje se njegova upotreba jer
se vino tada tesko moZe oporaviti od gubitka aroma (Herjavec, 2019).
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Idealan trenutak za upotrebu bentonita kao i odabir njegove koli¢ine razlikuje se ovisno o sorti
grozda i tipu vina jer svako grozde i vrsta vina (pjenusavo, bijelo, narancasto) ima jedinstveni
sastav aroma i proteina. Stoga, njegov ucinak na spojeve arome vina bitno ovisi o kemijskim
svojstvima i poCetnim koncentracijama hlapljivih spojeva te koli€ini i vrsti proteina u vinu

(Lambri i sur., 2015).

Slika 5. Prikaz gubitka aromatskih spojevai tvari boje (ljubi¢asti heksagon) vezanjem na
termolabilne proteine i montmorilonit (https://winescience.org/wine cellar/bentonite-
disadvantages/ - pristupljeno 24.05.2021)
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2.6. Malvazija istarska

Malvazija istarska tipi¢na je autohtona sorta istarskog poluotoka. Poznata je i pod nazivima
"Malvazija’, ‘Malvazija bijela’, "Malvasia istriana’, "Malvasia’, ‘Istarska Malvazija’, ’Istrian
Malvasia’, ‘Malvasia d’Istria’, ‘Malvasia bianca” (Maleti¢ i sur., 2015) lako neutvrdenog
porijekla smatra se kako su Malvaziju s grckog poluotoka Peloponeza u Istru donijeli
venecijanski trgovci vinom. Za vrijeme Austro-Ugarske vino "Malvazija istarska” dobija trZisSnu
vaznosti nakon Sto je filoksera poharala vinograde $to potvrduju i prve pisane informacije iz
1891. kada se vino takvog naziva pojavljuje na izlozbi vina u Zagrebu (Herjavec, 2019). Danas
je Malvazija istarska treca gospodarski vazna vinska sorta u Hrvatskoj i vodeca je sorta po
proizvodniji u Istri te je ujedno i jedan od gotovo kulturoloskih pojmova koji definira ovu regiju.

"Malvazija istarska” s vegetacijom pocinje kasno i dozrijeva u lll. razdoblju. Bujnog je rasta,
pogotovo u uvjetima dubokih i plodnih tala s ve¢om dostupnos$c¢u vode. Ima jak trs s dugim
mladicama i internodijima. Tijekom cvatnje sklona je jatem osipanju ako nastupe kisni i hladni
uvjeti (Maleti¢ i sur., 2015). Cvijet je morfoloski i funkcionalno dvospolan, a grozd je srednje
velik, rastresit do umjereno zbijen, obi¢no s jednim krilom. Bobica je srednje velika do krupna,
okrugla, zelenozute boje, a u punoj zrelosti i na osuncanoj strani zlatnozute. Kozica je
pokrivena sivim maskom s izrazenom vrSnom tockicom. Meso je so¢no i ugodnog slatkog
okusa. U prosjeku akumulira 17 — 22 % Secera i 5 — 7 g/L ukupnih kiselina (www.vinistra.com
— pristupljeno 26.05.2021.). Odrasli list je pentagonalan do okruglast, nesto izraZenije Sirine u
odnosu na duljinu, nejednoli¢an, velik i obi¢no trodijelan (Maleti¢ i sur, 2008). Plojka lista je
glatka i svijetlozelene boje.

Slika 6. Malvazija istarska

"Malvazija istarska” ima visoku gospodarsku vrijednost buduéi da objedinjuje dobru
rodnost s visokom kvalitetom groZda i vina, a osim toga ima i izraZenu tipi¢nost i
prepoznatljivost vezanu za podrucje Istre i okolice ( Maleti¢ i sur. 2015).
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Vino ‘Malvazija istarska srednje je jako do jako sa sadrZajem alkohola izmedu 11,5 i 14
vol%. Umjerenog je sadrzaja kiselina, izmedu 5,0 6,5 g/L ukupne kiselosti. Puno je, zaobljeno
i harmonicno vino s 18 do 22 g/L ekstrakta. Raspon kvalitete vina varira ovisno o specificnim
svojstvima vinogradskih polozZaja. Jako dobro uspijeva na crvenici i fliSnim terenima. Vina koja
potjeCu od grozda iz priobalnog dijela Istre gdje je tlo crvenica (terra rossa) karakterizira jaca
struktura dok se vina s flisa (lapor) odlikuju njeznom strukturom i delikatnijim mirisom. U
pravilu vina ne podnose duze dozrijevanje, no od grozda s dobrih polozaja i dobrih
vinogradskih godina, uz odgovarajucu tehnologiju, mogu se proizvesti vina koja optimalnu i
vrhunsku kvalitetu postizu tek nakon odredenog razdoblja dozrijevanja u reduktivnim
uvjetima butelje (Herjavec, 2019). Boja vina varira od svijetloZzute i zelenkastih nijansi do zlatno
Zute ovisno o vinifikaciji i duljini dozrijevanja.

Tablica 2. Povrsina i broj trsova vodeéeg sortimenta u Hrvatskoj

Sorta Povrsina (ha) Broj trsova (ha)
GraSevina 4 563.62 21 169 712
Malvazija istarska 1 643.23 6 860 042
Plavac mali 1 473.95 11910716

Prema podacima Agencije za plac¢anja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju iz 2019.
godine ukupna povrsina pod vinogradima u Republici Hrvatskoj iznosila je 19 022.09 ha, od
toga 6.860.042 trsova odnosno 1 643.23 ha zasadeno je sortom "Malvazija istarska’ ¢ime
zauzima drugo mjesto po povrsSini medu sortama.
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2.6.1. Aromatski profil "Malvazija istarska’

Malvazija istarska ima veliki aromatski potencijal te je svrstana u poluaromatske sorte.
Obi¢no je aroma vina njeZna cvjetno-voéna, u mladim vinima podsje¢a na miris cvijeta
bagrema i jabuke dok se u zrelom vinu moZe osjetiti i lagani gorkasti okus bajama (Herjavec,
2019). Veliki faktor u proizvodnji vina "Malvazija istarskih® razlicitih aromatskih profila i
senzornih svojstava je polozaj s kojega dolaze kao i tehnologija proizvodnje.

Dosadasnja istrazivanja govore o cvjetno-vocnom aromatskom profilu vina Malvazije,
podrijetlom uglavnom od hlapivih estera (Luki¢ i sur., 2008) dobivenom standardnom
tehnologijom proizvodnje (brzim odvajanjem mosta od krutih dijelova grozda), odnosno
naglasenoj sortnoj aromi vina "Malvazija istarska” podrijetlom uglavnom od terpena (Radeka i
sur., 2008) proizvedenih kracom maceracijom masulja (crio i klasiéna maceracija u trajanju od
10-30 sati). Medutim, na trZiStu se danas nalaze i vina "Malvazije istarske” proizvedena duzom
maceracijom masulja (i do nekoliko mjeseci) odnosno dio vina je proizveden iz prosusenog
grozda "Malvazije istarske’. Primarne su arome zrele Malvazije kombinacija vo¢nih i cvjetnih
aroma poput jabuka, bresaka i nektarina s cvijetom bagrema, podrzanih vise ili manje
izrazenim, ali uvijek prisutnim mineralnim notama. Mineralnost se takoder proteze kroz okus
u vidu blage slanosti i njezno gorkastog zavrSetka (www.vinacroatia.hr — pristupljeno
04.06.2021.).

Malvazije zapadne lIstre, Ciji su polozaji blize obali, imaju istaknutiju mineralnost koja je
ponekad u potpunosti liSena ostalih aroma, no ¢esée su u kombinaciji s njeznim voénim
aromama poput breskve. Malvazije sredisSnje Istre i one s jo$S veéih nadmorskih visina
karakterizira naglasena voénost jabuka i nektarina te Zivlje i osvjezavajuce kiseline. Juznu Istru
pak odlikuje nesSto slada voénost usmjerena egzoti¢nijem vocu i gotovo redovitoj aromi
banana. Takve razlike u stilovima nisu uzrokovane samo raznoliko$¢u polozaja vec i
podtipovima malvazije Cije je sredivanje i katalogizacija upravo u tijeku (www.vinacroatia.hr —
pristupljeno 04.06.2021.).

cvjetni (akacija, bazga, lipa, jasmin)

med, maslac, vosak

zatinski (menta, anis, papar) sovinjonski (marakuja, grejp, dinja)

biljni (travni, €aj)

7
sovinjonsko-tiolna ‘ ’

Slika 7. Prikaz rezultata deskriptivne senzorna analize aromatskog profila svijeze Malvazije
istarske (www.vinacroatia.hr — pristupljeno 04.06.2021.)
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3. Materijali i metode

Istrazivanje je provedeno 2020. godine u vinogradima i vinskom podrumu Kalavojne d.o.o
u selu Radeki Polje 10 km udaljenom od grada Pule. Za potrebe istraZzivanja koristeno je grozde
sorte "Malvazija istarska” koje je ru¢no brano u trenutku njegove tehnoloske zrelosti od 24.
do 27. kolovoza, 2020. iz vinograda , Castello” , na podrucju vinogradske podregije Hrvatska
Istra, Vinogorja Zapadne Istre. Vegetacija je tijekom pocetnih mjeseci bila vrlo susna, medutim
kako se blizilo vrijeme berbe najavljeni su kiSni dani Sto se odrazilo na nekoliko dana raniju
berbu kako bi se izbjegle komplikacije tijekom postupaka prerade groZzda koja je provedena na
dane berbe.

3.1. Prerada

Ru¢no ubrano groide dopremljeno je traktorom s prikolicom do vinskog podruma
Kalavojne gdje su provedeni svi postupci primarne prerade groida, pripreme mosta te
proizvodnje vina. Runjenje, muljanje i preSanje obavljeni su na dan berbe. Groide je od
oksidacije prilikom runjenja i muljanja zasti¢eno postupnim dodavanjem Aromax-a u omjeru
20g/100kg grozda. Nakon presanja koje je provedeno pomocu pneumatske prese zatvorenog
tipa pod tlakom od 1 bar odvojena je gruba presavinska frakcija te je most iz cjednice prebacen
u tankove zapremnine 10 000 L i flotiran s upotrebom Zelatine i inertnog dusi¢nog plina. Most
je nakon flotacije 27.08.2020 rastocen po varijantama u Cetiri staklena demizona zapremnine
54 L u kojima su kasnije provedena istrazivanja utjecaja direktne primjene bentonita u most
te primjene bentonita tijekom alkoholne fermentacije.

U svaki demiZon napunjeno je 50 L mosta s vrijednostima od: °Kl 15.1, pH 3,39,
reducirajué¢im Secerima od 170 g/L te ukupnom kiselosti 5,1 g/L. Komercijalni kvasac Fermol
Cryofruit (Saccaromyces cerevisiae x Uvarum) kojim je provedena alkoholna fermentacija prije
inokulacije rehidriran je u deset puta vecoj koli¢ini otopine tople vode i mosta te je doziran po
preporuci proizvodaca u omjeru 20 g/hL.

Slika 8. Most nakon flotacije rastoéen u demizone zapremine 54 L
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3.2. Priprema bentonita

Suspenzija bentonita na bazi natrija “Bentogran,, prije primjene pripremljena je u dvije
odvojene posude u razli¢itim dozama od 100 i 200 g/hL. Granule bentonita namocene su u
deseterostruko vecoj koli¢ini vodovodne vode te su uz povremeno mijeSanje ostavljene 24
sata u posudama kako bi se osigurala dovoljna hidratacija i bubrenje. Bubrenjem se stvara
velika adsorptivna povrsina jer 1 g bentonita bubrenjem dobiva aktivnu povrSinu od oko 5
m2. Nakon 24 sata kada je poprimio oblik Zelatinozne mase nabubreni bentonit dodan je u
demiZone s vinom uz snazno mijeSanje gdje je ostavljen do zavrSetka reakcije talozenja.

Slika 9. Pripremljeni bentonit nakon 24 sata namakanja u vodovodnoj vodi

3.3. Dodatak bentonita u most

Nakon Sto je grozde sorte ‘Malvazija istarska” preradeno po tehnologiji proizvodnje

bijelih vina te nakon taloZenja mosta, provedeno je prvo istrazivanje 27.08.2020 dodatkom
bentonita (pripremljenog dan prije) na bazi natrija “Bentogran,, direktno u most prije zapocete
alkoholne fermentacije.
Za potrebe pokusa koristena su 2 staklena demizona zapremine 54 L napunjena mostom
"Malvazije istarske” te uzorak mosta koji je prethodno zaleden radi kasnije analize. Pokus je
proveden u dvije varijante. U prvoj varijanti 100 g pripremljenog bentonita dodano je u prvi
demizon te pomijeSano s mostom uz snazno mijesanje od nekoliko minuta, a u drugoj varijanti
pomijesano je 50 g pripremljenog bentonita s mostom iz drugog demizZona. Na demizone su
nakon postavljenog pokusa dodane vrenjace te su ostavljeni narednih mjesec dana u mracnoj
prostoriji unutar podruma na temperaturi od 15°C do zavrSetka reakcije taloZenja i alkoholne
fermentacije. Ovo istrazivanje provedeno je kako bi se utvrdila razlika izmedu ucinka dvije
razliite doze bentonita tijekom bistrenja mosta prije fermentacije, na koncentraciju sastojaka
sortne arome te na senzorsku kvalitetu vina koja je kasnije analizirana u laboratoriju Zavoda
za vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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Slika 10. Prve dvije varijante postavljenog istraZivanja nakon dodatka pripremljenog
bentonita direktno u most

3.4. Dodatak bentonita tijekom fermentacije

Za potrebe ovog istraZivanja u preostala dva staklena demiZona zapremnine 54 L
napunjena mostom "Malvazije istarske” provedena je alkoholna fermentacija u kontroliranim
uvjetima pri temperaturiod 15 £ 0,5 °C do sniZzenja koncentracije reducirajucih Se¢era. Nakon
dva tjedna kada je fermentacija u demizonima usla u posljednju fazu 09.09.2020 postavljen je
pokus u dvije varijante. U obje varijante dodan je uz snazno mijesanje prethodno pripremljeni
bentonit na bazi natrija “Bentogran”. U prvoj varijanti u tre¢i demiZzon dodano je 100 g
bentonita dok je u drugoj varijanti pokusa u Cetvrti demizon dodano 50 g bentonita. Na
demizone su nakon dodatka bentonita vracene vrenjace te su ostavljeni u mracnoj prostoriji
unutar podruma uz dnevne preglede do zavrSetka reakcije taloZzenja. Za kontrolni uzorak
uzeto je vino iz tanka u koje nije dodan bentonit. IstraZivanje je provedeno kako bi se utvrdila
razlika izmedu utjecaja bentonita u razli¢itim koncentracijama tijekom alkoholne fermentacije
te napravila usporedba s rezultatima istrazivanja gdje je bentonita primijenjen u mostu na
osnovni fizikalno kemijski sastav vina "Malvazije istarske  te koncentraciju ukupnih proteina i
proteinsku stabilnost vina koja je analizirana u laboratoriju Zavoda za vinogradarstvo i
vinarstvo Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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3.5. Uklanjanje taloga

Po zavrSetku reakcije taloZenja bentonita, sadrzaj demizona iz dvaju istrazivanja
pretoceno je u plastiéne posude kako bi se iz demiZzona uklonio nastali talog ¢iji je udio u
direktnoj ovisnosti s karakteristikama bubrenja bentonita. Nakon pretoka s taloga, demizoni
su detaljno oprani te je u njih ponovo pretoceno vino koje je stajalo u plasti¢nim posudama.
Iz kontrolnog tanka nadolivena je potrebna koli¢ina vina koju je svaka varijanta istrazivanja
izgubila uklanjanjem taloga kako bi demiZoni bili napunjeni do vrha te su tako ostavljeni jo$
neko vrijeme uz svakodnevne preglede. U istraZivanju gdje je bentonit dodan u most pretok s
taloga izvrSen je 29.09.2020 dok je u istraZivanju gdje je bentonit dodan u alkoholnoj
fermentaciji pretok izvrSen 07.10.2020. Nakon taloZenja na dobivenim uzorcima iz svakog
demiZona provela se analiza osnovnog kemijskog sastava vina prema metodi O.1.V., sadrZaj
ukupnih proteina odredio se fluorescentnim obiljeZzavanjem uz kvantitativnu analizu na Qubit
3.0. instrumentu (Thermo Fisher Scientific) dok se proteinska stabilnost vina odredila se
testom zagrijavanja prema lland, a statisticka obrada podataka provela se sa STATISTICA 7.0.

paketom.

Slika 11. Prikaz sadrzaja taloga nakon zavrietka reakcije taloZenja bentonitom. Prikaz
demiZona ide po varijantama redom: a) 100 g most, b) 50 g most, c) 100 g alkoholna
fermentacija, d) 50 g alkoholna fermentacija
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3.6. Osnovna analiza mosta i vina

Osnovna analiza uzoraka mosta i vina provedeno je standardnim metodama
objavljenima od strane OIV-a (Medunarodne organizacije za lozu i vino sa sjediStem u Parizu)
u Laboratoriju za grozde, most i vino Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog
fakulteta u Zagrebu. Tijekom analize koja je provedena 02.12.2020 odradeni su uzorci
"Malvazije istarske” na kojima su provedena istrazivanja te na kontrolnom uzorku "Malvazije
istarske” i moStu u kojima nije dodavan bentonit.

3.6.1. Odredivanje alkoholne jakosti

Vrijednost alkoholne jakosti odredena je u Kjeldahovoj tikvici metodom destilacije na
nacin da se alkohol izdvojio iz vina kao destilat te se njegova specifi¢na tezina usporedila s
specificnom tezinom vode na 20°C. Koli¢ina alkohola se iz dobivenih vrijednosti pomocu
odgovarajucih tablica ocitavala u g/L, a potom se iz tih vrijednosti ocitao vol % alkohola.
Rezultat je dobiven ocitavanjem vrijednosti na Riechardovim tablicama. Analiza koja je
obuhvacala odredivanje specificne tezine mjerena je metodom piknometrije.

3.6.2. Odredivanje ukupnog suhog ekstrakta

Ukupni ekstrakt u vinu analiziran je iz ostatka nakon destilacije u Kjeldahovoj tikvica te
jeizrazen u g/L dok je ekstrakt bez Secera (razlika izmedu ukupnog suhog ekstrakta i ukupnog
Secera) izmjeren nakon Sto je od koli¢ine ukupnog ekstrakta oduzeta koli¢ina rezidualnog
Secera koji predstavlja vrijednost ekstrakta bez Seéera minus vrijednost nehlapivih kiselina
izrazenih kao vinska.

3.6.3. Odredivanje hlapljive kiselosti

Odredivanja hlapljive kiselosti (izrazena kao octena u g/L) dobiveno je njezinom
odvajanjem iz uzorka putem destilacije u struji vodene pare. Nakon destilacije uzoraka
vodenom parom, nekoliko kapi fenolftaleina dodano je u dobivene destilate koji su potom
titrirani sa 0, 1 M NaOH do pojave svijetlo ruzicaste boje koja se morala zadrzati barem 30
sekundi. Utrosak natrijevog hidroksida nakon pojave svijetlo ruzi¢aste boje pomnozen je sa
1,2 ¢ime je definirana koncentracija hlapljive kiselosti.
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3.6.4. Odredivanje ukupne kiselosti

Ukupna kiselost (g/L) odredena je metodom direktne titracije koja se bazira na
neutralizaciji svih kiselih frakcija otopinom neke luZzine. Na osnovi utroska natrijevog
hidroksida izracunata je ukupna kiselost pri éemu se bromtimolplavi koristio kao indikator.

3.6.5. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost izmjerena je potenciometrijski pomocu pH metra sa skalom kalibriranom
u jedinicama pH tako da omogucava mjerenja do to¢nosti od najmanje 0,05 pH jedinice.

3.6.6. Odredivanje slobodnog, vezanog i ukupnog sumpornog dioksida

Odredivanje slobodnog sumponog dioksid (mg/L) u uzorcima vinima mjereno je
metoda po Paulu. Metoda se temelji na oslobadanju sumpornog dioksida iz zakiseljenog
uzorka vina (dodatkom 25 %-tne ortofosforne kiseline) u struji zraka te njegovog vezanja na
vodik peroksid pri éemu nastaje sumporna kiselina. Kao indikator koristi se mjeSavina metilen
crvenog i metilen plavog te se titrira sa 0,01 M NaOH do pojave maslinasto zelene boje.
Slobodni SO, dobije se mnozenjem utroSka NaOH s 32.

Vezani SO; (mg/L) dobiven je ostavljanjem vina koje je nakon odredivanja slobodnog
sumpora ostalo u tikvici za kuhanje . Promijenjen je reagens u maloj apsorpcionoj tikvici, a
zatim je pod tikvicu za kuhanje stavljen mali plamenik te je uz lagano vrenje ostavljen toc¢no
10 minuta. MnoZenjem utroSenog 0,01 M NaOH s 32 dobije se vezani SO; u 1 litri vina. SO,
ukupni (mg/L) dobije se zbrajanjem vrijednosti slobodnog i vezanog SO,.

3.6.7. Odredivanje pepela u vinu

Pepeo u vinu odreden je spaljivanjem ostalog taloga nakon isparavanja uzoraka u
mufolnoj peci na 525 °C . Nakon spaljivanja masa pepela pomnoZena je s 50 ¢ime je dobiven
rezultat u g/L.

3.6.8. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i proteina

Koncentracija ukupnog udjela fenola u uzorcima odredena je reakcijom s Folin
Ciocalteu-ovim reagensom Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od 750 nm na
instrumentu UV/VIS spektrofotometru ,,Specord 400“ pri ¢emu su koristene 10 mm kvarcne
kivete. Rezultati se izrazavaju u ekvivalentima galne kiseline - mg GAE/L.

Ukupni sadrzaj proteina u uzorcima odreden je fluorescentnim obiljezavanjem uz
kvantitativnu analizu na Qubit 3.0. instrumentu (Thermo Fisher Scientific). Prvi korak analize
bio je priprema je rade otopine pufera i fluorescentne boje (Qubit reagens A) u volumnom
udjelu od 0,5 %. Nakon $to je u epruveticu volumena 0,5 mL dodano 190 uL radne otopine te
10 pL uzorka vina dobivena smjesa mijesa se od 2 do 3 sekunde u vortexu te se zatim postavlja
na inkubaciju u trajanju od 15 minuta. Mjerenje se provodi na Qubit instrumentu koji sadrzi
poseban program za odredivanje proteina te se dobivene vrijednosti izraZzavaju se u mg/L.
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3.6.9. Odredivanje parametara boje

Boja vina, definirana je kao opticka gustoéa vina izmjerena na tri valne duljine: 420 nm
(Zuta), 520 nm (crvena) te 620 nm (plava). Boja je odredena pomodu spektrofotometra
»Specord 400“. Intenzitet, tonalitet i pigmenti boje analizirani su mjerenjem absorbanci na
420,520i 620 nm. Intenzitet boje (Cl), tonalitet (hue) te udjeli Zute (%Ye), crvene (%Rd) i plave
(%BI) izracunati su po formulama:

Cl = Abs 420 + Abs 520 + Abs 620;
Hue = Abs 420/Abs 520;

% Ye = (Abs 420/Cl) X100;

% Rd = (Abs 520/Cl) X100;

% Bl = (Abs 620/Cl) X100.

3.7. Odredivanje proteinske stabilnosti

Proteinska stabilnost u uzorcima vina odredena je standardnim testom zagrijavanja
prema llandu i sur. (2000). Postupak je proveden zagrijavanjem uzoraka tijekom dva sata na
80 °C. Nakon postupka zagrijavanja uzorci su kratko hladeni pod mlazom hladne vode te su
potom postavljeni u hladnjak sljedec¢a dva sata na 4 °C. Nakon postupka hladenja uzorci su
ostavljeni neko vrijeme kako bi postigli sobnu temperaturu. Stupanj zamucenja u tako
tretiranim uzorcima mjeren je turbidimetrom. Uzorci se ulijevaju u staklenu posudicu za
turbidimetar, zatvore plasti¢énim ¢epom te se zatim ocitaju vrijednosti stupnja zamucenja
izrazene u NTU. Uzorak je smatran proteinski stabilnim ako je razlika u izmjerenom zamucéenju
izmedu uzorka koji je grijan i hladen te odgovarajuce kontrole bio manji od 2 NTU.

3.8. Senzorna analiza

Senzorna analiza pokusnih vina provedena je metodom redoslijeda na Agronomskom
fakultetu u Zagrebu u Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo. Ocjenjivac¢ima je predstavljeno pet
uzoraka. Prvi je bio kontrolni uzorak koji nije tretiran bentonitom, a ostala su Cetiri uzorka
varijante vina dobivena tijekom provedbe istrazivanja. Metodom redoslijeda ocjenjivaci su
definirali uzorke prema kakvoc¢i mirisa, okusa te opéeg dojma. Miris je opisan kroz Sest mirisnih
nota (cvjetne, voéne, prosuseno voce, orasasto voce, biljne, zacinsko bilje) uz ostale mirise
(tost, med, maslac, kruh) dok je kod okusa definirana kakvocéa, kiselost, gorcina, astringencija,
tijelo, harmonicnost i ,aftertaste” te ukupni dojam. Naposljetku je svaki ocjenjiva¢ dao ocjenu
ovisno o opéem dojmu koji je stekao prilikom mirisanja i kuSanja vina na skali od 1 za najbolji
uzorak do 5 za najlosiji uzorak.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Reazultati fizikalno-kemijskih analiza vina

Tablica 3. Osnovni kemijski sastav vina "Malvazija istarska’

Fizikalno-kemijski Kontrola M100 M50 AF100 AF50
parametari

Specificna tezina 0,9909 0,9911 0,9926 0,9921 0,9928
(20/20°C)

Alkohol (g/L) 103,6 94,0 96,0 95,4 96,7
Alkohol (vol%) 13,1 11,9 12,2 12,1 12,3
Ekstrakt ukupni g/L 20,6 17,5 22,2 20,6 22,9
Secer reducirajudéi 1,2 2,6 5,4 5,4 6,1
g/L

Ekstrakt bez Secera 20,4 15,9 17,8 16,2 17,8
g/L

Ekstrakt bez Secera 14,9 11,8 13,6 12,3 13,6
i nehl. kiselosti g/L

Ukupna kiselost 5,9 4,5 4,7 4,5 4,7
(kao vinska) g/L

Hlapljiva kiselost 0,29 0,36 0,42 0,46 0,41
(kao octena) g/L

Nehlapljiva kiselost 5,5 4,1 4,2 3,9 4,2
g/L

pH 3,26 3,38 3,36 3,34 3,36
SO, slobodnimg/L 0 0 0 0 0
SO, vezani mg/L 40,0 18,0 18,0 16,0 21,0
SO, ukupni mg/L 40,0 18,0 18,0 16,0 21,0
Pepeo g/L 1,69 1,46 1,50 1,40 1,54

Ocitanjem fizikalno-kemijskih parametara iz tablice 3. vidljive su znacajnije razlike u
volumnom postotku alkohola izmedu kontrolnog uzorka koji je iznosi 13,1 vol % i svih testnih
uzoraka gdje je vidljiv pad i do viSe od 1 vol%. Te razlike nisu uzrokovane djelovanjem
bentonita veé nedovoljnoj homogenosti pocetnog mosta koji je koristen u pokusu.

Nadalje najveci gubitak ukupnog ekstakta u odnosu na kontrolu vidljiv je u uzorku gdje
je bentonit dodan direktno u most u koli¢ini od 100 g (M100) dok se u uzorcima gdje je dodano
50g bentonita i u most (M50) i tijekom alkoholne fermentacije (AF50) koli¢ina ukupnog
ekstrakta povecala za gotovo 2 g/L u odnosu na kontrolu.
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Sto se tice reducirajuéih $ecera iz testnih je uzoraka vidljivo da neovisno o koli¢ini i fazi
primijenjenog bentonita postoji znacajna razlika s kontrolnim uzorkom. Ta se razlika izrazito
istaknula u uzoru AF50 koji je imao gotovo 4,9 g/L reducirajucih Seéera vise od kontrolnog
uzorka a moze se povezati sa razli¢itim uvjetima same alkoholne fermentacije tj. ¢injenice da
je kontrolni uzorak proizveden ve¢em inoks tanku dok se pokusne varijante fermentirale u
demiZonima od 54 L.

Ocitanjem ekstrakta bez Secera i ekstrakta bez Secera i nehlapljive kiselosti vidljivo je da
neovisno o fazi primjene, uzorci u kojima je dodano 100 g bentonita imaju znacajnijeg pada
tih parametara u odnosu na kontrolu.

Iz rezultata ukupne kiselosti moze se zakljuciti kako pad sadrzaja ukupne kiselosti u odnosu
na kontrolu ne ovisi o fazi primjene bentonita ve¢ iskljucivo o koli¢ini dodanog bentonita zato
Sto je usporedbom testnih uzoraka ovisno o koli¢ini dodanog bentonita utvrdeno da su
parametri gotovo identicni.

Vrijednost hlapljive kiselosti kao i pH bila je najniza u kontrolnom vinu, ali nije znacajno
odstupala od svih uzoraka vina tretiranih bentonitom. Sto se ti¢e koncentracije pepela, iz
rezultata je vidljiva mala razlika izmedu uzoraka tretiranih bentonitom koja ipak ukazuje kako
koli¢ina dodanog bentonita utjece na njezin sadrzaj.

4.2. Parametri boje

Ocitanjem parametara inteziteta boje te tonaliteta boje iz tablice 4. vidljivo je kako
doza primijenjenog bentonita predstavlja bitan ¢cimbenik koji utje¢e na boju vina. U uzorcima
M50 i AF50 gdje je primijenjeno 50 g bentonita neovisno o fazi primjene, rezultati ukazuju na
neznatnu razliku u intezitetu i tonalitetu boje u usporedbi s kontrolom. Te razlike su veée u
uzorcima gdje je vino tretirano s bentonitom u koli¢ini od 100 g Ciji su parametri intenziteta
boje iznosili 0,397 odnosno tonaliteta 2,28 u uzorku M100 gdje je bentonit dodan direktno u
most. Usporedujuci uzorak AF100 gdje je bentonit dodan tijekom alkoholne fermentacije s
kontrolnim uzorkom, uoéene su najveée razlike u paramtarima inteziteta boje 0,560 te
tonaliteta 1,93.

Iz tablice 4. takoder su vidljive i razlike u kompoziciji boje uzoraka vina tretiranih s
veéim dozama bentonita u odnosu na kontrolni uzorak te na uzorke vina tretirane s 50 g
bentonita. Promatrajuci tako kontrolni uzorak vidljivo je kako je najzastupljenija Zuta boja s
70,2%, zatim crvena s 19,3% te plava boja s 10,5%. S druge strane u uzorku AF100 Zuta boja
drasti¢no je smanjena na 50,1% dok je crvena povecana na 25,8% a plava na 24,1%. Ocitanjem
ovih parametara moze se zakljuditi kako je za o€uvanje intenziteta i tonaliteta boje najbolje
koristiti bentonit u malim dozama i to direktnom primjenom u most $to potvduje i teza
Ribéreau-Gayon i sur. (2000) koja kaze kako bentonit mozZe znacajno utjecati na senzorna
svojstva vina zbog svoje slabe selektivnosti.
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Tablica 4. Rezultati intenziteta, tonaliteta i udjela pigmenta boje

Uzorak Intezitet boje Tonalitet % Ye %Rd %Bl
Kontrola 0,236 3,69 70,2 19,3 10.5
M100 0,397 2,28 55,3 24,1 20,6
M50 0,228 3,88 71,5 18,4 10,1
AF100 0,560 1,93 50,1 25,8 24,1
AF50 0,235 3,75 70,3 18,5 11,2

4.3. Ukupni fenolii proteini

Sto se ti¢e sadrZaja ukupnih fenola i proteina najvide vrijednosti olekivano je imao
kontrolni uzorak gdje je njihov sadrzaj iznosio 206 mg/L za ukupne fenole odnosno 130,0 mg/L
za ukupne proteine.

Iz tablice 5. vidljivo je kako primjena bentonita utje¢e na smanjenje ukupnih fenola te na
drastiéno smanjenje ukupnih proteina Sto je u korelaciji s koli¢inom koristenog bentonita.
Usporedujuci uzorke M100 i AF100 u kojima je primijenjeno 100 g bentonita vidljivo je da su
nesto bolji rezultat uklanjanja ukupnih proteina postignuti u uzorku M2100 odnosno
primjenom bentonita u fazi mosta te je u odnosu na kontrolu njihov sadrZaj smanjen za gotovo
73,8 mg/L.

S druge strane, primjena manjih koli¢ina bentonita tj. 50 g u testnim uzorcima M50 i AF50
pokazala se ucinkovitijom kada je bentonit dodan u fazi alkoholne fermentacije. Usporedujudi
ta dva uzorka vidljivo je da je u uzorku AF50 uklonjeno 10,7 mg/L vise proteina te je sadrzaj
ukupnih fenola smanjen za 5 mg/L.

Tablica 5. Koncentracija ukupnih fenola i proteina

Uzorak Ukupni fenoli (mg/L) Ukupni proteini (mg/L)
Kontrola 206 130,0
M100 151 56,2
M50 177 92,6
AF100 158 60,1
AF50 172 81,9
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4.4. Proteinska stabilnost

Usporedbom razlika u izmjerenom zamucenju vina izrazenih u NTU izmedu uzoraka koji

su grijani i hladeni vidljivo je da su jedino uzorci M100 i AF100 u kojima su koristene vise

koncentracije bentonita proteinski stabilni jer im razlike iznose manje od 0,46 odnosno 0,41

NTU. Kontrolni uzorak ocekivano je rezultirao visSim vrijednostima zamucenja te su njegove
razlike iznosile oko 10,61 NTU dok su kod uzoraka gdje je koriSteno 50 g bentonita M50 i AF50
te razlike bile oko 50% manje. Iz ovih se rezultata mozZe utvrditi da je postizanje potpune

proteinske stabilnosti u direktnoj vezi sa dozom bentonita neovisno o fazi njegove primjene.

Tablica 6. Rezultati proteinske stabilnost vina

Uzorak Prije zagrijavanja (NTU) Nakon zagrijavanja Razlika
(NTU)

Kontrola 5,41 16,02 >10.61

M100 4,44 4,90 >0,46

M50 4,00 9,81 >5,81

AF100 4,62 5,04 >0,41

AF50 4,08 10,7 >6,62

Slika 12. Prikaz uzoraka nakon provedenog testa proteinske stabilnosti
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4.5. Senzorno ocjenjivanje

Obradom podataka senzornog ocjenjivanja iz tablice 7. vidljivo je, kao Sto je i
ocekivano, da su ocjenjivaci najbolje ocijenili kontrolni uzorak u kojem nije bio primjene
bentonita prema kakvoci okusa i opéem dojmu Sto potvrduje tezu kako bentonit moze
negativno utjecati za senzorna svojstva vina. Nadalje, iz podataka je uocljivo kako se na
senzorna svojstva moZe utjecati pravovremenom fazom primjene bentonita pa su tako
uzorci vina u kojima je bentonit primijenjen dodatkom u most ocijenjeni nesto bolje. Te
uzorke ocjenjivaci su definirali kao uzorke boljeg mirisa, kakvoce okusa i op¢eg dojma u
usporedbi s uzorcima gdje je bentonit dodan u fazi alkoholne fermentacije.

Tablica 7. Senzorna ocjena uzoraka metodom redoslijeda

Uzorak Kakvoéa mirisa Kakvoca okusa Opéi dojam
Kontrola 2 1 1
M100 1 2 2
M50 4 3 3
AF100 3 4 4
AF50 5 5 5
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5. Zakljucak

Na osnovi ovog istrazivanja, kojemu je cilj bio utvrditi utjecaj primjene bentonita u
razliCitim koncentracijama te u razli¢itim terminima aplikacije na osnovni fizikalno-kemijski
sastav te na ukupnu proteinsku stabilnost vina "Malvazije istarske” jasno je vidljivo kako je u
uzorcima tretiranim s vec¢om koli¢inom bentonita (M100, AF100) neovisno o fazi primjene
doslo do znatnijeg pada parametara ukupnog ekstrakta, ekstrakta bez Secera te ekstrakta bez
Secera i nehlapljive kiselosti cime se mozZe zakljuciti kako je za fizikalno-kemijski sastav vina
bitniji faktor koli¢ina primijenjenog bentonita nego faza njegove primjene.

Uzorci s manjim koncentracijama bentonita pokazali su i pozitivniji utjecaj na parametre
boje gdje nije doslo do gotovo nikakvih promjena u odnosu na kontrolni uzorak. 1z dobivenih
rezultata vidljivo je kako i faza primjene bentonita bitan faktor koji utje¢e na parametre boje
pri ¢emu se varijanta bentonita primijenjenog direktno u most izdvojila kao bolja.

Sadrzaj ukupnih fenola i proteina kao S$to je i ocekivano u korelaciji je s kolicinom
primijenjenog bentonita odnosno manje koli¢ine bentonita utje¢u na manji gubitak njihovog
sadrZaja. Medutim, kada se u obzir uzmu i rezultati proteinske stabilnosti vidljivo je kako
uzorci M50 i AF50 nisu uspjeli zadovoljiti kriterij potpune proteinske stabilnosti $to nas dovodi
do zakljucka kako su viSe koncentracije bentonita bile neophodne za postizanje potpune
proteinske stabilnosti.

Iz svega navedenoga vidljivo je kako su uzorci M100 i AF100 imali izrazeni utjecaj na
koncentraciju ukupnih proteina te proteinsku stabilnost vina "Malvazija istarska” te kada se u
obzir uzmu i rezultati senzorne analize iz ovog istrazivanja mozemo zakljuciti kako se
najboljom strategijom uzimaju¢i u obzir fizikalno-kemijski sastav, parametre boje,
koncentraciju ukupnih proteina te proteinsku stabilnost vina "Malvazija istarska’ pokazala
primjena bentonita u dozi od 100 g direktnim dodavanjem u most.

S obzirom da se radi o jednogodiSnjem istraZivanju saznanja o najboljem nacinu primjene
bentonita trebalo bih upotpuniti nastavkom istraZivanja ¢ime bi se obuhvatio i utjecaj godine,
polozaja ali i tehnologije proizvodnje, a sve sa ciliem ocuvanja kvaliteta bijelih vina uz
postizanje potpune proteinske stabilnosti.
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